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Introduccion

A nivel mundial, la enfermedad diarreica constituye un problema grave
para la salud publica de infantes y nifilos, con altas tasas de morbilidad y
mortalidad, especialmente en paises en vias de desarrollo.

Las diarreas de origen infeccioso pueden ser de etiologia bacteriana,
viral 0 parasitaria y son frecuentes las asociaciones de dos o mas agentes.
Entre los agentes bacterianos se puede sefialar a Salmonella spp.,Shigella
spp.,Vibrio cholerae,Yersinia spp.,Campylobacter spp., Clostridium difficile y
Escherichia coli diarreigénico, entre otros.

Escherichia coli es una enterobacteria de localizacion ubicua. Fue
descrita por primera vez en 1885 por el pediatra aleman Theodore von
Escherich, quien la denomin6 Bacterium coli. Posteriormente, la taxonomia le
adjudicé el nombre de Escherichia coli, en honor a su descubridor.

Escherichia coli es un bacilo gram negativo, anaerobio facultativo con un
metabolismo tanto fermentativo como respiratorio. Puede ser inmévil o movil
por flagelos peritricos. Constituye el habitante facultativo del intestino grueso
mas importante, tanto del hombre como de animales de sangre caliente y es el
anaerobio facultativo predominante en el intestino y es parte de la microbiota
gue mantiene la fisiologia en el hospedador sano.

Es miembro de la familia Enterobacteriaceae, y aunque la mayoria de las
cepas de E. coli no son patdégenas, pueden ser patdgenos oportunistas que
causan infecciones en el hospedador inmunocomprometido. Fisiologicamente,
E. coli es versétil, estda adaptado a las caracteristicas del habitat y puede crecer
en un medio con glucosa como Unica fuente organica. Puede crecer en

ﬁ m"”‘l“[” |
9@89872 |57l53!|
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presencia o ausencia de O, y bajo condiciones anaerdbicas puede proliferar
por fermentacién, produciendo una mezcla de acidos y gas como productos
finales. Puede también crecer por medio de una respiracién anaerdbica ya que
es capaz de utilizar NO3, NO, o fumarato como aceptores finales de electrones
mediante procesos respiratorios de transporte de electrones. Esta versatilidad
de E. coli le confiere habilidad para adaptarse al habitat intestinal (anaerébico)
y extraintestinal (aer6bico o anaerdbico). Los aislamientos se diferencian
serolégicamente por los antigenos somatico (O), flagelar (H) y capsular (K).
Hasta el presente se identificaron mas de 174 antigenos O, 56 H y 80 K, con
mas de 700 serotipos (basados en las combinaciones de los antigenos O, H'y
K), muchos de ellos asociados con enfermedad humana. Se han descrito 8
categorias distintas (patotipos o patovares), los cuales estan clasificados dentro
de E. coli diarreigénico (DEC) o E. coli extraintestinal (EXPEC). Dos patotipos
son extraintestinales, E. coli uropatogénico (UPEC) y E. coli de la meningitis
neonatal (NMEC). Los otros 6 patotipos corresponden a los DEC.

Con el nombre de E. coli diarreigénico (DEC) se denomina a un grupo
heterogéneo de cepas que poseen distintos factores de virulencia y distinta
interaccidbn con la mucosa intestinal del hospedador, causan diferentes
sindromes diarreicos y tienen distinta epidemiologia. Las cepas DEC son causa
importante de morbimortalidad en los paises en vias de desarrollo. Hasta el
presente se reconocen seis categorias o0 patotipos: E. coli enteropatdogeno
(EPEC),E. coli enterotoxigénico (ETEC),E. coli enteroinvasivo (EIEC),E. coli
enteroagregativo (EAEC) y E. coli productor de toxina Shiga (STEC). La

capacidad patogénica y la implicacion epidemiol6gica de la sexta categoria,

13
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llamada E. coli de adherencia difusa (DAEC),no esta lo suficientemente

dilucidada.

Escherichia coli enteropatégeno (EPEC)

El reconocimiento de E. coli enteropatdgenocomo agente causal de
diarrea humana, fue realizado en 1945 por John Bray**, quien describié la
asociacion de la infeccion con cepas de E. coli, antigénicamente homogéneas,
con brotes de diarrea infantl. En ese mismo periodo, Varela et al.}*’
describieron la asociacion de una cepa de E. coli lamada “E. coli-gomez”, con

un caso de diarrea mortal en un nifio en México. En 1955, Neter et al.®’

crearon
el término E. coli enteropatogeno (EPEC) para designar a cepas de E. coli,
relacionadas epidemiolégicamente con la diarrea infantil y diferenciarlas de las
cepas de E. coli de la microbiota normal. El potencial patogénico de EPEC fue
confirmado cuando se observaron sintomas evidentes de diarrea en
experimentos de infeccion oral en adultos voluntarios®®.

En 1987,la Organizacion Mundial de la Salud®*® defini6 como EPEC a
cepas de E. coli pertenecientes a 12 grupos con diferente antigeno somatico O:
026, 055, 086, 0111, 0114, 0119, 0125, 0126, 0127, 0128, 0142, O158.
En la actualidad, el patotipo EPEC se divide en EPEC tipico (tEPEC) y EPEC
atipico (aeEPEC). Esta clasificacion se basa en la presencia del factor de

virulencia EAF (del inglés, EPEC adherence factor) presente en tEPEC y

ausente en aEPEC %,

14
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Habitat y epidemiologia

Estudios realizados en todo el mundo han demostrado que las cepas
tEPEC estan fuertemente asociadas con diarrea en nifios menores de un afio
de edad, principalmente en nifios pobres de los centros urbanos, en los
primeros seis meses de vida®. En este grupo de edad, las cepas tEPEC se
consideran la principal causa de diarrea endémica en paises en desarrollo™®.
La frecuencia de infeccion por tEPEC en nifios mayores de un afo disminuye
con la edad y los adultos rara vez tienen infecciones por EPEC®®. El aumento
de la resistencia a la infeccion en nifios mayores y adultos se atribuye al
desarrollo de inmunidad o a la pérdida de receptores especificos para algunas
adhesinas®. Desde la década del 60, en los paises desarrollados se ha
observado una importante disminucion en la frecuencia de tEPEC y desde
entonces estas bacterias se han detectado en raras ocasiones®. Entre las
probables razones de esta disminucidon se incluyen un mejor control de las
infecciones hospitalarias, mejores tratamientos y adecuadas medidas de
saneamiento’*®. Sin embargo, en esas regiones, las cepas de aEPEC se
detectan con frecuencia en casos de diarrea en distintos grupos etareos y en
pacientes adultos con VIH-SIDA*" ®_ En algunos estudios, la frecuencia de
deteccion de cepas aEPEC es similar en individuos con y sin diarrea. Por lo
tanto, aun no se ha demostrado una fuerte asociacion de los serotipos aEPEC
con diarrea endémica. Por otra parte, algunos serotipos han sido incriminados
como agentes en brotes de diarrea.

Hasta el presente, algunos estudios han demostrado que tEPEC rara

vez se detecta en animales y su reservorio comprende sélo a los seres

T T 15
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humanos **3. Muchos nifios adquieren la infeccién en hospitales, generalmente
por contacto con otros pacientes hospitalizados por diarrea. A pesar de que no
estd completamente dilucidado, es evidente que tEPEC puede ser transmitido
por la ingestion de alimentos y agua contaminados. La sustituciéon de la
lactancia materna por la alimentacion con mamadera aumenta el riesgo de
contraer diarrea'®. En contraste, varios informes han descrito el aislamiento de
cepas aEPEC de diferentes especies de animales con o sin diarrea, como
vacas, ovejas, cabras, cerdos y aves de corral, como asi también en animales
domésticos, venados y monos titi. Aunque no hay evidencia de transmisién
directa de animales a humanos, algunas cepas aEPEC aisladas de animales
pertenecen a serogrupos implicados en enfermedad humana como por
ejemplo, 026, 0103, 0119, 0128 y 0142, Esto sugiere que estos animales
podrian constituir un reservorio importante de aEPEC a partir de los cuales

estas cepas podrian transmitirse a los seres humanos.

Impacto clinico

La infeccion por EPEC varia desde una portacion subclinica a una
infeccion fatal, probablemente en funcién de factores del hospedador®. Varios
estudios han demostrado que las cepas tEPEC pueden inducir abundante
diarrea secretora con moco pero sin sangre, con pérdidas importantes de
liguidos y electrolitos en las heces. Se observan también vémitos y fiebre leve.
Ademas, la infeccion por EPEC puede conducir a una mala absorcion de
nutrientes dando lugar al agravamiento de la desnutricion y la persistencia de la
diarrea®. Estudios realizados en voluntarios adultos indicaron quees necesaria

T
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una dosis infectiva alta para inducir diarrea (10° y 10'° bacterias), pero en nifios
se presume que es mucho méas baja®®. Los voluntarios adultos que ingirieron
grandes cantidades (10° a 10'°) de EPEC presentaron periodos cortos de
incubacion (12 a 24 h)**7,

La presencia de la lesién caracteristica en las células intestinales
conocida como A/E (del inglés, attaching/effacing), de adherencia y borrado de
las microvellosidades, parece estar asociada con la secrecion de fluidos y el
desarreglo del sistema de enzimas digestivas, lo que conduce a la mala
absorcion de nutrientes. Después de la infecciéon por EPEC se ha observado
edema, infiltracion de neutrdfilos y reduccion de la actividad enziméatica en la
mucosa intestinal**°.

En voluntarios convalecientes de una infeccién experimental por EPEC,
y en niilos mayores de un afio de edad se ha demostrado respuesta de
anticuerpos contra el antigeno O de algunos serogrupos® 8. Ademas, EPEC
mostrd inducir respuesta inmune en suero (IgG e IgM), leche, calostro y saliva
(IgA) en humanos sanos y enfermos y en el calostro de bovinos® %, Estos
hallazgos sugieren que la reduccion en la frecuencia de infeccion por tEPEC en
nifios mayores de 2 aflos de edad podria deberse en parte al desarrollo de

anticuerpos anti-EPEC.

Factores de virulencia

Después de pasar la barrera gastrica, las cepas EPEC se adhieren a la
mucosa del intestino delgado y grueso. El proceso de colonizacion se divide en
tres etapas®®. La primera etapa es superficial y no intima y los factores que

T
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median la adherencia inicial no han sido totalmente caracterizados. Algunos
estudios indican la posible participacion de fimbrias tipo IV, llamadas BFP (del
inglés,bundle forming pilus), de otras estructuras fimbriales y afimbriales y
flagelos®®.

Después de la adherencia inicial, participa un sistema de secrecion tipo
[l (T3SS, del inglés Type three Secretion System) que codifica varias proteinas
efectoras (Eps), cuyos efectos de sefializacion promueven alteraciones en el
epitelio del hospedador®® **. Por (ltimo, existe una adherencia intima que
culmina con la lesion hispotatologica caracteristica A/E. Morfolégicamente, esta
lesion incluye el borrado de las vellosidades intestinales y la formacion de una
estructura en forma de pedestal, rica en actina sobre la cual se adhieren las
bacterias EPEC. La destruccién de las microvellosidades y la reduccién de la
superficie absortiva provocan una secrecion neta de agua y electrolitos, sin
invasion.

Las cepas tEPEC producen el llamado patron de adherencia localizada
(LA) sobre la superficie de las células HelLa/HEp-2'*°, con formacién de
microcolonias compactas en la superficie celular. Esta adherencia esta
mediada por el BFP, codificado en el plasmido pEAF*. Por el contrario, la
mayoria de las cepas aEPEC producen un patron modificado de LA
denominado LAL (LA like) ', en el que se observa un nimero menor de
bacterias sobre las células. Los filamentos del BFP interconectan las bacterias
EPEC para promover la adherencia nointima de EPEC a los enterocitos®.

La intimina es necesaria para la adherencia intima de las bacterias a las
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células epiteliales y para la desorganizacion del citoesqueleto Es una

proteina de membrana externa de 94 kDa, codificada en el gen eae del locus
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LEE (del inglés, locusof enterocyte effacement). Basandose en diferencias en
la secuencia de nucledtidos de la porcion C-terminal de la molécula, se han
descrito mas de 27 subtipos de intimina'®®. Estos subtipos se nombran con
letras griegas. Lossubtipos a y 8 son los mas comunes entre las cepas tEPEC,
mientras que los subtipos a, B, ¢, §, y €, parecen ser los mas frecuentes entre
las cepas de los serotipos aEPEC™. Algunos estudios in vitro sugieren que
diferentes subtipos de intimina pueden determinar el tropismo por diferentes
sitios intestinales'®. La parte variable expuesta de la molécula de intimina se
conecta a su proteina receptora Tir (receptor translocador de intimina), la cual
es previamente traslocada dentro del citosol de la célula eucariota blanco a
través del T3SS. Después de su translocacion, el Tir es insertado en la
membrana plasméatica exponiendo su parte media en la superficie celular como
un bucle para unirse finalmente a la proteina intimina.

El factor inhibitorio de linfocitos (LiFa) es una proteina de superficie de
tEPEC, que inhibe la proliferacién de linfocitos y la sintesis de citoquinas pro-
inflamatorias®. El factor Efal/LifA (factor de adherencia 1 de STEC) parece
contribuir a la adherencia de las cepas aEPEC a las células epiteliales en
ausencia de BFP. Recientemente, se demostré que el pilus comun de E. coli
(ECP, del inglés E. coli common pilus), puede actuar en forma conjunta con el
BFP para estabilizar las interacciones entre tEPEC y las células del
hospedador'®. Los flagelos contribuyen a la virulencia de las bacterias
patbgenas a través de la movilidad, la quimiotaxis, adherencia, y la

estimulacién de la liberacién de interleuquina 8 (IL-8)%.
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Identificacién y caracterizacidon de factores de virulencia

En la actualidad, los ensayos moleculares son los métodos mas
apropiados para la identificacion de EPEC. Estos métodos incluyen PCR Unicas
o multiples para detectar pEAF (81), bfpA (que codifica para la subunidad
mayor de BFP), eaey otros genes del locus LEE? Las cepas de tEPEC y
aEPEC se diferencian principalmente por la presencia en el primer grupo de la

secuencia EAF y/o del gen bfpA.

Sensibilidad a los antibioticos y tratamiento

La terapia de rehidratacion oral reduce notablemente la mortalidad
temprana y es el tratamiento mas eficaz en las infecciones leves por EPEC. Sin
embargo, se ha demostrado que los nifios con infeccion por EPEC que no
responden a esta terapia, requieren hospitalizacién®. Probablemente esto es
debido a los dafos causados en la mucosa intestinal, la cual puede requerir
tiempo para recuperar sus funciones (digestién, absorcién, y defensa)®. La
terapia con antibidticos sélo se recomienda para los casos mas graves o en
casos de diarrea persistente asociada con aEPEC®. La lactancia materna tiene
un efecto protector debido probablemente al efecto cooperativo de la IgA con la
presencia de oligosacaridos®*. Ademés de la lactancia materna, las medidas
apropiadas de higiene y alimentacion pueden prevenir la infeccién de los nifios
en los paises en desarrollo’®®. La inmunizacién contra EPEC podria ser otra
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estrategia probable de prevencion. Sin embargo, actualmente no hay disponible
ninguna vacuna con licencia para los seres humanos contra las infecciones por

EPEC.

Escherichia colienterotoxigénico(ETEC)

En 1971, E. coli enterotoxigénico, fue asociado por primera vez a casos
de diarrea en adultos'*?. Posteriormente ETEC fue considerado como una
causa importante de diarrea en el viajero adulto de los paises desarrollados y

en nifios en los paises en desarrollo’®.

Habitat y epidemiologia

ETEC se detecta con mayor frecuencia entre los viajeros que visitan
América Latina y el Caribe en comparacion con aquellos que viajan a Africa o
Asia. La colonizacion y la diarrea asociada a ETEC disminuyen con las
estadias prolongadas y las tasas en viajeros se asemejan a las tasas de
colonizacion e infeccibn por ETEC observadas en los habitantes de zonas
endémicas. Sin embargo, la inmunidad en viajeros que visitan paises en
desarrollo es de corta duracién cuando las exposiciones no son repetidas.

En los paises en desarrollo, ETEC es el patdgeno bacteriano mas
comun identificado en nifios menores de 5 afios con diarrea aguda. Se estima
gue anualmente es responsable de 200 millones de casos de diarrea en todo el

mundo con aproximadamente 150.000 muertes’™. ETEC puede causar
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infecciones recurrentes en nifos, en particular en menores de 24 meses. Los
nifios mayores y los adultos son menos susceptibles, pero también pueden
experimentar diarrea con deshidratacion.

Los aislamientos de ETEC expresan una gran variedad de antigenos O y

H. En un trabajo realizado por Wolf et al. en 19972

, Se investigo la frecuencia
de distribucién de los antigenos O, H, los factores de colonizacion (CFA, del
inglés, colonization factor antigen), y las toxinas termolabil (LT) y termoestable
(ST), en 954 cepas de ETEC aisladas en diferentes regiones del mundo. Al
analizar individualmente los serogrupos observaron que 06, 08, O78, 0128 y
0153 se detectaban en mas del 50% de los aislamientos. Mientras que al
analizar conjuntamente serotipo, CFA vy toxinas, el perfil 06:H16 CFA/Il LT/ST
fue el mas frecuente (11%), seguido por los perfiles O153:H45 CFA/l ST,
O78:H12 CFA/l ST, 0148:H28 CFA/IV ST, O8:H9 CFA/Il LT/ST, O27:H7
CFA/IV ST, y 0O169:H2 CFA/IV ST en un 24% del total de los aislamientos. En
otro estudio realizado en Japén™*, 79 cepas de un total de 1.130 aislamientos
fueron ETEC por identificacion molecular de los factores de virulencia y los
serogrupos 0126, 027 y 0169 fueron los mas frecuentemente detectados.
Distintas investigaciones epidemioldgicas han demostrado la implicacién
del agua y alimentos contaminados como vehiculos de la infeccién por ETEC.
Se han detectado niveles altos de contaminacion por ETEC en muestras de
agua y de alimentos tomadas de areas endémicas. En paises en desarrollo, la
contaminacion fecal del agua y de los alimentos constituye la principal causa de
la alta incidencia de diarrea por ETEC. Otros estudios realizados con adultos

voluntarios permitieron establecer que era necesaria una dosis de 10% a 10'°

unidades formadoras de colonias para causar diarrea™®*.
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Impacto clinico

La diarrea asociada a la infeccion por ETEC se presenta en forma
profusa con un corto periodo de incubacion (14 a 50 h), de caracteristica
acuosa, sin sangre ni mucus. Fiebre y vomitos se presentan con muy baja
frecuencia. La diarrea puede ser leve, breve y autolimitarse o puede resultar

severa como la observada en las infecciones graves por V. cholerae.

Factores de virulencia

Antes de producir diarrea, las cepas ETEC deben adherirse a las células
epiteliales de la mucosa del intestino delgado a través de una interaccién
mediada por adhesinas proteicas conocidas como factores de colonizacion
(CFs). Estos factores se clasifican segun su especificidad antigénica en
factores antigénicos de colonizacién (CFA), antigenos de superficie de E.coli
(CS, del inglés, coli surface) y factores probables de colonizacion (PCF, del
inglés putative colonization factor). Luego de la colonizacion, ETEC se
caracteriza por la capacidad de producir una y/o dos enterotoxinas conocidas
como LTy ST.

Los CFs que intervienen en la adherencia y en la colonizacion del
intestino delgado pueden tener una estructura fimbrial, nofimbrial, helicoidal, o
fibrilar. Se han identificado méas de 25 factores diferentes, los cuales se
clasifican segun su antigenicidad, peso molecular, secuencia de aminoacidos

de la region N-terminal y también de acuerdo a la morfologia estructural. CFA/I,
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CFA/Il (compuesto por CS1, CS2 y CS3, en diferentes combinaciones), CFA/III,
y CFA/IV (compuesto por CS4, CS5, y CS6), CS7, CS17, CS19, CS20, CS22 'y
los PCFQO9, PCFO20, PCFO148, PCFO159 y PCFO166 constituyen los CFs
mas frecuentes expresados por cepas ETEC que infectan al hombre'**. Sin
embargo, la distribucién de los CFs entre cepas ETEC varia geograficamente.
Mientras CFA/I es el fenotipo méas cominmente identificado en Chile'*®, CFA/II
y CFA/IV son los mas cominmente identificados en Egipto’®. Cada factor de
colonizacion esta constituido por una subunidad proteica codificada en un
plasmido de alto peso molecular. En diferentes trabajos se ha observado que la
mayoria de los factores estan asociados con un numero limitado de serotipos y
tipos de toxina. La interaccion entre los CFs y los receptores de tipo
oligosacarido presentes en la superficie de la célula epitelial, es especifica de
hospedador. Por lo tanto, los CFs que expresan las cepas ETEC que causan
infeccidbn en humanos son diferentes a los expresados por aquellas cepas que
infectan animales.

La toxina LT induce diarrea secretora y respuesta inmunoldgica con
anticuerpos neutralizantes. Es ademas un importante adyuvante inmunolégico
dado que posee un peso molecular de 86 kDa. LT esta estrechamente
relacionada con la toxina de V. cholerae,ya que comparte con ésta una
homologia del 82% en la secuencia de aminoacidos. La toxina es una
holotoxina pentamérica compuesta por 5 subunidades B de 11,5 kDa cada una,
y una subunidad A de 28 KDa. Las 5 subunidades B forman un anillo que se
une especificamente a un receptor de tipo gangliésido (GM1 y GD1b) presente
en la superficie del epitelio intestinal. Después de la unidn, la toxina endocitada

llega a través del mecanismo de transporte retrogrado del aparato de Golgi a la
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membrana basal de la célula. La subunidad A (péptido Al) se libera en el
citosol, y en virtud de su actividad de ribosilacién, activa a la enzima
adenilatociclasa (ADP), la cual eleva el nivel de AMP ciclico intracelular®®. Este
aumento activa a una quinasa que fosforila los canales de cloruro de la
membrana apical. El resultado final es la estimulacidon de la secrecion de iones
cloruro y la inhibicion de la absorcion de NaCl. Este incremento de iones hace
que por Osmosis aumente el contenido acuoso en el lumen intestinal
provocando la diarrea. LT se puede clasificar en dos grandes tipos conocidos
como LT-ly LT-Il. Ambos difieren en la afinidad por el hospedador y también en
sus secuencias genéticas. LT-l es expresada en cepas que son patégenas
tanto para humanos como para animales, y puede ser subclasificada en LTH
(derivadas de humanos) y LTP (derivadas del cerdo). Las LT-I son
genéticamente diversas, con mas de 16 subtipos distintos descritos®”. LT-Il es
reconocida principalmente en cepas aisladas de animales y raramente en
aquellas que infectan al hombre.

La toxina ST, que también produce diarrea secretora, es un péptido de
18-19 aminoé&cidos con un peso molecular de 2 kDa. Hay dos tipos principales:
STa que se identifica sobre todo en heces humanas, y STb que se identifica en
heces animales. Diversas bacterias entéricas como Yersinia enterocolitica,
Citrobacter freundii, y Klebsiella pneumoniae elaboran ST idénticas o altamente

homélogas *.

Sin embargo, la importancia clinica de ST en otras
enterobacterias sigue siendo desconocida. Una vez liberada en el lumen del
intestino delgado, ST se une de forma reversible al dominio extracelular de la
guanilatociclasa (GC-C) presente en las células epiteliales de vellosidades y
criptas. Esta interaccion activa el dominio catalitico intracelular de GC-C que
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conduce a la acumulacién intracelular de GMP ciclico (cGMP)*?*. Al igual que el
efecto resultante por la accion de LT, el aumento de cGMP altera el transporte
de membrana, mediante la activacién de quinasas especificas, que producen la
fosforilacién, ya sea de los canales de iones o de las proteinas reguladoras
asociadas. Esto conduce a la alteracion del flujo bidireccional de agua y
electrolitos a través de la membrana apical de la célula epitelial provocando
diarrea acuosa.

Ademas de LT y ST, se han descrito otras probables toxinas, como la
serina proteasa autotransportadora (EatA) que actia como una proteasa
extracelular. Esta enzima posee especificidad y actia escindiendo
oligopéptidos. Estos oligopéptidos escindidos son sustratos de la proteina
catepsina G, que a su vez modula y se une a una amplia gama de otros
productos extracelulares, incluyendo proteoglicanos y a la superficie celular

dafiando la superficie de las células epiteliales®.

Identificacion y caracterizacion de factores de virulencia

La caracterizacion de los genes que codifican LT y ST se realiza
mediante la técnica de PCR con oligonucleétidos especificos a partir de cultivos
de materia fecal. También pueden utilizarse enzimoinmunoensayos (ELISA)

para la deteccion de LT, ST, CFs, y anticuerpos anti-LT y anti-CFs.

Sensibilidad a los antibioticos y tratamiento
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El tratamiento de la enfermedad diarreica por ETEC en edad pediatrica
es el mismo que para otras diarreas agudas secretoras. La correccion y el
mantenimiento de la hidratacion es siempre la intervencion mas importante. No
se recomienda la terapia antimicrobiana en nifios.

Para el tratamiento de la diarrea del viajero, existen numerosos agentes
antimicrobianos disponibles. La eleccion de los antimicrobianos depende de la
epidemiologia de la region visitada, los patrones de resistencia microbiana, el
perfil de seguridad a los antimicrobianos, y las posibles interacciones
esperadas. La rifaximina, las fluoroquinolonas y la azitromicina son los
antimicrobianos que se utilizan con mayor frecuencia.

En general, se recomienda a los viajeros que mantengan las condiciones
de higiene personal, que no beban agua de grifo y utilicen agua envasada,
Ademas, deben lavar y cocinar bien los alimentos. Aunque no se recomienda
de manera rutinaria, la profilaxis con antibiéticos es muy eficaz en la prevencién
de la diarrea asociada a ETEC®, pero su utilizacién debe limitarse a los casos
de viajeros con mayor riesgo de padecer la enfermedad o sus complicaciones.

Las infecciones recurrentes por ETEC en nifios de paises en desarrollo
inducen una inmunidad protectora, lo cual se refleja en la disminucion de las
tasas de diarrea por ETEC con el aumento de la edad. Estos datos sugieren
que la vacunacién contra ETEC puede ser una estrategia efectiva de
prevencion, no sélo contra ETEC, sino también contra otros enteropatégenos.

El desarrollo de vacunas contra ETEC se ha basado en la utilizacion de
inmundgenos como los tres principales CFA (CFA/I, CFA/Il, y CFA/IV), la toxina
LT, o el uso de células bacterianas enteras muertas que expresan CFA. A
diferencia de las fimbrias o la LT, la toxina STa tiene un bajo poder
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inmunogénico. Sin embargo, esa propiedad podria incrementarse utilizando un
adyuvante o una proteina fuertemente inmunogénica como la LT. La
heterogeneidad geografica y temporal de los factores de colonizacién y los
subtipos de LT y ST constituyen un importante desafio para el desarrollo de

una vacuna efectiva para ETEC.

Escherichia coli enteroinvasivo (EIEC)

E. coli enteroinvasivo (EIEC) causa diarrea acuosa y disenteria en los
seres humanos. Las cepas de esta categoria, por sus caracteristicas
bioquimicas, genéticas y de virulencia, estdn muy relacionadas con Shigella
spp. Es por ello que todo el conocimiento sobre la patogenia de EIEC ha sido

obtenido en su mayoria de estudios sobre Shigella®.

Habitat y epidemiologia

Tanto para EIEC como para Shigella, los humanos infectados son
considerados el principal reservorio. En estudios de brotes asociados a
lainfeccion por EIEC se observd que el patdégeno suele ser transmitido por
alimentos o0 agua contaminada, aunque la transmision persona a persona
también ha sido descrita®®. La dosis infectiva de EIEC, detectada en
voluntarios, fue superior a la de Shigella spp.>'. Coincidentemente, fue menor la
capacidad de transmisién persona a persona.

La enfermedad esporadica endémica se presenta en algunas areas, por

lo general donde Shigella spp. también es frecuente®. Se ha descrito que estas
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areas endémicas se caracterizan por tener condiciones sanitarias y de higiene
deficientes. Esto podria explicar la baja incidencia que existe en los paises
desarrollados. De todas maneras se han reportado brotes ocasionales de
origen alimentario, como por ejemplo el ocurrido en un restaurante en una
ciudad de Texas que involucré a 370 personas™.

Los serogrupos O28ac, 029, Ol12ac, 0124, 0135, 0136, 0143, 0144,
0152, 0159, 0164, y 0167 fueron descritos como los més frecuentes para
EIEC * '8,

Segun datos epidemioldgicos de diferentes partes del mundo, se
observa que existe una asociacion entre los serotipos y la regidon geografica
estudiada. En Alemania, pais considerado no endémico para la diarrea por
EIEC, fueron detectados aislamientos de O124:H- y 0O124:H30 importados de
paises de Europa oriental donde son prevalentes®. En un estudio de casos y
controles realizado en Chile se detectaron cepas EIEC en 17 de 912 (1,9%) y
en 3 de 1.112 (0,3%) muestras de casos de nifios con diarrea y de controles,
respectivamente. Los serogrupos detectados fueron: O28ac, 0124, 0143, y
0144*. En la Argentina se detectaron los serogrupos 028 (n=38), 0124
(n=23), 0143 (n=12), 0136 (n=5), 0112 (n=4), 018 (n=2), 029 (n=2), 044
(n=2), y 0144 (n=2), en 120 cepas de EIEC aisladas durante el periodo 1994-

2003%°,

Impacto clinico

Clinicamente, la diarrea por EIEC, se presenta con elevada fiebre y
disenteria con sangre y pus. El extendido de materia fecal presenta abundantes
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leucocitos y a veces piocitos, caracteristicos de una diarrea de tipo inflamatorio.
Al igual que Shigella spp., EIEC tiene la capacidad de invadir el epitelio del
intestino grueso, multiplicandose en las células del enterocito, produciendo
ulceracién de la mucosa y muerte celular. Como consecuencia de la invasion
celular, las cepas de EIEC provocan una respuesta inflamatoria importante
asociada a la destruccion de la mucosa intestinal.

La caracteristica principal de EIEC y de Shigella es que presentan un
plasmido Ipa (del inglés, invasion plasmid antigen) cuyos genes estan
involucrados en la invasién del epitelio intestinal y en la capacidad de
diseminarse de célula a célula. EI modelo que describe la patogenia muestra
qgue la bacteria atraviesa el epitelio invadiendo las células M e interactuando
después con los macréfagos. La bacteria puede inducir la apoptosis de estas
células evadiendo la vacuola fagocitica. De esta manera, puede acceder a la
superficie basolateral del epitelio e invadir al enterocito. Dentro de la célula
epitelial, la bacteria puede lisar la vacuola endocitica y multiplicarse en el
citoplasma. También puede inducir el reordenamiento del citoesqueleto y la
polimerizacion de la actina por la accion de una proteina de membrana externa,
y migrar para alcanzar la membrana de la célula vecina. La apoptosis en
macrofagos genera la liberacion de citoquinas como IL-1 e IL-8. Estas
interleuquinas incrementan la reaccion inflamatoria atrayendo a los monocitos
al sitio de la infeccion, los cuales, al migrar a través de la barrera epitelial,

facilitarian atin mas la invasion por EIEC .

Factores de virulencia
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Los genes necesarios para la invasion estan codificados en el locusial
(del inglés, invasion-associated locus)en el plasmido Ipa de 140-MDa. Este
locus codifica las proteinas IpaA, IpaB, IpaC, IpaD, e IpgC (proteina chaperona
de IpaB y de IpaC). Las proteinas efectoras son secretadas por el sistema MXI-
Spa tipo Il gue también esta codificado en el plasmido de invasion. IpaB, IpaC,
e IpaD juegan un papel esencial en la entrada de la bacteria, mientras que IpaA
esta solo parcialmente involucrada en la invasiéon. El complejo Ipa puede unirse
a la integrina a5p1 y promover la invasion a las células epiteliales. IpaB se une
al receptor de hialuronato CD44 y a la caspasa-1. EI complejo IpaB-IpaC se
inserta en las membranas de las células epiteliales, formando un poro que
permite la translocacién de proteinas efectoras, como IpaA. El proceso
desencadena una serie de eventos de transduccion en las células epiteliales.
Después de la invasion, EIEC lisa la vacuola endocitica y se libera en el citosol.
Rapidamente se recubre de actina filamentosa, dejando una cola de actina en
un polo de la bacteria. Estas prolongaciones de actina confieren a la bacteria la
capacidad de moverse en el citosol de la célula huésped y dentro de la célula
adyacente. Este mecanismo requiere de la expresion de la proteina IcsA/Virg.
IcSA es una proteina autotransportadora de 120 kDa, que recluta componentes
citoplasmaticos de la célula huésped para inducir la polimerizacion de actina.
Su ubicacion asimétrica asegura que el montaje de actina se produzca de una
manera direccional. El factor hemaglutinante manosaresistente asociado a la
célula (HAF), identificado en la cepa EIEC del serotipo O124:H-, podria mediar

la adherencia de EIEC a las células epiteliales humanas™*.

Identificacion y caracterizacion de factores de virulencia
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Las cepas EIEC se caracterizan por tener propiedades bioguimicas muy
similares a las deShigella. La no fermentacién de lactosa, la movilidad negativa
y la actividad descarboxilasa negativa, dificultan su identificacion vy
diferenciacion a partir del cultivo de especimenes clinicos. Las posibles causas
de esta dificultad residen en la variabilidad y heterogeneidad de las
propiedades fenotipicas de estas cepas, en la falta de un método de rutina para
su deteccion y en la necesidad de utilizar métodos moleculares, ademas del
seroagrupamiento, para poder definir a esta categoria*®’. Anteriormente se
recomendaba realizar el primocultivo en agar MacConkey, identificar colonias
no fermentadoras o fermentadoras lentas de la lactosa, probar la actividad de
lisina descarboxilasa y la movilidad, realizar el seroagrupamiento con
antisueros polivalentes y monovalentes anti-O de los tipos mas frecuentes de
EIECy por ultimo aplicar el test de Séreny, con el cual se verifica la propiedad
de invasividad ?*. Posteriormente, se incorporaron técnicas como el ELISA%,
para detectar proteinas involucradas en el proceso de invasion y sondas
genéticas o cebadores especificos para la deteccion del plasmido Ipa. En la
actualidad se recomienda como técnica de tamizaje la utilizacion de métodos
moleculares como la PCR con el objeto de amplificar un fragmento del locus ial,
como asi también un fragmento de IpaH. Las secuencias IpaH constituyen
multiples copias que se encuentran en el cromosoma bacteriano y en el
plasmido Ipa*?*. En caso de obtenerse un resultado positivo por los métodos de
amplificacion, se debera aislar la colonia positiva y aplicar un nimero mayor de

pruebas bioquimicas para poder diferenciarla de Shigella™.

Aquellos
laboratorios que no realizan la técnica de PCR, deben utilizar pruebas

bioquimicas como tamizaje para seleccionar las colonias de E. coli presuntivas
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de EIEC, pero ademas no omitir la serologia y las pruebas diferenciales con
Shigella (producciéon de indol, lisina descarboxilasa, fermentanciéon de mucato,

utilizacién de acetato y B-galactosidasa).

Sensibilidad a los antibioticos y tratamiento

Debe realizarse el tratamiento de sostén mediante la adecuada
reposicion de liquidos ante la presencia de deshidratacion. La educacion para
la salud, especialmente referida a la higiene personal y la higiene de los
alimentos, es uno de los pilares fundamental para evitar la infeccion, asi como
también garantizar el saneamiento basico mediante la provision de agua
segura y la eliminacion sanitaria de excretas.

El tratamiento especifico con antibidticos esta indicado Unicamente en
los casos de diarrea grave. La seleccion del antibiotico a utilizar se realizara
segun el perfil de sensibilidad de E. coli en el area. En base a la similitud
antigénica, bioquimica y expresion clinica con Shigella spp., es factible que la

terapia antibiética empleada para esta Gltima, sea también util para EIEC'®,

Escherichia coli enteroagregativo (EAEC)

Escherichia coli enteroagregativo (EAEC) ha sido identificado en nifios y
adultos en paises desarrollados y en vias de desarrollo, como asi también en

turistas que han visitado paises en desarrollo. Ademas de las complicaciones
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de la diarrea aguda, como deshidratacion y muerte, EAEC puede causar

diarrea persistente.

Habitat y epidemiologia

Las cepas EAEC han sido identificadas en todas las regiones del mundo
donde se han estudiado. Los nifios y adultos que viven en paises en desarrollo,
asi como los viajeros que regresan desde esos paises son susceptibles a la
infecciéon por EAEC®. EAEC también puede producir una infeccién
asintomatica persistente en adultos y nifios™®. En América Latina, las cepas
EAEC, son aislamientos bacterianos comunes en nifios con diarrea y han sido
identificadas en Colombia*?, México®*, Guatemala’®, Brasil*'®, Chile™, Pert %,
Argentina'*!, Ecuador*®y Jamaica®.

Esta categoria se puede identificar entre el 19% y 33% de los casos de
diarrea del viajero, en funcién de la regién del mundo visitada®®. En América
Latina, la proporcion de casos de diarrea del viajero asociados a EAEC se
encuentra en el 25% de los viajeros, que es significativamente superior a las
tasas observadas en los viajeros que visitan Africa, donde la proporcion es de
menos del 2% y el sur de Asia (15%)*%°.

En esta categoria estan descritos al menos 90 serotipos™*®. Mientras que
044, 086 y 0126 son predominantes en EAEC, otros, como 0128 y 0111,
también se identificaron en aislamientos de EPEC, STEC y ETEC'*. Algunas

cepas resultaron no ser méviles o no tipificables por antigeno H**2.
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Aunque algunas cepas EAEC atipicas han sido identificadas en
terneros, lechones y caballos, los animales no han sido implicados como
reservorio de este patdgeno’®. Los alimentos contaminados parecen ser la
principal fuente de infeccion y EAEC ha sido asociada a brotes de diarrea

relacionados con alimentos en numerosas partes del mundo®* %,

Impacto clinico

El conocimiento sobre la patogénesis de EAEC es menor en
comparacién con las otras cuatro categorias de E. coli diarreigénico. La
localizacion de la infeccidn en el tracto gastrointestinal no esta bien definida.
Los estudios realizados sobre muestras obtenidas por endoscopia intestinal
muestran que EAEC se puede localizar en yeyuno, ileon y epitelio del colon®.
Entre diferentes cepas EAEC estudiadas, la afinidad por los distintos
segmentos del tracto intestinal fue heterogénea®?.

Ademas de las complicaciones agudas de la diarrea como la
deshidratacion, EAEC también puede causar diarreas persistentes que pueden
dar lugar a desnutricion y retraso del crecimiento. Las cepas de EAEC también

han sido asociadas a diarrea crénica en pacientes infectados por VIH3,

Factores de virulencia

Se han sugerido tres caracteristicas principales en la patogénesis de
EAEC: 1) adherencia a la mucosa intestinal, 2) elaboracion de enterotoxinas y

citotoxinas y 3) induccién de la inflamacién de la mucosa intestinal.
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Un rasgo comun que define a las cepas EAEC es la capacidad de
adherirse con una apariencia de "pared de ladrillos apilados" en cultivos de
células epiteliales HEp-2%°. Este fenotipo se debe a la capacidad de EAEC para
unirse a otras EAEC, a las células epiteliales y a la superficie de las placas de
cultivo de tejidos. A nivel molecular, los factores del fenotipo agregativo,
también conocido como fenotipo AA, estan contenidos en un plasmido de gran
tamafio (pAA). Este pladsmido porta un namero de genes de virulencia que
estan bajo el control del gen aggR, regulador de la expresion de la fimbria I,
involucrada en la adherencia agregativa.

Poco después de la descripcién inicial de EAEC?®, se desarrollé una
sonda génetica derivada del plasmido CVD432 o pAA°. La cepa prototipo
EAEC 042, originalmente identificada en un nifio con diarrea en Peru, produjo
diarrea en la mayoria de los voluntarios inoculados con 10° UFC. Esta cepa
042 (serotipo 0O44:H18) se us6 también como cepa prototipo para el estudio de
factores de virulencia®y de su genoma'’. Las cepas EAEC, que hibridaban con
la sonda AA,estaban asociadas con diarrea persistente. Sin embargo, se
observé que no todas las cepas EAEC que causaban diarrea hibridaban con
los oligonucleotidos especificos para aggr. Esto llevd a clasificar a esta
categoria en EAEC "tipico" cuando aggr estaba presente y EAEC "atipico”
cuando aggr estaba ausente®.

Numerosos autores han demostrado que el patron AA se asocia con la
presencia de adhesinas fimbriales y afimbriales. Sin embargo, los genes que
codifican estas adhesinas se encuentran en baja prevalencia, lo que indica una
alta diversidad de estructuras adhesivas responsables del patrén AA” *2. En
cepas EAEC de diferentes serotipos se han descrito adhesinas afimbriales, o
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proteinas de membrana externa (OMP) asociadas al patrén AA® °. Sélo unas
pocas fimbrias de EAEC han sido caracterizadas genéticamente. Las mas
estudiadas son las fimbrias de adherencia agregativa (AAF) I, 11, y Ill que estan
codificadas en plasmidos de alto peso molecular. AAF/l es responsable del
patron AA en células HEp-2 y de la actividad de hemaglutinaciéon
manosaresistente de eritrocitos humanos. AAF/Il se describid en la cepa
prototipo 042 como la adhesina responsable del patrén AA en células HEp-2 y
en células de mucosa del colon humano, asi como de la formacion de biofilms
en cultivos de tejidos y sobre poliestireno. AAF/III también esta involucrada en
la agregacion bacteriana y en el patrén AA en cultivos de células epiteliales” %
8 Un gran nimero de cepas EAEC carecen de los genes que codifican para
las fimbrias, lo que indicaria que podrian expresar adhesinas que aun no han
sido totalmente caracterizadas® 1%,

Otra caracteristica de las cepas EAEC es la capacidad para formar
biofilms en las superficies bibticas y abioticas in vitro. La adherencia de EAEC a
tejidos intestinales se caracteriza por formar un biofilm compuesto por
agregados de bacterias en asociacion con una capa de moco espeso. Esta
caracteristica del biofilm ha sido asociada con la persistencia de diarrea en los
casos de infeccién por EAEC®% & 145,

EAEC se considera un patdégeno no invasivo. Sin embargo, algunos
autores han demostrado el fenotipo invasivo en cultivos celulares'®. Cepas
EAEC fueron internalizadas por células HelLa, mediante componentes del
citoesqueleto celular. Estas observaciones, conjuntamente con la descripciéon
de casos en nifios con diarrea sanguinolenta por EAEC sugieren que la
capacidad de invasion puede ser otra caracteristica de virulencia®.
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Las cepas EAEC producen efectos citotoxicos como vesiculacion de las
microvellosidades, apertura ampliada de las criptas y el aumento de la
extrusion celular del epitelio®®. Numerosos factores de virulencia posibles han
sido asociados a estos efectos citotoxicos como: las toxinasPet y EAST-1
codificadas por plasmidos®* ***, |a toxina ShET1 codificada en el cromosoma**,
la proteina HIyE®, la proteina implicada en la colonizacion (Pic), una mucinasa
ampliamente asociada con E. coli y Shigella spp.*° y un sistema de secreci6n
tipo VI %,

El papel de los genes de virulencia posibles y los resultados clinicos no
estan bien definidos. Sin embargo, la presencia de varios factores de virulencia
se correlacionan con concentraciones elevadas de citocinas y marcadores
inflamatorios en la materia fecal de adultos y de nifios con diarrea, incluyendo
IL-1a, IL-1B, IL-8, interferén vy, lactoferrina, leucocitos fecales y sangre oculta®.
La IL-8 es una importante quimiocina proinflamatoria involucrada en la
patogénesis de EAEC. Es la responsable del reclutamiento de neutréfilos en la
mucosa epitelial y del aumento de la secrecién de fluidos intestinales®.
Curiosamente, los niveles de IL-8 son mas altos en las heces de pacientes

infectados con cepas positivas para aggR o aafA en comparacion con las

personas infectadas con cepas negativas para estos factores.

Identificacion y caracterizacion de factores de virulencia

Los métodos utilizados para identificar EAEC involucran pruebas in vitro
de adhesion celular o pruebas basadas en ADN dirigidas a genes que codifican
para el proceso de adherencia agregativa. Como las cepas EAEC son
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heterogéneas™’ 3!

y las secuencias de ADN no estan presentes en todas las
cepas EAEC, el ensayo de adherencia en células HEp-2 es aun el mejor
método para definir esta categoria'®. Esta técnica, sin embargo, es muy
laboriosa, especialmente para la deteccién de mdultiples colonias procedentes
de un gran niumero de muestras clinicas. Por otra parte, la mala interpretacion
de los patrones de adherencia puede resultar en la identificacion errobnea de
EAEC. En la actualidad la PCR es utilizada como técnica de eleccién para
identificar los genes que codifican para los factores de virulencia de EAEC

como el plasmido pCVD432, aggR, pic, etc.”” 140,

Sensibilidad a los antibioticos y tratamiento

Al igual que con todos los demas enteropatégenos que causan diarrea
aguda en nifios, el apoyo principal para el tratamiento de la infeccién por EAEC
es la rehidratacion, preferiblemente la rehidratacion oral, seguida por la
incorporacion de los alimentos segun su tolerancia. La decision de usar terapia
con antibiéticos debe hacerse sobre una base individual. Para la seleccion del
antibiotico debe tenerse en cuenta la edad de la persona, la regiéon del mundo
donde la infeccién fue adquirida y los patrones locales de sensibilidad a los
antimicrobianos.

En general, los viajeros procedentes de paises desarrollados, que visitan
paises en desarrollo deben recordar los principios basicos de higiene: evitar el
agua de grifo para beber, reemplazarla por agua embotellada y cocinar

correctamente los alimentos. Hay que tener en cuenta que incluso los
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alimentos cocinados, servidos en restaurantes, pueden llegar a contaminarse
debido a condiciones antihigiénicas en su manipuleo.

La mayoria de las cepas son sensibles a las fluoroquinolonas, a la
azitromicina y a la rifaximina. Sin embargo, la prevalencia de resistencia

antibidtica es alta en cepas EAEC aisladas de nifios de paises en desarrollo®’.

Escherichia coli productor de toxina Shiga (STEC)

Desde hace mas de dos décadas, E. coli productor de toxina Shiga
(STEC) es considerado un patégeno emergente transmitido por alimentos,
asociado a casos esporadicos y brotes de diarrea, colitis hemorragica y
sindrome urémico hemolitico (SUH)** 33,

Fue descrito por primera vez en 1977 por Konowalchuk et al.®®, quienes
demostraron que cepas de E. coli de los serogrupos 018, 026, 0111 y 0128,
aisladas de nifios con diarrea y de cerdos con edema de pulmén, producian
una toxina a la que se denomind Verotoxina, debido al efecto citotoxico en
células Vero. Pocos afos después se aislaron cepas de E. coli que producian
un efecto citotoxico en células Hela, el cual podia ser neutralizado por un
antisuero anti-toxina Shiga de Shigella dysenteriae tipo 1%, por lo cual se la
llamo Shiga-like toxin. En 1982, se produjeron dos brotes de colitis hemorragica
en Michigan y Oregon, EE.UU., causados por el consumo de hamburguesas,

identificAndose por primera vez el serotipo de E. coli 0157:H7 como patégeno

humano®,
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Escherichia coli O157:H7 es el prototipo de mas de 150 serotipos que
comparten el mismo potencial patogénico. Las cepas STEC asociadas a
enfermedades severas en el hombre pertenecen a la categoria deEscherichia
coli enterohemorréagica (EHEC)™3. Por otra parte, es el serotipo aislado més
frecuentemente y al que se le atribuye la ocurrencia de la mayoria de los

grandes brotes® 7% 10,

Habitat y epidemiologia

Los sistemas de vigilancia varian enormemente entre paises, por lo tanto
las comparaciones de la incidencia de las enfermedades asociadas a STEC
deben realizarse cuidadosamente. En la Tabla 1 se presentan las incidencias
comparativas en EE.UU., Canad4, algunos paises europeos, Australia y Nueva
Zelanda.

En América Latina, las infecciones por STEC son endémicas y
contribuyen a la carga del sindrome diarreico agudo en niflos menores de 5
afios de edad. Ademas, son responsables del 2% del total de casos de diarrea
aguda, y en algunos estudios del 20 al 30% de las diarreas con sangre. El
SUH es endémico en algunos paises de la region del Cono Sur y la notificacion
s6lo es obligatoria en la Argentina, Bolivia, Chile y Paraguay.

En la Argentina, las enfermedades asociadas a STEC representan un
grave problema de Salud Pdublica. La vigilancia se realiza mediante tres
estrategias: (1) notificacion de casos de SUH al Sistema Nacional de Vigilancia

de la Salud (SNVS-Mdédulo C2), la cual es obligatoria, inmediata e
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individualizada (Resoluciéon N° 346/00), (2) vigilancia centinela en 25 unidades
localizadas en 16 provincias y (3) vigilancia basada en laboratorios (SNVS-
Moédulo SIVILA). La vigilancia molecular se realiza a través de la PulseNet de
América Latina y el Caribe.

El SUH posentérico (SUH D+), endémico en nuestro pais, es la primera
causa de insuficiencia renal aguda en nifios y la segunda de insuficiencia renal
cronica. En la dltima década, se reportaron anualmente unos 400 casos. La
incidencia varié de 10 a 17 casos por 100.000 nifios menores de 5 afios de
edad, y la letalidad del 1 al 5% (Figura 1).

Tabla 1. Incidencia anual de las enfermedades asociadas a Escherichia

coli productor de toxina Shiga en diferentes paises del mundo.

Pais Incidencia/100.000 habitantes
EE.UU.2 1,10 (no-0O157) / 0,97 (O157)
Canada® 2,3
Europa® 0,96
Irlanda 4.4
Suecia 3,6
Dinamarca 3,2
Holanda 2,9
Gran Bretaia 1,8
Alemania 1,2
Australia® 0,4
Nueva Zelanda® 3,3

4Centers for Disease Control and Prevention.Foodborne Diseases Active Surveillance Network (FoodNet):
FoodNet Surveillance Report for 2011 (Final Report). Atlanta, Georgia: U.S. Department of Health and
Human Services, CDC. 2012. http://www.cdc.gov/nationalsurveillance/case surveillance.html. Accessed
April 17, 2013.

Government of Canada. Canadian National Enteric Pathogen Surveillance System (C Enter Net). 2011
Short Report. Guelph, ON: Public Health Agency of Canada. http://www.phac-aspc.gc.calc-
enternet/publications-eng.php#a2. Accessed April 17, 2013.

“European Centre for Disease Prevention and Control. 2012. Annual epidemiological report. Reporting on
2010 surveillance data and 2011 epidemic intelligence data. ECDC, Stockholm, Sweden.
http://ecdc.europa.eu/en/Publications/Annual-Epidemiological-Report-2012.pdf. Accessed April 17, 2013.
dVaIIy H, Hall G, Dyda A, Raupach J, Knope K, Combs B, Desmarchelier P. Epidemiology of Shiga toxin-
producing Escherichia coli in Australia, 2000-2010. BMC Public Health; 2012,12:63-74.
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El SUH no sélo se observa en nifios, sino también en adolescentes y en
personas ancianas. Se considera como factor desencadenante de enfermedad
por STEC a la falta de inmunidad en los nifios y la disminucién o pérdida de la
misma en las personas adultas. Si bien la infeccién por STEC puede afectar a
nifios de ambos sexos, se demostré que las niflas son mas propensas a
enfermar que los nifios*®®.

La infeccion por STEC muestra una variacion estacional, con aumento
de casos en primavera y verano, épocas que coinciden con el periodo en que

aumenta la portacion de STEC en el ganado bovino.
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Incidencia 122 1.5 125 139 159 13,0 17.0 120 4 138

Figura 1.Numero de casos con sindrome urémico hemolitico, tasa de
incidencia y letalidad durante el periodo 2002-2011.
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En las ultimas décadas, surgié un nuevo escenario de riesgo debido a la
evolucion bacteriana que permitidé la emergencia de un clon hipervirulento de
0157 descrito después del brote asociado al consumo de espinacas en EE.UU.
en el 2006°. Dicho clon esta distribuido en todo el mundo, incluida la
Argentina’’. Por otra parte, en el afio 2011, un brote masivo de diarrea y SUH
ocurrié en Alemania y otros 13 paises europeos, EE.UU. y Canada, asociado al
consumo de brotes de fenogreco en ensaladas. La caracterizaciéon de la cepa
0104:H4 causal revelé una inusual combinacion de factores de virulencia
tipicos de E. coli enteroagregativo y la capacidad de producir Stx lo que le
otorgd una gran capacidad patogénica*'®.

Los rumiantes en general, y el ganado vacuno en particular, se
describieron como los principales reservorios de STEC. En distintos paises,
entre los que se incluye a la Argentina, se realizaron numerosos estudios sobre
la prevalencia de STEC que permitieron confirmar el rol del ganado vacuno
como principal reservorio'® " 7® %5 En un importante muestreo realizado en
nueve frigorificos exportadores de Argentina se encontré una prevalencia de
STEC 0157 del 4,1% en materia fecal y del 2,6% en carcasas bovinas. Para
STEC no-0O157 la prevalencia fue del 22,3% en materia fecal y del 9,0% en

carcasas’™> 4,

Si bien cerdos, aves, perros y gatos no son reservorios
importantes de STEC?, se demostré que la interaccién entre mascotas y nifios
es un factor de riesgo para el contagio®. La principal via de transmisién de
STEC 0157 y no-0157 son los alimentos contaminados, como por ejemplo,
carne molida, productos céarnicos crudos o insuficientemente cocidos,
hamburguesas, embutidos fermentados, morcilla, leche no pasteurizada, yogur,
guesos, mayonesa, papas, lechuga, brotes de soja y alfalfa, jugos de manzana
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no pasteurizados y agua, entre otros*. Otras formas de transmisién incluyen el
contacto directo del hombre con los animales, la contaminacién cruzada
durante la preparacion de los alimentos, la transmision persona a persona por
la ruta fecal-oral, y la contaminacion fecal de aguas de recreacién o aguas de
pozo. Diversos trabajos han descrito que la excrecion de STEC 0157 en
humanos es prolongada e intermitente’*?. En nifios pequefios, a diferencia de
lo que ocurre en nifios mayores y adultos, el tiempo de excrecion de 0157
supera ampliamente el tiempo de resolucion de los sintomas. Toda persona
con infeccidén por STEC, sintomética o asintomatica, no debera obtener el alta
médica hasta no tener dos coprocultivos negativos sucesivos con intervalos de
48 h entre ellos. Es importante destacar que la dosis infectiva de este grupo
bacteriano para ocasionar enfermedad es de 10 a 100 bacterias por gramo de

alimento.

Impacto clinico

En las infecciones por STEC, el periodo de incubacién promedio es de 3
dias (con un rango de 1-8 dias). El cuadro clinico incluye un periodo de 1 a 2
dias de vomitos, fiebre baja o ausente, dolores abdominales severos, diarrea
sin sangre y evidencia de edema de la mucosa colénica como sintomas
iniciales, seguidos por diarrea sanguinolenta o colitis hemorragica durante 4 a 6
dias. Aunque en la mayoria de los casos, la diarrea por STEC es autolimitada,
aproximadamente del 5 al 10% de los nifios infectados evolucionan a SUH,

para el cual no existe un tratamiento especifico, sino de sostén.
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Entre los factores predictivos de evolucién a SUH se incluyen: edades
extremas, leucocitosis, tratamiento con agentes reductores de movilidad
intestinal o antidiarreicos, fiebre, periodo prodromico corto y, en algunos casos,
diarrea sanguinolenta. El genotipo de la toxina de la cepa virulenta también
influye en la evolucion a SUH. Estudios poblacionales sugieren que
aproximadamente el 90% de los casos de SUH estan precedidos por diarrea.
Los nifios constituyen el grupo mas vulnerable, con una mayor incidencia de
infecciones sintomaticas por STEC y riesgo alto de evolucién a SUH".

El SUH, descrito por primera vez por Gasser et al.en 1955, es una
enfermedad de comienzo agudo con anemia hemolitica microangiopatica,
plagquetopenia y dafio renal, que habitualmente puede seguir o no a un episodio
de diarrea con o0 sin sangre, en un nifio previamente sano. Las manifestaciones
comunes son: palidez, petequias, hematomas, oliguria, edema, hipertensién
arterial y cambios neurolégicos como letargia o convulsiones® (Comité de
Nefrologia, 1995). Los criterios de laboratorio para el diagndstico de SUH son:
(1) hemoglobina menor de 10 mg/dl o hematocrito menor de 30% o caida de al
menos 5 puntos, con cambios microangiopaticos en el frotis de sangre
periférica (esquistocitos, células en casco o fragmentadas), (2) dafio renal
agudo evidenciado por hematuria, proteinuria, uremia mayor de 50 mg/dl en
ausencia de deshidratacién o creatinina mayor de dos desviaciones estandar
respecto a edad y sexo o aumento del 50% de los valores al inicio de la
enfermedad y (3) recuento de plaguetas menor de 150.000/mm?.
Aproximadamente la mitad de los pacientes con SUH requiere dialisis y el 75%

requiere transfusién sanguinea.
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En los ultimos afos, el diagndstico precoz de la enfermedad y el mejor
manejo de la insuficiencia renal aguda y de la anemia, disminuyd la letalidad
durante el periodo agudo. En la actualidad es del 3 al 5%. Sin embargo, un 5%
de nifios con SUH desarrolla insuficiencia renal crénica y en pocos afos
requiere procedimientos dialiticos o trasplante renal. Otro 20% continla con
microhematuria y grados variables de proteinuria y puede desarrollar
insuficiencia renal crénica terminal en lapsos variables que pueden llegar a

décadas®®%°

. Esta patologia implica grandes costos economicos para los
sistemas de salud, lo cual tiene un impacto importante en los paises en

desarrollo.

Factores de virulencia

Las toxinas Shiga (Stx) son el principal factor de virulencia de STEC™.
Poseen estructura de subunidades A-B, y estan codificadas por bacteriéfagos
insertados en el cromosoma bacteriano. La subunidad A (33 KDa) es la parte
biolégicamente activa y la B (7,5 KDa), presente en cinco copias, es la que se
une al receptor celular especifico globotriaosilceramida (Gb3). Se clasifican en
dos tipos, Stx1 y Stx2.

Las cepas STEC de origen humano, animal o de alimentos pueden
producir Stx1, Stx2 o variantes, solas o0 en combinacion de dos o mas toxinas
Se han descrito los siguientes subtipos o variantes de toxina: Stxla (Stxia),
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Stxlc (stxic), Stxld (Stxig), Stx2a (Stxza), Stx2b (stxap), Stx2c (stxzc), Stx2d
(Stxaq), Stx2e (Stxze), Stx2f (Stxz) y Stx2g (stxzg)™*°. Los miembros de la familia
de Stx presentan grandes diferencias en su toxicidad en tejidos celulares y en
animales. Stx2 tiene una actividad citotoxica de 100 a 1.000 veces superior a
Stx1. Se ha demostrado que cepas STEC Stx2c son menos virulentas y causan
diarrea sanguinolenta menos frecuentemente que cepas Stx2 o Stx2/Stx2c.
Otros estudios sugieren que individuos infectados con cepas Stx2 presentan
mayor riesgo de desarrollar SUH (89). Por lo tanto, la prevalencia de cepas
STEC de determinados genotipos stx, junto a otros factores de riesgo de
evolucion a SUH, podrian explicar la alta incidencia de enfermedad humana y
la severidad de los casos clinicos que se presentan en ciertas regiones.

El plasmido pO157 de 90 Kb, se encuentra en la mayoria de las cepas
de STEC O157:H7 y contiene diversos genes que codifican para los siguientes
factores de virulencia: espP (serina proteasa extracelular), katP (catalasa-
peroxidasa), hlyA (enterohemolisina), etp (sistema de secrecion tipo Il), y para
una fimbria que podria estar involucrada en la etapa inicial de colonizacién de
los enterocitos'®. Algunos factores de adherencia intestinal estan codificados
en el locus LEEdel cromosoma. Al igual que en EPEC, el gen eae codifica la
proteina intimina responsable de la union intima de la bacteria al enterocito y
de la desorganizacion de las microvellosidades con produccion de la lesion AE.
Sin embargo, la presencia de la region LEE no seria esencial para la
patogénesis, dado que un gran nimero de cepas STEC-LEE negativas son
capaces de causar enfermedad severa y ocasionalmente brotes®® %°. Otros
factores de adherencia estan codificados fuera de la region LEEcomo las
adhesinas lha (del inglés, iron regulated gene A homologue adhesin)***, Efal
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(del inglés, EHEC factor for adherence)®®, LPFO157/01-141, LPFO157/0O1-154 y
LPFO113/0I1-154 (del inglés, long polar fimbria)?” **!. Otras tres adhesinas,
ToxB (proteina identificada en pO157)'*, Saa (del inglés, STEC
autoaggutinating adhesin) identificada en cepas LEE negativas'®, y Sfp (del
inglés, sorbitol fermenting plasmid)®®,estan codificadas en el megaplasmido de
cepas STEC.

En 2003, Karmali et al.®* propusieron una clasificacién para los serotipos
de STEC en 5 seropatotipos (A-E), de acuerdo a su potencial patogénico y
epidémico. El seropatotipo A (O157: H7 y O157: NM) es considerado como el
mas virulento asociado con una mayor incidencia en enfermedad humana
severa y con una alta frecuencia en brotes. El seropatotipo B (026:H11/NM;
045:H2/NM; 0103:H2/H11/H25/MN; O111:H8/NM; O121:H7/H19; y O145:NM)
se asocia con enfermedad humana grave, pero con una frecuencia mas baja, y
es poco comun en brotes. Los seropatotipos C (091:H21, 0O104:H21 y
0113:H21, entre otros) y D tienen una baja incidencia en enfermedad humana
y rara vez se asocian a brotes. Por ultimo, el seropatotipo E se compone de
muchos serotipos que se encuentran en el reservorio animal y en los alimentos,
pero que hasta el presente no han sido implicados en enfermedad humana.

Las cepas de STEC alcanzan el intestino y se adhieren a los enterocitos
sin invadirlos. Esta reduccion de la superficie absortiva causa una diarrea sin
sangre. La toxina Shiga liberada se une, mediante el pentdmero B, a la célula
epitelial del intestino por interaccion con el receptor Gb3 que se encuentra en la
membrana apical. La toxina es luego internalizada en una vesicula endocitica,
y transportada al aparato de Golgi, donde la subunidad A es clivada

proteoliticamente liberando el fragmento Al, el cual actia sobre la subunidad
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ribosomal 60S, inhibiendo la sintesis proteica y provocando la muerte celular.
La toxina puede también ser translocada desde la membrana apical a la
superficie basolateral, con induccién de IL-8, que contribuye a la acumulacién
de leucocitos en la pared intestinal. Se produce un dafio en las células
endoteliales de los vasos sanguineos provocando diarrea sanguinolenta. Stx
entra a la circulacién sanguinea y es transportada a distintos érganos blanco,
cuyas células endoteliales poseen el receptor Gb3. El LPS bacteriano y las
citoquinas del hospedador aumentan la sensibilidad a las Stx incrementando la
disponibilidad de dichos receptores. En el rifidn se encuentran altos niveles de
Gb3, particularmente en la region cortical, donde se observan las principales
lesiones en los pacientes con SUH. Las lesiones histopatoldgicas ocurren por
interaccién de la Stx con las células endoteliales de los vasos sanguineos:
éstas se hinchan y se desprenden a nivel del glomérulo. Simultaneamente se
produce un depdsito de fibrina y de plaquetas en la microvasculatura renal, se
oclusionan los capilares y se reduce el flujo sanguineo, provocando
insuficiencia renal y ruptura de los glébulos rojos. También se observan
lesiones tromboticas, particularmente en la microvasculatura del intestino,
cerebro y pancreas.

En la Argentina, E. coli O157:H7 es el principal serotipo (> 70% de los
casos), seguido de O145:NM. Entre las cepas STEC 0157, el genotipo
prevalente es stx,/stxyc./eae/ehxA (> 80%) y entre las cepas STEC no-O157

stxo/eael/ehxA (>70%).

Identificacion y caracterizacion de factores de virulencia
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La mayoria de las cepas STEC 0157 no fermentan el sorbitol y no tienen
actividad de B-glucuronidasa y en placas de agar MacConkey Sorbitol (SMAC)
desarrollan colonias pequefas, incoloras y translicidas. En cambio, los
serotipos no-0O157 fermentan el sorbitol y poseen actividad de B-glucuronidasa
por lo que desarrollan colonias pequefias y rosadas en ese medio.

Se pueden aplicar métodos inmunocromatograficos comerciales para la
detecciéon rapida de STEC 0157 y no-O157 a partir del medio de
enriquecimiento.

El diagnéstico presuntivo de E. coli O157 de colonias sospechosas en
SMAC se puede realizar por seroagrupamiento por aglutinacion en lamina con
antisuero anti-O157 o con reactivo de latex. La metodologia de PCR multiple se
utiliza como técnica de tamizaje para detectar los genes stxi, stxp y rfbossy.
PCR accesorias se utilizan para detectar otros genes de virulencia, como el
gen eae, ehxA, saa, fliCy7, entre otros. Esto permite la caracterizacion
molecular de la cepa.

La sensibilidad del procedimiento de aislamiento de E. coli O157:H7/NM

puede aumentarse aplicando la técnica de separacién inmunomagnética (SIM).

Sensibilidad a los antibioticos y tratamiento

Hasta el presente no existe una terapia especifica para las infecciones
por STEC. Si bien, E. coli O157 es sensible a la mayoria de los agentes
antimicrobianos comunmente utilizados, aun no se confirmdé que la
antibioticoterapia aporte algun beneficio para el paciente. Por otra parte,
algunos autores demostraron que dicho tratamiento puede precipitar la
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evolucion a SUH. Por ejemplo, trimetoprima-sulfametoxazol estimula la
liberacion de Stx in vitro. Tampoco se deben usar agentes antidiarreicos, que
disminuyen la movilidad intestinal, pues estudios retrospectivos sefalan un
riesgo aumentado de evolucién a SUH. En el periodo agudo del SUH, el
tratamiento esta basado en el control de las alteraciones fisiopatolégicas, como
la restriccién de agua y sal, las transfusiones de sedimento globular, la dialisis
peritoneal y el adecuado aporte calérico-proteico. Actualmente se hallan en
etapa de desarrollo la produccién de vacunas para prevenir la infeccién por
STEC.

Las principales medidas para controlar la transmision de STEC vy
prevenir la infecciéon son:

a) Aplicar buenas précticas de manufacturay de higiene y establecer
puntos criticos de control durante toda la cadena de produccién del alimento.

b) Asegurar una correcta y homogénea coccién de la carne. La bacteria
se destruye a 68,3°C.

c) Utilizar distintos utensilios de cocina para trozar la carne cruda y para
alimentos cocidos, evitando asi la contaminacion cruzada.

d) Controlar el uso de leche y derivados lacteos correctamente
pasteurizados y conservar la cadena de frio.

e) Consumir jugos de frutas pasteurizados.

f) Lavar cuidadosamente las frutas y verduras.

g) Asegurar la correcta higiene de las manos y utensilios de cocina.

h) Lavar las manos con agua y jabon luego de ir al bafio y luego del

contacto con animales en granjas educativas, zooldgicos y mascotas.
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i) Evitar el hacinamiento en instituciones cerradas (jardines maternales,
jardines de infantes, escuelas, geriatricos, carceles, etc.).

j) Evitar la concurrencia de personas con diagnéstico bacterioldgico
positivo de STEC a instituciones cerradas.

k) Evitar el uso de antimicrobianos y antidiarreicos.

[) Educar a médicos, microbidlogos, personal de plantas elaboradoras de
alimentos y restaurantes, de jardines maternales, de infantes y geriatricos y a la
comunidad en general, sobre los riesgos que implica la infeccion por STEC.

m) Consumir agua potable.

n) Utilizar aguas recreacionales habilitadas.

fi) Fomentar campafias de educaciébn y prevencidbn en jardines
maternales, jardines de infantes, escuelas primarias, secundarias y en

establecimientos donde se expongan animales.

Aislamiento y caracterizacion de  Escherichia coli diarreigénico

El algoritmo para el procesamiento de materia fecal se presenta en la
Figura 2 (pag 72).

Se recomienda: a) recolectar la materia fecal lo antes posible después
del establecimiento de la diarrea; b) el paciente no debe estar con tratamiento
antibiotico; c)recolectar la muestra después de suspender la antibioticoterapia
por no menos de 48 h.
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Si la recoleccion de la materia fecal es por evacuacion espontanea, se
deben tomar y colocar con espatula 2 g de materia fecal en un recipiente
estéril. La muestra debe permanecer refrigerada a 4°C hasta su procesamiento.
Si la muestra no es procesada dentro de las 2 h de recolectada, debera ser
colocada, utilizando un hisopo estéril en un medio de transporte (Cary-Blair,
Stuart, Amies o solucion salina tamponada con glicerol). Si el procesamiento se
efectia dentro de los 2-3 dias, el medio de transporte debera ser conservado
refrigerado a 4°C. Si el espécimen no es analizado en ese lapso de tiempo
deberd mantenerse congelado a -70°C. Si se realiza un hisopado rectal, se
debe tomar la muestra con hisopo, conservarlo en un medio de transporte y
mantenerlo refrigerado hasta su procesamiento. Si el nifilo usa pafal, se debe
tomar la muestra que queda en el mismo con hisopo o espatula.

El procedimiento para el aislamiento comienza con la siembra de la
materia fecal en forma directa en placa de agar MacConkey (MAC) y
paralelamente, para la identificacion de STEC 0157 y no-O157, se siembra la
materia fecal en agar MacConkey con sorbitol (SMAC) en forma directa y luego
del enriquecimiento en caldo tripteina de soja (CTS a 37°C por 6 h) y en CTS
con el agregado de cefixima y telurito de potasio (a 37°C por 6 h). Luego de la
incubacion de las placas de agar MAC y SMAC a 37°C por 18 h se realiza la
observacion de la morfologia y de las caracteristicas fenotipicas (fermentacion
de la lactosa o del sorbitol) de las colonias aisladas.

A continuacibn se toma una muestra de la zona de crecimiento
confluente y de las colonias presuntivas (lactosa+ y lactosa-) y (sorbitol + y
sorbitol-) de las placas MAC y SMAC respectivamente, para extraccion de ADN
y posterior realizacion de diferentes ensayos de PCR que se utilizan como
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técnicas de tamizaje para la identificacion de las categorias de Escherichia coli
diarreigénico. En la Figura 2 se muestran dos PCR multiples que utilizan
oligonucléotidos especificos para detectar en la primera mPCR, el gen eae
(EPEC y STEC) y los genes de It y st (ETEC) y en la segunda mPCR, el gen
IpaH (EIEC), el genaggR (EAEC) y los genes stx;, stx; (STEC). Por otra parte
se muestra en el algoritmo de identificacion de STEC 0157 y no-O157, la
aplicacion de una mPCR para la deteccion de los genes de stx;, stx, Yy rfbois7.
Si se obtiene una sefal positiva por PCR multiple de la zona confluente,
se debera identificar la colonia positiva correspondiente. Para tal fin se debe
realizar una PCR de las colonias aisladas. A las colonias con sefal positiva se
les realiza la confirmacidn bioquimica de E. coli. Se debe tener en cuenta que
si se detecta una colonia con sefal positiva para el gen IpaH, se deben
incorporar pruebas bioquimicas diferenciales de Shigella spp. A continuacion
se determina: a) el antigeno somatico O con antisueros monovalentes, b) la
movilidad y el antigeno flagelar Hy c) la sensibilidad alos antimicrobianosde las

cepas.
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Aspectos taxonomicos

El género Shigella pertenece a la familia Enterobacteriaceae y esta
compuesto por bacilos gram negativos, no moéviles y no formadores de
esporas. Histéricamente, Shigella fue descrita por primera vez en 1897 por el
médico japonés Kiyoshi Shiga como Bacillus dysenteriae, agente causal de
disenteria bacilar, distinguiendo asi a estos microorganismos de Bacillus
coli(hoy Escherichia coli), conocido entonces como un microorganismo
comensal®®. Desde los afios cuarenta se reconocieron cuatro especies de
Shigella en base a diferencias antigénicas y de propiedades bioquimicas, como
lo documenté Ewing® ° S. boydii, S. dysenteriae, S. flexneri yS.
sonnei, conocidas también como serogrupos A, B, C y D respectivamente.

Sin  embargo, Shigellay E.coli siempre se reconocieron como
microorganismos muy relacionados y se ha demostrado desde hace varios
afios que presentan similitud suficiente como para considerarlos miembros de
una misma especie® 3 %, Esta relacién se demostré por diversos estudios
basados en electroforesis multilocus enzimatico, similitud nucleotidica de 80-90
%, andlisis del gen que codifica la subunidad ribosomal de ARN 16S% > vy
comparacion de secuencias de diversos genes housekeeping, genes de
virulencia y genomas completos®” %> 2% 3° A pesar de estas evidencias, se
tom6 como decision taxonomica mantener la clasificacion en estos dos
géneros, principalmente debido a las diferencias en las presentaciones clinicas
asociadas a cada uno, la gravedad del cuadro de disenteria y su asociaciéon

con el nombre del género Shigella.
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Habitat y aspectos epidemiolégicos

El intestino humano es reconocido como el habitat y reservorio natural
de Shigella spp., aunque también se ha aislado de primates, como monos y
chimpancés. Shigella se transmite en forma directa por via fecal-oral en
condiciones higiénicas deficientes y la infeccion puede adquirirse por ingesta
de agua o alimentos contaminados con heces humanas®*’ 2.

La dosis infectiva es muy baja, ya que 10 a 100 microorganismos son
suficientes para causar enfermedad®. Distintos estudios postularon que esto
podria atribuirse parcialmente a la presencia de sistemas de resistencia al
acido que permiten la supervivencia en el ambiente del estbmago, como se
observé en S. flexneri'®. Asimismo, se ha demostrado que Shigella spp. es
capaz de inhibir la expresion de péptidos antimicrobianos, que se producen
constantemente en la mucosa del tracto intestinal®.

La morbilidad y mortalidad asociadas a las infecciones por Shigella spp.
son un problemaimportante de salud en el mundo, especialmente en paises en
desarrollo, donde las condiciones sanitarias son inadecuadas®*. Se estima que
anualmente ocurren aproximadamente 165 millones de casos con 1.100.000
muertes®™ *’. En la Argentina, Shigella spp. esta reconocida como el principal
agente causal de diarreas bacterianas y afecta principalmente a los menores
de cinco afios?®. Los casos presentan un patrén estacional con aumento de las
infecciones en el periodo estival. Se han observado numerosos brotes
familiares, en el ambito de instituciones cerradas como jardines maternales y
comedores debido a la transmisién entre personas y/o por contaminacion de
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alimentos durante su manipulacién. También se registraron brotes en la
comunidad, asociados a deficiencias en el tratamiento o disponibilidad de agua

para consumo® 374,

Aspectos patogénicos

Shigella spp. es un patdgeno invasivo, capaz de atravesar el epitelio
intestinal, evadir la degradacion por macréfagos y diseminarse a las células
intestinales adyacentes. La mayor parte de los conocimientos actuales sobre
patogénesis se basan en estudios realizados en S. flexneri, aunque
recientemente la determinacion de las secuencias gendémicas completas de
diferentes cepas ha permitido ampliar la informaciéon sobre los genes
involucrados en la evolucién y los mecanismos de patogénesis de las cuatro
especies de Shigella® > 43 4549, 50,

La infeccion por S. flexneri es un proceso de multiples etapas (Figura 1).
La bacteria atraviesa el epitelio intestinal, no a través de la membrana apical de
los enterocitos, sino causando su propia internalizacién por parte de las células
M. Desde alli es translocada a la mucosa intestinal, donde es capturada por los
macrofagos. Las células M son células especializadas que continuamente
toman particulas del lumen y las translocan a la mucosa, donde se dispara la
respuesta inmune. Dentro de los macréfagos, Shigella spp. evade la
degradacion induciendo un mecanismo similar a la apoptosis, que
desencadena sefiales proinflamatorias. Las bacterias libres invaden las células
epiteliales desde la membrana basolateral, se mueven en el citoplasma por
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polimerizacién de la actina y se desplazan a células vecinas. Las sefiales
proinflamatorias activan la respuesta immune innata con células “natural killers”
y atraccién de polimorfonucleares (PNM). El influjo de PMN desintegra el
epitelio facilitando la invasion de un mayor numero de bacterias. Finalmente los
PMN fagocitan y matan a las bacterias patdgenas, contribuyendo a la

resolucion de la infeccion®.

Lumen w5 ‘ shigelia
intestinal 4_‘;? . B Células epiteliales
¥ '
céLm |
& - [l e @ K E % 3
4 @
. r
%
* t& = {f? g
¥
Macréfagos ™ .
- 3
IL-1p '
PMN | > A Sub-mucosa
~
s R Macréfago
activacion <~ IFN-y =7 ) JE1L-18 apopotético
inmune W i cell

Fig. 1 Patogénesis de Shigella spp., basado en estudios de S. flexneri. Figura

adaptada de Schroeder et al.*?

Marcadores de virulencia

Los determinantes de patogénesis de Shigella spp. estan codificados en
el cromosoma de la bacteria y en un gran plasmido de virulencia. El plasmido

lleva la informacion genética para la sintesis de la maquinaria molecular

Jn

78




necesaria para la invasion de tejidos y para la supervivencia intracelular* 2. El

elemento principal de esta maquinaria es un sistema de secrecién tipo |l
(T3SS), que le permite a la bacteria translocar un grupo de aproximadamente
25 proteinas efectoras desde su citoplasma a la célula eucariota, donde
interfieren con varios procesos de las células del hospedero® =3,

Recientemente se han determinado las secuencias completas de los
plasmidos de virulencia y los genomas de varias cepas del género Shigella,
incluyendo aislamientos de las cuatro especies™ % 4> 4> 4930 Esta informacion
permitié identificar los eventos implicados en la evolucion de Shigella a partir de
ancestros no patdgenos de E. coli. (Figura 2). Tanto en el cromosoma como en
el plasmido de virulencia de Shigella se observan evidencias de la dinamica de
adquisicién de genes por transferencia horizontal, como numerosas secuencias
de insercion (IS) y marcadores de rearreglos genémicos, como las islas de
patogenicidad® .

La presencia y distribucion de las islas de patogenicidad de Shigella
(SHI) difieren entre distintas cepas y pueden contribuir a la diversidad de
fenotipos de virulencia®* **. Hasta ahora, solo se conoce la funcién de algunos
de los genes contenidos en estos elementos moviles, como la proteasa SigA y
la enterotoxina ShET1, que inducen acumulacién de fluido en el modelo de asa

ligada de conejo® ** 13,
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Plasmidode
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1 SHI-2(3 .
E. colino ( :ISHi_{} Shlgeﬂa
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FIG. 2. Eventos genéticos que contribuyeron a la evolucion de Shigella spp. a
partir de ancestros no patogénicos de E. coli: adquisicion del gran plasmido de
virulencia y de islas de patogenicidad -SHI-1, SHI-23, SHI-O y SRL- y pérdida
de loci genéticos, que resultaban no funcionales intracelularmente o impedian
la virulencia, como flagelos y fimbrias y proteinas con funciones catabdlicas.

Figura adaptada de Schroeder et al. 2008.

Impacto clinico

La gravedad y la letalidad de las infecciones causadas por Shigella spp.
dependen de la edad de la persona, del estado nutricional, de la magnitud de la
dosis infectante y del serotipo del microorganismo. Excepto S. dysenteriae
serotipo 1, la mayoria de los serotipos de Shigella causan diarrea, que puede
estar acompanada por fiebre y dolores abdominales, con inicio de los sintomas
uno o dos dias después de la exposicion a la bacteria. La diarrea es

frecuentemente sanguinolenta y/o inflamatoria (disenteria) y suele resolverse
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de 5 a 7 dias en pacientes inmunocompetentes. Se han descrito cuadros con
convulsiones en nilos menores de 2 afos con fiebre alta. Algunas personas
pueden ser portadoras asintomaticas de Shigella spp. y transmitir la bacteria a
otros pacientes susceptibles®.

S. dysenteriae serotipo 1 produce la forma mas severa de la
enfermedad, con una tasa de letalidad del 20%'°. Los microorganismos de este
serotipo, no identificado hasta ahora en la Argentina, son capaces ademas de
producir toxina Shiga, ocasionando el sindrome urémico hemolitico. S. flexneri
también puede producir disenteria y es el serogrupo mas frecuente en nuestro
pais, seguido por S. sonnei; mientras que S. boydii y S. dysenteriae de

serotipos diferentes al 1 se aislan con menor frecuencia.

Identificacion a nivel de género y especie

Examen microscopico

Shigella spp. son bacilos gram negativos, no moviles y no formadores de
esporas. EI examen microscopico de la materia fecal puede ser til para
distinguir caracteristicas diferenciales entre la disenteria bacilar y la causada

por parasitos como amebas, segun se describe en la Tabla 1°3.

81

T

gaT2lle7T168




Tabla 1: Diferencias entre disenteria bacilar y amebiana

Caracteristica

Disenteria bacilar

Disenteria amebiana

Leucocitos
Eritrocitos
Eosindfilos
Macréfagos

Cristales de Charcot

Leyden
Entamoeba histolytica
Bacterias

Crecimiento en agar

Numerosos
Dispersos
Ausentes 0 escasos
Presentes
Ausentes
Ausente
Escasas, no moviles

Positivo para Shigella

Escasos
En aglomerados
Presentes
Ausentes
Presentes
Trofozoitos +
Numerosas, méviles

Negativo

MacConkey

Procesamiento de muestras y caracteristicas culturales

Para la busqueda de Shigella spp. en pacientes con diarrea, se deben
obtener las muestras en el periodo agudo de la enfermedad, antes de iniciar el
tratamiento con antimicrobianos. Se pueden procesar muestras de materia
fecal o utilizar un hisopo de algodon estéril para recoger material mucoso o
sanguinolento de las heces. Las muestras que no se van a procesar en dos
horas se deben mantener en medio de transporte Cary-Blair con tioglicolato
gue reduce la tension de oxigeno. Este medio tiene la ventaja de ser estable
hasta 18 meses después de su preparacién, cuando las condiciones de

almacenamiento son correctas. Las muestras deben procesarse lo antes
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posible, ya que Shigella spp. es sensible a los cambios de pH que ocurren en
las muestras, aun en refrigeracion.

No hay un medio de enriquecimiento especifico para el cultivo y
aislamiento de Shigella spp. de materia fecal. Si se dispone de caldo GN (del
inglés: Gram Negative) de Hajna, se lo puede usar para el enriquecimiento.
Otra posibilidad es resuspender el hisopo con materia fecal en un caldo
tioglicolato y luego estriar una placa con medio de cultivo apropiado.

Los medios de cultivo que pueden utilizarse para el aislamiento se
describen a continuacion junto a las caracteristicas culturales de Shigella spp.
en cada uno de ellos (Tabla 2). Se deben sembrar las muestras de materia
fecal suspendidas en solucién salina o estriar a partir del hisopo e incubar las

placas por 18-24 h a 37 °C.

Tabla 2. Caracteristicas culturales de Shigella spp.

Aspecto de las colonias de Shigella spp.

Medio de cultivo

Agar MacConkey colonias translucidas, ligeramente rosadas

Agar Hektoen colonias verdes, elevadas y himedas

Agar SS (Salmonella-Shigella) translucidas, ligeramente rosadas, a veces con
un centro mas oscuro

Agar XLD (xilosa lisina desoxicolato) colonias translucidas con un tono rojizo

Agar EMB (eosina azul de metileno) colonias translucidas de color @mbar

Pruebas bioquimicas y serolégicas

Las colonias caracteristicas se siembran en estrias de agar tripteina de

soja (TSA), en agar hierro tres azucares (TSI) y en agar lisina hierro (LIA),
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llavecomun para identificacion de Salmonella spp. y se incuban a 37 °C,
durante 18 - 24 h. A partir de la estria en TSA se realizan las pruebas
bioguimicas complementarias y la serotipificacion.

La mayoria de las cepas de Shigella spp. producen las siguientes
reacciones: TSI: alcalino/acido, sin produccion de gas ni de H,S, lo que indica
gue no fermentan la lactosa y si fermentan la glucosa. La produccién de gas es
rara, aunque se puede observar ocasionalmente en cepas de S. flexneri, S.
boydii y S. dysenteriae. Los aislamientos son siempre inmoviles y lisina

negativos.

Las caracteristicas bioquimicas generales de Shigella spp. se detallan

en la Tabla 3.

TABLA 3. Propiedades bioquimicas de Shigella spp.

Ensayo o Sustrato Resultado

Sulfuro de hidrégeno -
Glucosa (gas) -
Glucosa (acido) +
Movilidad -
Citrato de Simmons -
Adonitol -
Mucato -
Rojo de metilo +
Voges-Proskauer -
Arginina dihidrolasa -
Lisina descarboxilasa -
Ornitina descarboxilasa S. sonnei +; otras especies—
Ureasa -
Fenilalanina desaminasa -
Salicina -
Lactosa -
Sacarosa -
Xilosa -

84
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Pruebas bioguimicas diferenciales

a) Entre especies de Shigella

Ademas de sus caracteristicas antigénicas, las cuatro especies
reconocidas del género Shigella presentan algunas propiedades bioquimicas
diferenciales, que se resumen en la Tabla 4.

- S. flexneri: la mayoria de las cepas fermentan manitol y son ornitina
descarboxilasa negativas.

- S. boydii: la mayoria de las cepas fermentan manitol, son ornitina
descarboxilasa negativas y tienen propiedades bioquimicas diferenciales entre
los serotipos.

- S. sonnei: son indol negativas, ornitina descarboxilasa positivas, dan

positiva la prueba ONPG y fermentan el manitol.

TABLA 4. Reacciones bioquimicas de Shigella spp.

Especie D-manitol ONPG Ornitina

S.dysenteriae® - - -

S. flexneri + - -
S. sonnei + + +
S. boydii + - -

%S. dysenteriae serotipo 1 es arabinosa e indol negativa y da positiva la prueba de ONPG muy

rapidamente.
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b) Entre Shigella spp. y Escherichiacoli

Las principales caracteristicas para distinguir Shigella de E. coli fueron
originalmente la inmovilidad y la incapacidad de fermentar la lactosa. Al
identificarse aislamientos patdgenos de E. coli que compartian estas mismas
propiedades, como asi también la capacidad invasiva de Shigella,en la década
de los 40, fue necesario buscar pruebas adicionales que ayudaran a diferenciar
ambos géneros. Estas cepas de E. coli sedenominaron enteroinvasivas o EIEC,
por su nombre en inglés “enteroinvasiveE. coli”(ver el capitulo anterior, pag.
28).

La diferenciacion de Shigella spp. respecto a EIEC es uno de los
problemas con que se enfrenta el laboratorio de microbiologia y refleja el hecho
de que E. coli y las cuatro especies de Shigella estan estrechamente
relacionadas entre si sobre la base de estudios de hibridacion ADN-ADN. Esto
hace que incluso tecnologias modernas, como las basadas en espectrometria
de masas no puedan resolver dicha diferenciacibn. En consecuencia, el
diagnéstico debe confirmarse por pruebas bioquimicas, de serotipificacion o por
la identificacion de genes especificos asociados a estas propiedades.

En la Tabla 5 se describen los ensayos recomendados por Edwards y
Ewing®, para la diferenciacién de E. coli y Shigella spp.

Las pruebas citrato de Christensen, acetato de sodio y mucato de sodio

son las de mayor valor en la diferenciacion de los dos géneros.
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TABLA 5. Diferenciacion de Shigella spp. y E. coli.

Prueba Shigella E. coli
Mucato - +
Acetato - +0(+)
Citrato de Christensen - +, (+), -
Indol (produccién) -0+ +
Lisina descarboxilasa - +, (+), -
Ornitina descarboxilasa -0+ +, (+),-
Arginina dihidrolasa +, (+), - +, (), -
Glucosa (gas) - +
Sacarosa +, (+), - + (+), -
Sallicina - +,(4), -
Movilidad - +0-

+ 90% o mas positivo en 1-2 dias; (+) positivo tardio; - 90% o mas negativo.

Serotipificacion

El uso de métodos de serotipificacibn con propdsitos de vigilancia
epidemioldgica se basa en el hecho que los microorganismos muestran
variaciones en su composicién antigénica. Las bacterias producen una
variedad de antigenos: componentes estructurales de la célula (constituyentes
de la pared celular, capsulas, envolturas, flagelos, fimbrias), productos de
secrecion de las células (toxinas, enzimas extracelulares) o antigenos

contenidos en el interior de las mismas. Quimicamente, los antigenos usados
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con este proposito pueden ser proteinas, carbohidratos, o mezclas de ambos
componentes.

Debido a la caracteristica del género Shigella de ser bacilos gram
negativos inmaviles, solamente se ponen en evidencia los antigenos somaticos
(antigeno 0).

El antigeno O (Ag O) que contiene unidades repetitivas de
oligosacaridos, forma parte del lipopolisacarido (LPS), presente en la
membrana externa de las bacterias gram negativas. El Ag O muestra
variaciones en los tipos de azlcares presentes, en su orden dentro de la
unidad O y en las uniones dentro y entre las unidades O, que hacen al LPS uno
de los constituyentes mas variables de la célula bacteriana.

La variabilidad del Ag O, proporciona la base principal para los
esquemas de serotipificacion para muchas bacterias gram negativas. Es el
anico antigeno usado para Shigella, que es un importante enteropatdégeno, que
carece de antigenos flagelares y capsulares, que son usados,por ejemplo, para
la serotipificacion de E. coli®’.

De acuerdo a la estructura del Ag O y a las pruebas bioguimicas,
Shigella spp. se puede clasificar en especies o serogrupos: S. dysenteriae, S.
flexneri, S. boydii y S. sonnei, cada una de ellas con multiples serotipos, con
excepcion de S. sonnei.

e Serogrupo A o S. dysenteriae: incluye 15 serotipos (S. dysenteriae 1

al 15).
* Serogrupo B o S. flexneri: incluye 8 serotipos (S. flexneri 1 al 6, S.

flexneri X y S. flexneri Y). A su vez, los serotipos 1 al 5, se dividen en
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11 subserotipos, de acuerdo a diferentes combinaciones antigénicas
de factores grupales, denominados (3)4, 6 y 7(8).

» Serogrupo C o S. boydii: incluye 20 serotipos (S. boydii 1 al 20).

* Serogrupo D o0 S. sonnei: contiene un Unico serotipo que se puede
presentar en dos formas, la forma I (lisa) y la forma Il (rugosa).

Los serogrupos A y C se encuentran con muy poca frecuencia en

nuestro medio.

Serotipificacidn somatica

La serotipificacion, se debe realizar de acuerdo a las especificaciones
dadas por el productor de los antisueros diagnoésticos que se empleen.

La determinacion del Ag Ode Shigella spp., se realiza por aglutinacion
en lamina, a partir de un cultivo en agar TSA, incubado a 37 °C, durante 18 a
24 h.

Siempre se debe verificar que el cultivo se encuentre en forma lisa, es
decir que no aglutine con solucién fisiologica. Una porcion del cultivo se mezcla
con solucion fisiolégica, con un ansa o un palillo, y se rota suavemente la
lamina durante 1 min. Luego se observa la presencia o ausencia de grumos:

. Si hay grumos la cepa esta rugosa y no se puede realizar la
serotipificacion somatica (O). Para revertir la rugosidad, se realizan subcultivos
en agar sangre o agar Mueller Hinton, de manera de recuperar la forma lisa y
poder continuar con la serotipificacidon somatica.

. Si no presenta grumos se realiza la serotipificacion somatica (O),

con antisueros polivalentes para los serogruposcomo se indica a continuacion:
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- En una lamina de vidrio se enfrenta una suspension del cultivo en
solucion fisioldgica, en primer lugar con antisueros somaticos
polivalentes para los serogrupos mas frecuentes (B y D),.

— De no haber aglutinacién, con ninguno delos dos, se continla probando
los polivalentes correspondientes a los serogrupos Ay C.

— Si hay aglutinacién con alguno de los antisueros polivalentes, en el caso
de los serogrupos A, B y C, se prueban los antisueros monovalentes
para determinar los serotipos.

— Las reacciones de aglutinacion se deben leer, dentro de un periodo de
un minuto. Aquellas reacciones débiles o que ocurren después del

minuto, deben ser consideradas inespecificas.

Se deben tener en cuenta las consideraciones que se detallan en el

siguiente cuadro:

Consideraciones a tener en cuenta:

a) Si el cultivo en estudio no reacciona con ninguno de los antisueros
polivalentes O probados o lo hace débilmente y bioquimicamente pertenece al género
Shigella, puede tratarse de una cepa que posea un antigeno de envoltura, que inhibe
la aglutinacién del Ag O. Como los antigenos de envoltura son termolabiles, se hace
una suspensiéon bacteriana en solucién fisiolégica y se hierve en agua, durante 15 a
30 min, para remover este antigeno. Se enfria y se prueba con solucién fisiolégica
para determinar si la cepa esta rugosa. Si la suspension calentada no esta rugosa, se

prueba nuevamente con los antisueros O polivalentes.

b) Si un aislamiento reacciona con alguno de los antisueros polivalentes
O, pero no lo hace con los antisueros correspondiente a los respectivos serotipos,

sobre todo con los correspondientes al segrupo B, puede tratarse de una cepa no
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comprendida en dichos antisueros, en tal caso se debe remitir la misma al Laboratorio

de Referencia.

Métodos moleculares

El gen ipaH codifica una proteina involucrada en el proceso de invasion
a las células epiteliales y esta presente en multiples copias en el plasmido de
140 MDa de Shigella spp. y en el cromosoma. Esta secuencia ha sido
propuesta por diferentes autores para la identificacion de Shigella, aunque
debe considerarse que también esta presente en los aislamientos de EIEC' %,
Por lo tanto, se propone la amplificacion por PCR de este gen para la deteccion
preliminar de Shigella spp./EIEC, que debera ser luego complementada con
pruebas bioquimicas y de serotipificaciéon, a fin de diferenciar a este
microorganismo de EIEC. Recientemente, van den Beld y Reubsaet
propusieron un flujograma para la diferenciacion de Shigella spp./EIEC entre si
y con respecto a E. coli no enteroinvasivo®. El esquema propone la deteccion
del gen ipaH por PCR, observacion de movilidad y como pruebas adicionales la
fermentacion de salicina, hidrdlisis de esculina, produccion de indol, gas en la
fermentacién de glucosa y serotipificacion.

El protocolo de PCR descrito por Hartman y col. consiste en la
amplificacion de un fragmento de 619 pb del gen ipaH y puede aplicarse para
confirmar la identificacion de aislamientos con caracteristicas compatibles con
Shigella spp./EIEC. Otros autores han descrito protocolosde PCR para la
identificacion directa de Shigella spp./EIEC a partir de muestras de materia

fecal’, también basados en la deteccién del gen ipaH. Esta reaccién es de
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especial valor para muestras negativas por cultivo, que suelen presentarse
debido a limitaciones en la recuperacién de estos patégenos o en pacientes
que han recibido tratamiento antibidtico.

También se propuso la deteccidon de ipaH en ensayos de PCR en tiempo
realpara identificacion de Shigella spp./EIEC en muestras de alimentos y/o

materia fecal®.

Subtipificacidbn molecular

La incorporacién de técnicas de subtipifcacion molecular para determinar
la relacidn genética entre aislamientos de Shigella spp. ha significado un aporte
importante para la vigilancia epidemioldgica, la identificacion y el estudio de
brotes causados por este microorganismo*® 22337,

Entre las técnicas aplicadas se destaca la electroforesis en campo
pulsado (PFGE), utilizada en el marco de la red internacional Pulse Net*'. Los
protocolos estandarizados en esta red permiten la comparacion de resultados
para determinar la relacién de aislamientos de S. sonnei*!, aplicable ademas a
otros serogrupos de Shigella®’. La técnica de PFGE se basa en el anélisis del
polimorfismo de la longitud de fragmentos de restriccion generados a partir de
la digestion del ADN gendmico con enzimas de restriccion de corte poco
frecuente®®. Brevemente, el ADN blanco sin cortar se obtiene de embeber el
microorganismo intacto en moldes de agarosa y luego se lisa enzimaticamente

la pared celular y se digieren las proteinas celulares; posteriormente, el

genoma aislado es digerido in situ con enzimas de restriccion que tienen sitios
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de reconocimiento poco frecuentes en el ADN en estudio. Después de la
digestién se realiza la electroforesis en un gel de agarosa, aplicando campos
de electricidad en direcciones alternadas, de manera de separar los fragmentos
de ADN obtenidos, cuyo tamafio varia entre 10 y 800 Kb. El gel se tifie a
continuacion con bromuro de etidio, se visualiza en un transiluminador con luz
UV vy se registra fotograficamente para su posterior analisis. El resultado de
aplicar PFGE al ADN en cuestion provee un patron de restriccion cromosémico
con excelente resolucion, generalmente compuesto de 5 a 20 fragmentos
diferentes.

Este protocolo ha sido aplicado para la vigilancia y el estudio de
numerosos brotes en nuestro pais y en la regiéon de América Latina*® =2

Otra metodologia desarrollada recientemente para la subtipificacion de
Shigella spp. es el Multilocus Variable-Number Tandem RepeatAnalysis
(MLVA), que se basa en el polimorfismo de determinadas secuencias que se
encuentran repetidas en tandem dentro del genoma y varian en tamafo,
namero de copias y distribucion en diferentes aislamientos. Esta técnica ha
sido aplicada para estudios de diversidad genética de S. sonnei**. También se
evaluo para S. flexneri, pero debido a la diversidad entre los serotipos de esta
especie, no es posible disponer de un protocolo Unico que resulte

discriminatorio para todos los serotipos>?.
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Enterobacterias del grupo KES ( Klebsiella, Enterobacter,

Serratia)

El grupo KES estuvo conformado originariamente por los géneros
Klebsiella, Enterobacter y Serratia. La tipificacion molecular basada en el
analisis de ADN trajo aparejado cambios significativos con la asignacion de
nuevos géeneros y especies y reubicacion de especies existentes.

Los integrantes del grupo KES reflejan claramente los cambios y su
clasificacion taxondmica es objeto de permanente revision.

Hasta 2012 habian surgido tres nuevos géneros: Cronobacter, Pantoea y
Raoultella. EI cambio de mayor importancia clinica fue el movimiento de
Enterobacter sakazakii al nuevo género Cronobacter, en el que se definieron
seis especies adicionales y una genomoespecie °41>.

La clasificacion taxonomica de las especies del género Enterobacter

sigue aun en revision. Evidencia de ello son las publicaciones de Brady en

2013 y Stephan en 2014 1%,
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El género Pantoea fue creado en 1989. Su especie tipo, P. agglomerans,
estuvoubicada hasta ese momento en el género Enterobacter™. El nombre
Pantoea proviene del idioma griego “de todos los tipos y fuentes”, aludiendo a
su origen ubicuo(medio ambiente, seres humanos). Contiene siete especies
publicadas que son principalmente fitopatdgenas pero algunas de ellas se han
relacionado con infecciones humanas?®’ %1%’

Cronobacter sakazakii, contaminante ocasional de las formulas lacteas
infantiles, es causa reconocida de enfermedades en los lactantes y en niflos de
hasta tres afios de edad, con tasas de mortalidad relativamente altas en los
recién nacidos. En 2004 la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentaciéon (FAO) y la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), lo han clasificado, junto a Salmonella enterica, como microorganismos
de categoria “A”, es decir, reconocido como un peligro grave para la poblacion.

Actualmente las pruebas bioquimicas disponibles tienen bajo poder de
discriminacion para identificar correctamente las especies de Cronobacter.

El género Raoultella, surge como reclasificacion de tres especies
ambientales anteriormente incluidas dentro del género Klebsiella®3.

En el género Serratia, Serratia marcescens, considerada en el pasado
como no patdgena, es en la actualidad, reconocida como agente responsable
de infecciones nosocomiales y de pacientes de la comunidad. Las
restantesespecies pueden comportarse como patdgenos oportunistas a
excepcion de Serratia entomophila.

Estos géneros, como integrantes de la familia Enterobacteriaceae, estan

ampliamente distribuidos en el medio ambiente como se observa en la Tabla 1.
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No todas las especies citadas en la misma se han aislado de muestras

clinicas humanas o no se aislaron en forma significativa.

Las especies aisladas exclusivamente de los insectos, plantas, peces,

animales marinos o aves no se tratan en el texto de este capitulo. La

informacién sobre ellos puede encontrarse en la bibliografia.

Pantoea agglomerans,Serratia marcescens y Serratia spp. tienen

aplicaciones en biotecnologiacomo rizobacterias, promoviendo el crecimiento

de especies vegetales y como agentes de biocontrol para una variedad de

enfermedades bacterianas y fungicas de plantas (S. entomophila).

Tabla 1.Nomenclatura, fuente de aislamiento e importancia de los géneros

Cronobacter, Enterobacter, Klebsiella, Pantoea, Raoultella y Serratia

Denominacién actual

Datos clinicos

Datos ambientales

Cronobacter

C.dublinensis subsp.
dublinensis, lausannensisy
lactaridi

C. malonaticus
C.muytjensii
C sakazakii

C.turicensis
Enterobacter
E. aerogenes
E. amnigenus
biogrupos 1y 2

E. asburiae

E. cancerogenous
E. cloacae subsp. cloacae

cloacae subsp. dissolvens

E.

E. cowanii
E. gergoviae
E.

hormaecheisubsp.hormaechei

Herida,ojos, sangre

Sangre, heridas, TR,
Médula osea, sangre

RT, heridas,
LCR,sangre

Todos los sitios

UT,RT, heces, heridas,

Heridas, TR, heces

Todos los sitios

TR,TU, sangre, heridas
TR, TU, sangre

TR, heridas, sangre

Alimentos y medio ambiente

Alimentos y medio ambiente
Alimentos y medio ambiente
Férmulas alimentarias, plantas

Alimentos y medio ambiente

Ubicuo
Plantas , agua

Agua
Animales, agua

Agua, suelo, carne, aguas
residuales

Enfermedad del maiz
Desconocido
Agua, cosméticos

Aislado en ranas
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E. hormaecheisubsp. oharae
y subsp.steigerwaltii

E. intermedius

E. kobei

E. ludwigii

E. nimipressuralis

E pyrinus/E. pulveris
E.radicincitans

++ Todos los sitios
+ TR,TU, sangre
Desc TU, TR, sangre heces

1 Plantas
Agua y tierra
2 Alimentos
Alimentos
Olmos, arroz salvaje
Fruta, leche en polvo, perales
Filosfera de trigo de invierno

E.helveticus _ Polvo de la fruta
Klebsiella
K.granulomatis ++ Tracto genital 1 Ninguno. Restringido al
hombre
K. pneumoniae _ et Todos Iqs smos, TR/TU 1 Ubicua
subsp.pneumoniae mas comun
K. pneumoniae subsp. i Secrecioén nasal TR,TU, 1 Metritis en yeguas. Restringido
ozaenae sangre al hombre
K..pneumomae_ subsp. - Secrecion nasal 5 Ninguno. Restringido al
rhinoscleromatis hombre
Denominacién actual Datos clinicos Datos ambientales
Frec. Fuente Sign.
K. oxytoca +++ TOdO,S los sitios. 2 Ubicua
Comun en heces
K. singaporensis _ Suelo
K. variicola ++ Sangre. orina 1 Plantas
Pantoea
Pantoea agglomerans +++ Todos los sitios 2 Plantas, agua, animales
Raoultella
R. planticola, Desc. 3 Plantas, agua
R. terrigena Desc. Plantas, agua, suelo
R ornithinolytica + Heridas, TU, sangre Alimentos
Serratia
S entomophila - Patégeno de insectos
S. ficaria, + TR, heridas 3 Higueras, otras plantas e
insectos
S. fonticola + Heridas, TR 3 Aves acuaticas, agua, suelo
S grupo liquefaciens +++ TR, heridas 2 Ubicuo
S. marcescens subsp. et Todos Ios,smos, mas 1 Ubicuo
marcescens comun TR
S. marcescens biogrupo 1 + TU;TR 2 Desconocido
S. marcescenssubsp. .
. - Aguas residuales
sakuensis
S. odorifera biogrupos 1y 2 + TR, heridas, heces 2 Plantas, animales, alimentos
S. plymuthica TR Agua, plantas, mamiferos peq.
. TR,heridas,sangre,
S.rubidaea + TU.heces Agua, plantas (cocos)
S.ureilytica - Nematodes , agua

S.nematodiphila

S.proteomaculans subsp.
quinivorans

w‘n ’H‘ ‘[ |
:M&Qﬂl?? |B7I585|

Nematodes , agua

Roedores salvajes, insectos,
agua
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Frec: frecuencia:++++ frecuente,+++ ocasional,++ raro,+ muy raro, - todavia noha sido aislado en humanos, TR tracto
respiratorio, TU tracto urinario, Desc.: Desconocido.

Sign: significado clinico: 1. principales especies patdgenas de humanos, 2. causa probada de la enfermedaden casos
raros, 3. aislamientos en humanos de significado desconocido.

Datos tomados de las siguientes citas: 10,16, 54,55,56,61,63,68,71, 73, 89,128,140,141,151 y 159

K. pneumoniae, Enterobacter spp. y K. oxytoca se ubican entre los diez
principales microorganismos asociados a infecciones nosocomiales® 8207,

Los datos de vigilancia y los informes de casos de brotes América del
Norte, Europa y Asia indican que Enterobacter spp. representa un importante
patdogeno oportunista entre los recién nacidos y pacientes debilitados en la
unidades de cuidados intensivos (UCI). De acuerdo con los datos difundidos
por el Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades Infecciosas de los
Estados Unidos (CDC) en los ultimos afios el porcentaje de cepas resistentes
no cambio sustancialmente. No obstante, es de publico conocimiento que hay

una emergencia mundial de bacilos gram negativos multirresistentes® "#13°,

Caracteristicas generales

Morfolégicamente los microorganismos pertenecientes a estos
géneros son cocobacilos o bacilos de bordes redondeados cuyas
dimensiones varian desde 0,3 a 1 ym de ancho y 3 a 6 um de largo, son
aerobios o anaerobios facultativos y en la coloraciéon de Gram se comportan
como gram negativos. Solo Klebsiella spp. y Raoultella spp. poseen capsula.

No tienen exigencias nutricionales. La mayoria crece en los medios
empleados para la siembra primaria de muestras clinicas: agar CLDE, agar
eosina azul de metileno (Levine o EMB), medios cromogénicos, agar sangre,
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etc., entre 25°C y 37°C, excepto algunas cepas de Serratia plymuthica queno lo
hacen a 37°C.Las caracteristicas culturales de la colonia variaran de acuerdo al
medio empleado.

Los medios cromogénicos contienen sustratos para la deteccion de [3-
glucosidasa, enzima presente en los microorganismos del grupo KESC
(Klebsiella, Enterobacter, Serratia y Citrobacter), que permite diferenciarlos de
Escherichia coli. El uso de estos medios orienta hacia las pruebas a
seleccionar para la identificacion final.

Varias especies producen pigmento rojo: algunas cepas de Serratia
marcescens, S.rubidaea y S. plymuthica producen prodigiosina, pigmento que
puede observarse en el centro, en los bordes o en toda la colonia.

Un pigmento amarillo es producido por especies ambientales E. pulveris
y E. turicensis, la mayoria de las cepas de Cronobacter sakazakii y P.
agglomerans®*®4°,

Serratia odorifera produce un olor acre, por la produccion de alquil-
methoxypyrazinas®°.

Fermentan la glucosa, producen gas, son oxidasa negativas y catalasa
positivas, reducen nitratos y nitritos. Son generalmente mdéviles, excepto el
género Klebsiella.

La identificacion inicial se basa en las caracteristicas fenotipicas con el
empleo de métodos convencionales y de costos mas accesibles. La
complejidad taxonémica de estos microorganismos y el hecho de que varias
especies compartan un mismo perfil bioquimico hace que en determinados
aislamientos se deba recurrir a los métodos moleculares para arribar a una

identificacion final.
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Un esquema de pruebas bioquimicas iniciales para estudiar un bacilo
gram negativo que presumimos se trata de una enterobacteria, puede estar
constituido por las siguientes determinaciones: TSI (agar con hierro y triple
azucar), ONPG (o-nitrofenilgalactopirandsido), SIM (sulfhidrico, indol,
motilidad), Citrato, MR/VP (rojo de metilo/ Voges Proskauer), LDC (lisina
descarboxilasa), ODC (ornitina descarboxilasa) y urea de Christensen (ver
Apéndice).

Los caracteres diferenciales de Enterobacter spp. mas frecuentes y

géneros relacionados se observan en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteres diferenciales de especies de Enterobactermas frecuentes y
géneros relacionados

Reacciones ~ CeroPacter gy obacteraerogenes - antoea Klebsiella —  Serratia
cloacae agglomerans pneumoniae marcescen
Glucosa (gas) + + V + 4
Lactosa 24 h. + + vV + i
Movilidad + + + i +
Urea V - - + -
Indol - - ) i )
VP2 + + v + N
ONPG + + + + .
Citrato + + vV + +
DNasa (25C) - - ; ) +
LDC® - + ; + +
oDC°® + + ) N .\
ADH? + ; ] ] ]
SBL®/RAF' + + v + +
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Pigmento - - V (80%)° -

+,290%; V, de 11 a 89 %; -, < 10%

4VP: Voges-Proskauer, bLDC: lisina descarboxilasa, © ODC: ornitina descarboxilasa, 4 ADH: arginina
dihidrolasa, ® SBL: sorbitol, ' RAF: rafinosa, ¢ pigmento amarillo, h pigmento rojo

C. sakasakii semejante a E.cloacae pero con pigmento amarillo y sorbitol negativo

E. gergoviae semejante a E.aerogenes pero ureasa positivo y sorbitol negativo

Sensibilidad a los antibi6ticos

Las cepas salvajes de Klebsiella spp., Enterobacter spp. y Serratia spp.
poseen resistencia natural a diferentes antimicrobianos como se muestra en la
Tabla 3.

Su conocimiento es empleado como indicador de género y especie
(Tabla 4).

Tabla 3. Resistencia natural de los géneros Klebsiella, Enterobacter y Serratia

Ampicilina  Ampicilina/ Cefalotina Cefoxitina  Nitrofuranos Colistina
sulbactama
K. pneumoniae R
K. oxytoca
E. hermannii
E.cloacae R R R R
E. aerogenes
S.marcescens R R R \% R R

R, resistente; V, variable.

Tabla 4 .Diferenciacion de los géneros Klebsiella, Enterobacter y Serratia en
base a sus resistencias naturales

Klebsiella Enterobacter Serratia
Cefoxitina S R R/S
Colistina S S R
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Induccién?® Negativa Positiva Positiva

dAchatamiento del halode inhibicion de cefotaxima o ceftazidima en la proximidad de los discos
de cefoxitina o imipenem. R: resistente, S: sensible.

Pueden existir cepas de Klebsiella spp. resistentes a cefoxitina, fenotipo
gue se diferencia de Enterobacter spp. o Serratia spp. porque en Klebsiellano
se observa el fenbmeno de achatamiento del halo de inhibicion de las
cefalosporinas de tercera generacion en la proximidad de agentes inductores
de la cefalosporinasa cromosdmica propia de géneros como Enterobacter y
Serratia.

Mientras el género Serratia es naturalmente resistente a la colistina, es
excepcional observar este mecanismo en los aislamientos de Enterobacter y
Klebsiella.

Ademdas de la resistencia natural a determinados B-lactamicos, cada
género tiene una capacidad potencialpara adquirir nuevos mecanismos
enzimaticos de resistencia a otros miembros de esta familia de antimicrobianos
muy empleados en clinica®*%°,

El uso excesivo de antimicrobianos ha llevado a la aparicion de cepas
portadoras de carbapenemasas tipos KPC, metalo-p-lactamasas y de diversas
cefalosporinasas, cepas multirresistentes para los que casi no existen opciones
terapéuticas®’. Con frecuencia, los plasmidos que codifican estas enzimas

también llevan genes de resistencia para los aminoglucésidos, quinolonas y

otros antimicrobianos?°.
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A la diseminacion intercontinental de cepas portadoras de
carbapenemasas tipo KPC se suma la apariciéon en 2010 de NMD (Nueva Delhi
metalo B-lactamasa), de diseminacion vertical y horizontal'®.

Si bien K. pneumoniae representa la amenaza mas grave, también se ha
informado portacion de estas enzimas en aislamientos de K. oxytoca,
S.marcescens, Enterobacter spp. y de otras enterobacterias®.

Para el aislamiento selectivo e identificacion presuntiva de cepas
productoras de BLEE y de KPC se han desarrollado medios cromogeénicos
tales como CHROMagar KPC (CHROMagar), chromID ESBL(bioMérieux),
CHROMagar ESBL (CHROMagar), Brillance ESBL agar (Oxoid). Los
mencionados han mostrado buena sensibilidad y especificidad®® **°,

Métodos fenotipicos y genotipicos permiten la deteccion de BLEE,
cefalosporinasas y carbapenemasas. Se han estandarizado estrategias
metodoldgicas para detectar enzimas tipo KPC y demas carbapenemasas, de
acuerdo al método empleado para la prueba de sensibilidad, ya sea manual,
automatizado (Phoenix, Vitek 2C) o métodos con gradiente de antibiéticos
(ICE)114’116’117’119.

Existen laboratorios de referencia y periféricos que conforman la Red
Latinoamericana de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos

(ReLAVRA)  http://antimicrobianos.com.ar/category/resistencia/relavra) y los

centros pertenecientes a la red WHONET-Argentina

(http://antimicrobianos.com.ar/ATB/wp-content/uploads/2014/10/Protocolo-

WHONET-consensuado-agosto-2014-FINAL-2.pdf) que han elaborado

recomendacionespara el informe de enterobacterias productoras de BLEE.

Segun estos documentos, al detectarse la produccion de BLEE se debe
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informar como resistentes a todas las penicilinas, cefalosporinas de primera,
segunda, tercera y cuarta generacion y aztreonam. Los carbapenemes,
cefoxitina y las combinaciones de B-lactamicos con inhibidores de -
lactamasas se deben informar sensibles o resistentes de acuerdo al resultado
del antibiograma o segun la CIM.

El laboratorio de microbiologia debe conocer las caracteristicas de cada
especie, manejar las técnicas apropiadas para detectar los mecanismos de
resistencia y estar actualizado en cuanto a los cambios operados en la
resistencia ya sea a nivel local, nacional y mundial.

Datos argentinos y americanos relacionados con la problematica de la

resistencia pueden consultarse en la literatura especializada?®>t 11> 118125, 146

Género Klebsiella

Este género lleva su nombre en honor al microbiélogo aleman Theodor
Albrecht Edwin Klebs, quien en 1875 observo la presencia de bacterias en
muestras de exudados bronquiales de pacientes que habian fallecido por
procesos neumonicos. En 1882, Friedlander aislo dichas bacterias investigando
la etiologia de la neumonia lobar. En 1887 Trevisan identifico al bacilo de
Friedlander como Klebsiella pneumoniae. Con el paso de los afios se pudo
determinar que las neumonias causadas por Klebsiella spp. no se diferencian

en su clinica de las originadas por otros microorganismos gram negativos.
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Aspectos taxonémicos

Los criterios empleados para la clasificacion de las especies del género
Klebsiella fueron cambiando con el transcurrir del tiempo. La clasificacién se
baso primeramente en su origen y aspectos patogénicos, luego se apoyo en las
caracteristicas fenotipicas (actividad enzimatica y utilizacion de sustratos) y a
pesar de todos estos desarrollos, en ciertos casos persisten las dificultades
para la correcta identificacion taxondmica.

Los estudios moleculares basados en el andlisis de secuencia del gen
del ARN ribosomal 16S que son una herramienta de gran importancia en la
clasificacion bacteriana, en el caso del Klebsiella spp., tienen una utilidad
limitada, ya que permiten buena resolucion a nivel de género pero con limitada
resolucion a nivel de especie. El estudio de genes adicionales tales como el
rpoB (subunidad 3 del la ARN polimerasa), gyrB (ADN girasa B), entre otros, ha
permitido resolver los problemas existentes. La recomendacion es realizar el
analisis de secuencia de alrededor de cinco genes diferentes cuando se
pretende clasificar una especie 3%,

En la actualidad el género Klebsiella esta constituido por las especies K.
pneumoniae (principal patégeno), K. oxytoca y K. granulomatis. K. pneumoniae
comprendetres subespecies: K. pneumoniaesubsp. pneumoniae, K.
pneumoniaesubsp. rhinoscleromatisyK. pneumoniae subsp. ozaenae. Estas
altimasoson no fermentadores y se asocian a enfermedades cronicas: el
rinoescleroma y la rinitis atréfica crénica respectivamente®® 3072,

Otra especie, K. variicola, bioguimicamente muy cercana a K.
pneumoniae, ha sido aislada especialmente de sitios estériles, principalmente

sangre y orina*> %,
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Tres especies ambientales antes consideradas dentro del género
Klebsiella, han sido reclasificadas en el género Raoultella: R. planticola, R.

terrigena y R.ornithinolytica®.

Epidemiologia, transmision y significado clinico

El género Klebsiella esta ampliamente distribuido en la naturaleza, es
huésped habitual sapréfito del hombre y de los animales y la especie K.
pneumoniae forma parte de la microbiota normal del intestino humano y de la
cavidad oral. Es asi que las heces son la fuente mas significativa de las
infecciones.

En el medio ambiente se lo puede encontrar en aguas de consumo,
aguas residuales, suelo, vegetales y animales.

Si bien se lo aisla como agente causal de infecciones del tracto urinario
(ITU) y de neumonia, es fundamentalmente un patégeno oportunista y como tal
una de las principales causas de infecciones nosocomiales®.

Su capacidad de diseminacion en las superficies mucosas del
hospedero, sumada a la diversidad de expresion de los factores de virulencia,
genera infeccion en diferentes sitios anatomicos y coloniza distintos nichos
ecologicos.

En el ambito hospitalario, tiende a propagarse rapidamente causando

brotes por cepas multirresistentes, especialmente en las salas de neonatologia

31,65
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Se trasmite por las gotitas de pflige y las manos del personal. Ha sido
aislado en crema de manos, soluciones endovenosas, equipos de ventilacion,
etc.

Estudios realizados muestran que el aumento de aislamientos de
Klebsiella en sangre durante los meses de verano es 1,5 veces superior?,
comportamiento no evidenciado en los géneros Enterobacter ni Serratia. Esto
se correlaciona con una mayor tasa de transporte en heces y, por ende,una
mayor diseminacion en el ambiente. Este dato es importante por cuanto el
paciente portador de Klebsiella tiene un riesgo cuatro veces superior de
contraer infeccién frente al no portador.

K. pneumoniaese ha reportado en neumonias, bacteriemias, meningitis,
infecciones del tracto urinario, enteritis graves', infecciones de tejidos
blandos,uveitis anterior aguda, infecciones de las vias biliares, abscesos

1941 o infecciones en heridas. También se ha aislado a

hepéticos, peritonitis
partir deinfecciones por dispositivos invasivos, especialmente en pacientes
debilitados por enfermedades subyacentesy ocupa el segundo lugar como
causa de bacteriemia por gram negativos, solo después de E. coli**%.

En los dltimos veinte afios K. pneumoniae, se ha reportado con poca
frecuencia como causa de neumonia adquirida en la comunidad (NAC) en
América del Norte, Australia y Europa pero sigue siendo la primera causa
bacteriana de NAC en adultos taiwaneses'®®. Debido a un aumento en los
casos de meningitis secundaria a absceso hepatico primario,esta especieha
reemplazado a Streptococcus pneumoniae como el patdégeno principal de

meningitis bacteriana de la comunidad en adultos en Taiwan®. En 1986 se

describié también en Taiwan por primera vez una cepa hipervirulenta de
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K.pneumoniae en personas inmunocompetentes de la comunidad. Esta
bacteria fue capaz de producir absceso hepatico primario, neumonia,
meningitis y endoftalmitis y demostré una gran capacidad de propagarse
metastasicamente desde el foco primario de infeccion. También se la ha
encontrado en paises occidentales aunque con menor frecuencia que en Asia.
La mayor incidencia de absceso hepatico primario por Klebsiella se da en
hombres asiaticos, entre 50 y 60 afios de edad, se presentan principalmente en
el I6bulo derecho, como un absceso solitario y monomicrobiano?®? 7> 86:126. 128

Como agente causal de infeccion de vias urinarias se observa
especialmente en pacientes con alteraciones anatomicas, posterioresa cirugia,
obstruidos, sondados y en nifios y adultos con enfermedades
cronicas.Klebsiella spp.se ha aislado de pacientes con infecciones del oido
medio, mastoiditis, infecciones de senos 0seos, odontoldgicas,
oftalmolégicasycon menor frecuencia en fascitis necrotizante y absceso
prostatico’r 3122 131,

K. oxytoca (segunda especie en frecuencia de aislamientos) y K.
pneumoniae se detectaron como patdgenos intestinales, especialmente en

pacientes menores de 6 afios de edad'®

y son una importante causa de brotes
en unidades de cuidados intensivos neonatales®> ®.Klebsiella pneumoniae
subsp. ozaenae y Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis producen
lesiones nasales que, aunque infrecuentes, se identifican como causa de
enfermedad en los paises tropicales.

Klebsiella pneumoniae subsp. ozaenae no suele ser patégeno y solo

excepcionalmente produce infecciones en el ser humano. En cuadros de rinitis

atréfica créonicapuede desarrollar infeccion, si bien sélo desempenfaria el papel
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de contaminante u oportunista que invade una mucosa previamente
lesionada.Esta bacteria es sensible a las cefalosporinas, aminoglucésidos,
tetraciclinas, cloranfenicol y, a diferencia de K. pneumoniaesubsp. pneumoniae,
también a la ampicilina y a carbenicilina.

Klebsiella pneumoniae subsp. rhinoscleromatis es reconocida como
agente causal del rinoscleroma, que es una inflamacion granulomatosa crénica
de la mucosa nasal, senos paranasales, faringe, laringe y oido medio. La
biopsia evidencia células espumosas con bacilos gram negativos en su interior
gue se denominan células de Mikilicz y son patognoménicas. Esta enfermedad
ocurre en zonas tropicales de Europa oriental, Asia, América Central y del Sur.
Se presenta como casos esporadicos, es poco contagiosa y requiere de un
contacto muy prolongado. Suele afectar a varios miembros de una misma
familia. Los tejidos lesionados no se recuperan y a veces es necesario recurrir
a su extirpacion®**,

K. variicola ha sido aislada especialmente de sitios estériles,
principalmente sangre y orina y su identificacion debe ser confirmada por
secuenciacion del gen rpoB* *%°,

K. granulomatis es agente causal del granuloma inguinal o donovanosis,
enfermedad cronica, indolente, caracterizada por Ulceras genitales y endémica
en paises tropicales® %14,

Se considera que el hombre es el Unico receptor, se trasmite
sexualmente y es posible el contagio de madre a nifio a través del canal del
parto.

Las especies del género Raoultella son poco frecuentes en muestras

clinicas. Principalmente se han aislado en infecciones del tracto urinario y
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heridas. Raoultella spp. al igual que Klebsiella posee capsula. R. planticola y R.
terrigena comparten con K. pneumoniae caracteristicas de patogenicidad y son

dificiles de distinguir bioquimicamente sin efectuar pruebas especiales®.

Aspectos patogénicos

Los factores de virulencia identificados en K. pneumoniae son: el
lipopolisacéarido de la superficie celular (LPS) que contiene el antigeno O, el
polisacarido capsular (CPS) que contiene el antigeno K, las adhesinas
fimbriales y no fimbriales, la produccién de aerobactina, el fenotipo mucoide y
la resistencia ala actividad bactericida del suero. También se ha descrito la
produccion de citotoxinas, enterotoxinas y hemolisinas, con menor relevancia.

La capsula polisacérida es el factor de virulencia mas importante que
protege a la bacteria de la fagocitosis por parte de los polimorfonucleares y
previene su muerte por los factores séricos'®**?. Se ha observado que las
cepas carentes de capsula son menos patégenas que las que si la poseen’®®,

Existen fuertes asociaciones entre los 77 serotipos K y los 9 serotipos O.
Por ejemplo, K1 y K2 casi siempre coexisten con O1, y K3 con O2.

De los serotipos capsulares solo K1, K2, K4 y K5 se reconocen como los
mas virulentos. Los serotipos K2, K4 y K5 se asocian con la neumonia
adquirida en la comunidad.

Todas las cepas deK.pneumoniae
subsp.rhinoscleromatissondetipocapsular3 (K3) mientras que las cepas de
K.pneumoniaesubsp.ozaenaesonprincipalmente de tipoK4y rara vezde

tipoK5™>%.
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Brisse y colaboradores, en base a la caracterizacion gendmica y
fenotipica de 235 cepas de K. pneumoniae de origen clinico y ambiental,
determinaron la existencia de importantes clones virulentos del tipo capsular
K1, asociados con infecciones especificas. El clon CC23K1 ha sido asociado
fuertemente con absceso hepatico primario y el complejo clonal CC82K1 con
infecciones respiratorias y del torrente sanguineo™.

En la adherencia de Klebsiella spp. a las células del hospedero
intervienen los pili, con predominio de los tipos 1 y 3. El tipo 1 esta asociado a
las infecciones del tracto urinario y el tipo 3 interviene a la adherencia a los
epitelios del tracto respiratorio y urinario® 32,

K. pneumoniae tiene tres proteinas de membrana externa (OMPS),
porinas OmpK35, OmpK36 y OmpK37, que ligan macrofagos y células
dendriticas.

Otro factor de virulencia es un plasmido de 180 kDa que codifica para la
aerobactina, cuya funcion es captar el hierro del hospedero, elemento vital para
el desarrollo de Klebsiella spp.

Dos mecanismos de enteropatogenicidad, uno de adherencia especifico
y otro de citotoxicidad, fueron comprobados a partir de cepas aisladas de heces
de nifios de 0 a 5 afios™.

Los factores de virulencia de K. pneumoniae se expresan en forma
diferente en las infecciones de la comunidad y en las infecciones nosocomiales.

El gen magA especifico del serotipo K1, es un gen de virulencia esencial

para la sintesis del polisacérido capsular NTUH-K20440. Este polisacarido esta

asociado al aumento de la mucosidad y esta presente en el 98 % de las cepas

119



invasoras de K.pneumoniae, que causan absceso hepatico primario y abscesos
metastasicos®*! 43 66 124152

Un gen asociado al metabolismo de la alantoina (allS) ha sido detectado
solo en cepas K1 aisladas de absceso hepatico primario, no asi en cepas
K215'157.

En un estudio sobre cepas de K. pneumoniae aisladas en 455 episodios
de bacteriemia correspondientes a 7 paises se demostraron diferencias
geograficas. Asi, la neumonia extrahospitalaria y un sindrome invasivo con
abscesos hepéticos, meningitis o endoftalmitis se produjeron solo en Taiwan y
Sudéfrica®®,

Los serotipos capsulares K1 y K2, el fenotipo mucoide y la produccién de
aerobactina fueron los factores de virulencia presentes en estos cuadros. El
fenotipo mucoide se observéd en el 94% de los pacientes con neumonia de la
comunidad y en el 100% de las cepas que causaron cuadros invasivos en
Taiwan y Sudéfrica, mientras solo un 2% fueron aislados en otros lugares. En
este estudio se demostr6 ademas, que los aislamientos de Klebsiella de
absceso hepatico poseian el gen RMPA (regulador de fenotipo mucoide) y que
la presencia de dicho gen y la produccibn de aerobactina estaban
estrechamente relacionados.

Estudios genéticos mostraron que los aislamientos de K. pneumoniae
subsp. rhinoscleromatis son genéticamente homogéneos y forman una familia
Gnica clonal (complejo clonal CC67) que puede distinguirse, en base a la
secuencia de genes de todos los demas miembros de K. pneumoniae,

incluyendo K. pneumoniae subsp. ozaenae®*°.
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K. oxytocase hareconocido comoagente causal de colitis hemorragica
asociada al wuso de antbibdticos, cuadro que se resuelve
espontaneamenteconlasuspension del  tratamiento®*'®.Los  efectos
citotoxicossobre las célulasepiteliales humanasselimitan ala

especieK.oxytocayno se detectaron en otras especies de Klebsiella

Caracteristicas culturales

En los medios sélidos se observan colonias relativamente grandes, de
aspecto humedo y de bordes definidos, que con el ansa tienden a levantarse
en forma filamentosa. La presencia de capsula es la que le confiere la
caracteristica mucoide que no es exclusiva del género Klebsiella, ya que otras
especies de enterobacterias pueden presentar el mismo tipo de desarrollo.

Por su propiedad de fermentar la lactosa, segun el medio de aislamiento
empleado variara el color de la colonia; asi en agar MacConkey desarrollan
dando colonias de color rojizo, en CLDE son blanquecino-amarillentas y en
Levine (EMB) grisdceas con centro oscuro.

El fenotipo mucoso en algunos aislamientos clinicos puede estar
ausente y, en estos casos, las colonias en medio de Levine aparecen como
fermentadoras de lactosa, similares a las de E. coli.

K. granulomatis no desarrolla en medios convencionales, solo es
cultivable empleando lineas celulares. En los examenes microscopicos previa
coloracién de Giemsa o Wright-Giemsa se observan bacilos, una respuesta
inespecifica crénica e importante tejido de granulacion. Su diagnostico

definitivo se realiza por PCR.
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Identificacion a nivel de género y especie

En los medios de TSI o KIA (agar con hierro de Kligler) desarrollan con
produccion de acido en base y pico (acido/acido), generalmente con abundante
produccion de gas que desplaza la columna de medio de cultivo en el tubo y sin
SH; Klebsiella spp y Enterobacter spp. causan reversion rapida del pico de
flauta, en las primeras 24 h de incubacién®®.

La mayoria de las especies son indol negativas (a excepcion de K.
oxytoca, Unica especie productora de indol), todas son inmdviles, utilizan citrato
como Unica fuente de carbono, fermentan adonitol, manitol, lactosa y sacarosa,
desdoblan la urea, descarboxilan la lisina, no utilizan la ornitina (a excepcion de
R. ornithinolytica) y utilizan el malonato.

Si bien todas fermentan glucosa, algunas cepas de Klebsiella
pneumoniae subsp. ozaenae y Klebsiella pneumoniae subsp.rhinoscleromatis

lo hacen lentamente. Las pruebas diferenciales entre especies de los géneros

Klebsiella y Raoultella se detallan en la Tabla 5.

Tabla 5. Diferenciacion de especies de los géneros Klebsiellay Raoultella®

Especies IND ODC VP MAL ONPG 10C 44T MEL SOR HIS
K. pneumoniae” - - + + + - + - v -
K. oxytoca + - + + + - + - + -
K. ozaenae - - - - \% ND ND ND \% ND
K. rhinoscleromatis - - + - \4 ND ND ND V. ND
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R. planticola \ - + + + + - - + +

R. terrigena - - + + + + - + + +

R. ornithinolytica + + Vo4 + + ND ND + +

IND: indol, ODC: ornitina descarboxilasa, VP: Voges Proskauer, MAL: malonato, ONPG: o-
nitrofenilgalactopiranésido, 10C y 44T: desarroll o a esas temperaturas, MEL: D-melizitosa, SOR: L-
sorbosa, HIS: histamina.

+,290%; V, de 11 a 89 % -, <10%, ND: no determinado

4K. singaporensis solo una cepa conocida.

PK_variicola puede sospecharse frente a adonitol negativo, pero debe ser confirmada por secuenciacion
genética.

Se debe tener en cuenta que los tiempos de incubacion pueden variar
segun la determinacion: hasta 7 dias para sorbosa y adonitol, 3 dias para
crecimiento a 10 °C y 2 dias para las pruebas de histamina y melizitosa.

Si bien la mayoria de los aislamientos clinicos que son identificados
como Klebsiella spp. pertenecen a K.pneumoniae o K.oxytoca, varias especies
comparten un perfil biogquimico similar. Asi es como un numero decepas
clasificadas como K. pneumoniae podrian ser R. planticola, R. terrigena,o
K.variicola (todas indol negativas)y algunas clasificadas como K. oxytoca
podrian ser R. planticola indol positivas.

K.singaporensis (especie aislada, generalmente en el suelo), puede ser
reconocida por su capacidad de crecer a 10° C, dar positiva la reaccion de
VogesProskauer, no producir indol y fermentar la L-sorbosa®®.

Las especies del género Raoultella crecen a 10C y asimilan L-sorbosa,
pruebas que permiten distinguirlas de Klebsiella spp., excepto K. oxytoca®.

Entre los comportamientos atipicos de algunas cepas de K. pneumoniae
que dificultan la identificacion y pueden conducir a error, se han descrito
fenotipos con lisina descarboxilasa negativa, que no utilizan el citrato, no

hidrolizan la urea o no producen acetoina.
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Las caracteristicas diferenciales de K. pneumoniaelisina negativas y

enterobacterias con similar fenotipo se describen en la Tabla 6.

Tabla 6.Caracteristicas diferenciales de Klebsiella pneumoniaelisina

descarboxilasa negativa y enterobacterias con similar fenotipo

Fenotipo Adonitol Malonato Voges Urea

mMucoso Proskauer
K.pneumoniae LDC (-) + + + + +
K. ozaenae + + — — —
P. agglomerans - — V V -

+,290%; V, de 11 a 89 %; -, < 10%

La confusion en la identificacion de K. pneumoniae y P. agglomerans
surge fundamentalmente en que la segunda especie no degrada ninguno de los
tres aminoacidos empleados en la identificacion de enterobacterias (lisina,
ornitina yarginina).A las diferencias indicadas se debe agregar que P.
agglomerans, produce generalmente un pigmento amarillo, es anaerogénico y
movil.

K. oxytocalisina negativa se puede identificar errbneamente como P.
agglomerans pues un bajo porcentaje de estos microorganismos producen
indol.

Las cepas de K. pneumoniae. citrato negativas, K. ozaenae citrato
variables y K. rhinoescleromatis citrato negativas pueden diferenciarse

mediante las pruebas indicadas en la Tabla 5.
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El uso de sistemas de identificacion automaticos y semiautomaticos
disminuye los tiempos y facilita la identificacion. Estos sistemas requieren
actualizacion permanente de sus bases de datos para ajustarse a los cambios
taxonémicos.

En brotes hospitalarios, es esencial llegar a la identificacion definitiva,
teniendo en cuenta la ubicuidad de los microorganismos en el ambiente

nosocomial, para poder controlar las cadenas de transmision.

Identificacion por métodos moleculares

La secuenciacién parcial del gen que codifica para el ARNr 16S es muy
utilizada para la identificacion de la mayoria de las bacterias. El amplio uso de
esta region se debe a que contiene una mezcla de regiones conservadas junto
con otros segmentos altamente variables. Sin embargo, la utilidad del andlisis
de secuencia del ARNr 16S es limitada para el caso de Klebsiella y Raoutella,
razon por la cual se ha recurrido al uso de genes adicionales para una correcta
diferenciacion de estos microorganismos: rpoB (subunidad B del la ARN
polimerasa), gyrB (ADN girasa B) y gen cromosomal bla (B-lactamasa de clase
A).

El andlisis de la secuencia del gen cromosomal blaes una alternativa
recomendable para la identificacion de especies de Klebsiella y Raoutella
debido a la mayor heterogeneidad observada con respecto a otros genes tales
como rpoB2®*°°,

Las guias provistas por el Clinical and Laboratory Standards Institute

proporcionan informaciéon de gran utilidad al momento de la eleccion de los
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genes apropiados y de la interpretacion de los datos de secuencia obtenidos

para la correcta identificacion molecular®.

Sensibilidad a los antibi6ticos

Klebsiella pneumoniae y K. oxytoca presentan resistencia natural a
amino y carboxipenicilinas por produccién de R-lactamasas de espectro
ampliado (BLEA). En K. pneumoniae se debe a una enzima cromosomica SHV-
1, LEN u OKP (clase A de Ambler, grupo 2b de Karen Bush) que puede
hiperproducirse por la adquisicion de plasmidos y en K. oxytoca se debe a
enzimas del tipo K1 (OXY-1 Y OXY-2) que se hiperproducen por mutaciones en
el gen que codifica esta R-lactamasa e hidrolizan aminopenicilinas,
ureidopenicilinas, carboxipenicilinas, cefalosporinas de 1% y 2% generacion
(excepto cefamicinas), de 3% 4%eneracion (exceptoceftazidima in vitro) y
monobactames, pero no carbapenemes. Se comporta como una B-lactamasa
de espectro extendido (BLEE).

A bajos niveles de produccion, tanto SHV-1 como K1 son inhibidas por
sulbactama, acido clavulanico y tazobactama.

En la Argentina el principal mecanismo de resistencia a carbapenemes
es la combinacién de BLEE e impermeabilidad, si bien se ha incrementado el
namero de cepas productoras de carbapenemasas de clase A, del tipo GES-2 y
KPC, que hidrolizan todos los antibiéticos R-lactamicos excepto aztreonam y no
son afectadas por los inhibidores.

Hasta el afio 2001 los carbapenemes eran los Unicos antimicrobianos

totalmente activos sobre K. pneumoniae, sin embargo en ese afio se describio
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un nuevo mecanismo de resistencia producido por una B-lactamasa mediada
por un plasmido, llamada KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemasa). Las
3-lactamasas tipo KPC incluyen 10 miembros (variantes alélicas KPC-2 a KPC-
11) pertenecen a la clase molecular A de Ambler y fueron reclasificadas en el
grupo funcional 2f segun Karen Bush. Se la considera como la més extrema de
las carbapenemasas descritas, por su capacidad hidrolitica sobre penicilinas,
cefalosporinas, monobactames y carbapenemes, pero también sobre
cefamicinas (cefoxitina) e inhibidores de p-lactamasas (sulbactama,
tazobactama y acido clavulanico)®” 2% 142143,

La resistencia a carbapenemes puede ser mediada también por otros
mecanismos distintos de KPC como por ejemplo la combinacién de una [3-
lactamasa plasmidica de tipo AmpC y mutaciones en las porinas, que si bien
son clinicamente importantes, no han sido documentados hasta hoy como
causa de brotes, a diferencia de la resistencia mediada por KPC.

El laboratorio de microbiologia debe estar atento para reconocer la
presencia de estos mecanismos de resistencia.

Los indicadores de una probable resistencia a carbapenemes son: a)
deteccién de resistencia a carbapenemes por cualquier método estandarizado
de ensayo, b) sensibilidad a carbapenemes con CIM elevadas y c¢) sensibilidad
intermedia o resistencia a ertapenem por el método de difusién con discos.

Para la deteccion de cepas productoras de KPC, CHROMagar KPC
(CHROM) constituye un método de tamizaje, altamente sensible vy

especifico™®.
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Una prueba para detectar rapidamente la presencia de cepas
productoras de carbapenemasas a partir del cultivo es el Blue-Carba test!'?,
con buena sensibilidad y especificidad.

La presencia del gen KPC debe ser confirmada por técnicas
moleculares. La PCR en tiempo real es una estrategia rapida, sensible y de
gran utilidad®.

La rapida diseminacion de cepas de K. pneumoniae KPC positivas ha
provocado un preocupante cambio epidemiolégico mundial. Ademas, los genes
de KPC se encuentran en elementos genéticos moviles, especialmente en un
transposon (Tn4401) que facilita la transferencia entre plasmidos y entre
especies bacterianas.

KPC se reportd principalmente en K. pneumoniae, pero se ha descrito
también en distintas especies bacterianas como E. coli, S. marcescens,
Enterobacter spp. etc.

Paralelamente en el transposon Tn4401 se han encontrado genes que
codifican para otras B-lactamasas (BLEE y BLEA) y genes que confieren
resistencia a otros antibiéticos no B-lactdmicos, como genes de resistencia
plasmidica a quinolonas y enzimas modificadoras de aminoglucésidos. Esta
acumulacion de genes de resistencia produce un fenotipo de resistencia
extrema asociada a cepas productoras de KPC.

La deteccibn de estos mecanismos es de gran trascendencia
epidemioldgica, por que la presencia de estas carbapenemasas determina una
alta probabilidad de falla de tratamiento y ademas se trata de enzimas con gran

capacidad de diseminacion’®* 16 117.120,
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Debido a la multirresistencia asociada a cepas productoras de KPC, los
antimicrobianos con mas actividad in vitro son: tigeciclina, colistina y
fosfomicina.

A la aparicion de cepas productoras de KPC, de diseminacion
intercontinental, se le suma una nueva carbapenemasa de la familia de las
metaloenzimas tipo NMD(Nueva Delhi metalo B-lactamasa) que como las
demas MBL confiere resistencia a todos los antibidticos B-lactamicos, excepto
al aztreonam.

A diferencia de lo que ocurre con KPC, las bacterias productoras de
NMD tienen capacidad de diseminarse dentro y fuera del ambito hospitalario.
La transmisién de este mecanismo de resistencia es tanto vertical (expansion
clonal) como horizontal (transferencia a otras especies de bacilos gram
negativos).

Estas cepas se describieron en 2010 en EE.UU. y Canada. En 2012 se

notificaron dos aislamientos de K. pneumoniae en Guatemala*®

, un brote por
K.pneumoniae en pacientes pediatricos en Colombia y también aparecieron
cepas de otros bacilos gram negativos en Brasil, Paraguay y Uruguay. En
2013 el Laboratorio Nacional de Referencia en Argentina (LNR) lanzé un alerta
epidemioldgico a partir de la aparicion de NMD en una cepa de Providencia
rettgeri.

Los laboratorios de Microbiologia cuentan con herramientas para la
deteccion fenotipica de estas carbapenemasas. Su identificacion debe

realizarse con rapidez ante la necesidad de contencién del caso®®® 9.
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Dada la dindmica de diseminacion de estos mecanismos Yy la posibilidad
de emergencia de otros nuevos, se requiere la confirmacion molecular de los

mismos por el Laboratorio Nacional de Referencia.

Género Enterobacter

Aspectos taxonomicos

Desde el final del siglo XIX (1885) se sucedieron numerosos estudios
taxonomicos para ubicar cepas que producian grandes cantidades de gas y
que dieron lugar al género Aerobacter™*, con Aerobacter aerogenes como cepa
tipo. En 1960 Hormaeche y Edwards propusieron un nuevo género
“Enterobacter” para sustituir al género Aerobacter donde se ubicaba la especie
Aerobacter cloacae. Se reconocidé entoces a Enterobacter cloacae como la
cepa tipo, de acuerdo a la primera edicion del Manual de Bergey (1923).

Dada la heterogeneidad genética de las especies del género
Enterobacter y otros géneros relacionados la clasificacién taxonémica sigue en
permanente revision.

Hasta el afio 2012 dentro del género Enterobacter se incluian las
siguientes especies: Enterobacter aerogenes, Enterobacter
asburiae,Enterobacter amnigenus biogrupo 1,Enterobacter amnigenus biogrupo
2, Enterobacter cancerogenous,E. cloacae,Enterobacter cowanii, Enterobacter

dissolvens, Enterobactergergoviae, Enterobacterludwigii, Enterobacter
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hormaechei, Enterobacter intermedium, Enterobacter kobei, Enterobacter
nimipressuralis yEnterobacter pyrinus®-°%°,

En 2013 Brady y colaboradores propusieron, en base a andlisis
fenotipicos, moleculares y quimicos, una reclasificacion de algunas especies de
los géneros Enterobacter y Cronobacter. Como consecuencia de dichos
estudios surgieron tres nuevos géneros: Lelliottia, PluralibacteryKosakonia™*.

En 2014 Roger Stephan, reubicé a E. turicensis,E. helveticus y E.
pulveris en dos nuevos géneros:Siccibacter y Franconibacter dando lugar a las

especies: Siccibacter turicensis, Franconibacter helveticus y Franconibacter

pulveris™®®.

Epidemiologia, transmision y significado clinico

Las especies que integran los géneros Enterobacter, Cronobacter vy

Pantoea se encuentran como comensales en el medio ambiente!® 113 140.141

en férmulas alimentarias®* °"1%3

, en la piel y en el tracto intestinal de humanos y
animales. Antes del uso generalizado de los antibioticos eran raramente
encontradas como patdgenos.

Debido a su ubicuidad, la fuente de infeccién puede ser endbégena o
exégena.

En numerosos estudios se ha responsabilizado a las manos del
personal, a dispositivos médicos contaminados y a la instrumentacién como

fuentes de diseminacion. En brotes nosocomiales se las ha encontrado en

soluciones de nutricion parenteral, soluciones salinas, equipos de dialisis, agua
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de hidroterapia, etc.?® 111140

, Sin embargo muchas infecciones tienen su origen
en la flora endégena del paciente”.

Enterobacter cloacae y E. aerogenes, son las especies mas
frecuentemente aisladas como responsables de infecciones nosocomiales
diversas'®,incluyendo bacteriemia, infecciones del tracto respiratorio inferior,
de piel y tejidos blandos, del tracto urinario, intraabdominales, endocarditis,
artritis ~ séptica, osteomielitis, infecciones oftdlmicas e infecciones
posquirdrgicas en cualquier parte del cuerpo. Son unos de los agentes mas
agresivos en localizacién ocular’® 100103 121,151,156

Enterobacter ludwigii y todas las subespecies de Enterobacter
hormaechei tambien se aislan en una variedad de fuentes humanas®,
incluyendo la sangre.

Periodos prolongados de internacion, uso de antimicrobianos, presencia
de dispositivos extrafios (catéteres intravenosos, sondas etc.) y condiciones
subyacentes (quemaduras, ventilacion mecanica, inmunosupresion)
constituyen factores de riesgo que aumentan el riesgo de infecciones por
Enterobacter spp.

Las infecciones adquiridas en la comunidad, incluyen infecciones

urinarias, de la piel y tejidos blandos y de heridas, especialmente traumaticas.

Aspectos patogénicos

Si bien las especies del género Enterobacter no se consideraron agentes

primarios causales de infecciones humanas, estudios epidemiologicos han
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demostrado que algunas de ellas son agentes etioldégicos relevantes en
infecciones nosocomiales.

Entre los factores de virulencia identificados en distintas especies se
encuentran la presencia de polisacarido capsular yla produccién de
hemaglutininas manosa sensibles asociadas a fimbrias tipos 1 o tipo 3 y
quelantes del hierro (aerobactina y enterochelin).

En E.cloacae se ha demostrado la adhesion y penetracion a las células
epiteliales e induccién a la apoptosis’®.

La plasticidad gendomica del complejoE.cloacae quedd fuertemente
evidenciada en un brote producido en Holanda por una cepa de E.
hormaecheiportadora de multiples mecanismos de virulencia codificados tanto
por genes constitutivos como por elementos adquiridos*.

La capacidad de Enterobacter spp. de transportar plasmidos que
codifican resistencia a numerosos antimicrobianos, es otro factor de gran

importancia relacionado con las infecciones nosocomiales®.

Caracteristicas culturales

Las especies ambientales (E. pulveris y E. turicensis) y la mayoria de las
cepas de Cronobacter sakazakii y Pantoea agglomerans asi como Leclercia
adecarboxilata y Photorhabdus asymbiotica, producen un pigmento amarillo
brillante que se intensifica si los cultivos se incuban a 25°C*4%14*,

Las colonias de L. adecarboxilata y P. asymbiotica, presentan ademas
una luminiscencia observable en un habitacion oscura al cabo de cinco

minutos.
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P. agglomerans, produce un pigmento amarillo menos intenso, que en
general se visualiza luego de una incubacion prologada a temperatura
ambiente.

E. cancerogenus, en agar MacConkey, después de tiempos prolongados

de incubacion presenta colonias con centro color purpura.

Identificacion a nivel de género y especie

Fermentan la glucosa, reducen nitratos y nitritos, son citocromooxidasa
negativos y catalasa positivos, son moviles, (excepto E. asburiae) la mayoria
descarboxilan la ornitina (excepto E. cowanii)

El comportamiento de la mayoria de las especies del género
Enterobacter frente a las pruebas bioquimicas iniciales se muestran en la Tabla
7.

En medio TSI fermentan los azlcares con produccion de &cido en el
fondo del tubo y en el pico, generalmente con abundante produccion de gas,
gue desplaza la columna del medio de cultivo. No producen SHo.

En la Tabla 8 se observan las caracteristicas bioguimicas que
diferencian especies de los géneros Enterobacter, Cronobacter y Pantoea.

A partir del comportamiento en las pruebas de lisina descarboxilasa
(LDC) arginina dihidrolasa (ADH) y ornitina descarboxilasa (ODC), con un
minimo namero de pruebas adicionales se pueden diferenciar algunas especies
de Enterobacter.

E. aerogenes y E. cloacae se distinguen por la descarboxilaciéon de

lalisina, positiva y negativa respectivamente.
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Tabla 7. Pruebas bioquimicas comunes a la mayoria de las especies de

Enterobacter

Prueba Resultado

TSI (agar con hierro y triple azicar)  acido/acido con produccion de gas

ONPG (o-nitrofenilgalactopirandsido)  positivo

SIM (sulfhidrico, indol, movilidad?) negativo, negativo, positivo
Citrato de Simmons positivo

Urea de Christensen variable

Rojodemetilo negativo

Voges Proskauer positivo

Lisina descarboxilasa 85-95% de las cepas negativas
Ornitina descarboxilasa® positiva

Arginina dihidrolasa variable

3E .asburiae no es movil,"E. cowanii es ODC negativo

E. gergoviae y E. aerogenes, que tienen unpatron de descarboxilacién
similar: (LDC +, ODC +, ADH-), se pueden diferenciar con el agregado de dos
azucares (adonitol y sorbitol) y con la hidrdlisis de la urea. E. gergoviae no
fermenta adonitol ni sorbitol y es ureasa fuertemente positiva, mientras que E.

aerogenes fermenta los dos azlcares y es ureasa negativo.

E. asburiae es bioquimicamente similar a E. cloacae, pero es la Unica

especie inmovil del género y da negativa la prueba de Voges Proskauer.
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Tabla 8. Caracteristicas bioquimicas que diferencian especies de los géneros

Enterobacter, Cronobacter y Pantoea

ESPECIES LbC ADH ODC VP SAC ADO SBL RAM ESC MEL PIG MDG
HUMANAS

E. aerogenes + - + + + + + + + + - +
P. agglomerans - - - v v - v v v v v -
E. amnigenus - - Vv + + - - + + + - v
biogroupo 1

E. asburiae - v + - + - + -

E. cancerogenus - + + + - - - + + - - -
E. cloacae - + + + + Vv + + v + - v
subsp. cloacae

E. cowanii - - - + + - + + -
E. gergoviae ° + - + + + - - + + + - -
E. hormaechei _ v + + + _ _ + _ _ _ v
subsp.

hormaechei

E. kobei - + + - + - + + v + - +
C. sakazakii - + + + + - - + + + + +

AMBIENTALES

E. amnigenus - v + + - - + + + + - +
biogroupo 2
E. cloacae - + + + + - + + + + - +

Subsp. disolvens

E. nimipresuralis - - + + - - + + + + - +
E. pyrinus * + - + + + - - + + + - -
E.radicitans - + - + + - + + - + - -

LDC: lisina descarboxilasa, ODC: ornitina descarboxilasa, ARG: arginina dihidrolasa, VP: Voges Proskauer,
SAC: sacarosa, ADO: adonitol, SBL: sorbitol, RAM: L-ramnosa, ESC: esculina, MEL, melibiosa, PIG:
pigmento amarillo, MDG:a-metil-D-glucésido, +:290%, vide 11a89 % -:<10%

4 E. pyrinus se diferencia de E. gergoviae por su crecimiento en caldo cianuro depotasio, la produccion de
acido a partir de mio-inositol y la no fermentacién de rafinosa.

E. hormaecheies bioquimicamente similar a E. cancerogenus excepto

gque es ureasa positivo, sacarosa, positivo y esculina negativo.
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E. ludwigii y E.hormaechei, especies que previamente pertenecian al
complejo E. cloacae, se pueden separar de éste mediante crecimiento en a-
metil-D-glucopiranosido y putrescina y 3-hidroxibutirato, respectivamente®® .
Las tres subespecies de E. hormaechei (que corresponden a los grupos

VI, VII y VIII del complejo E. cloacae) se pueden separar a través de la

fermentacién de adonitol, dulcitol y D-sorbitol (Tabla 9).

Tabla 9. Diferenciacion de subespecies de E. hormaechei

Subespecies Acido de Acido de Acido de
adonitol dulcitol D-sorbitol
E.hormaechei subsp.hormaechei - + -
E.hormaechei subsp.steigerwaltii + - +
E.hormaechei subsp.oharae - - +

+:290%, -:<10%

Debido a la heterogeneidad genética de varias especies, los miembros
de los géneros Enterobacter y Pantoea confunden a los sistemas comerciales
mas a menudo que otros géneros’".

Especies de los géneros Cedecea, Enterobacter y Cronobacter
comparten los resultadosde las pruebas de Voges Proskauer, arginina
dihidrolasa y ornitina descarboxilasa, las cuales son variables o positivas. En la

Tabla 10 se indican laspruebas que permiten la separacion de los mismos.
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Tabla 10. Pruebas que permiten la separacién de especies de los géneros
Cedecea, Enterobacter y Cronobacter que comparten resultadosde VP, ADH y

ODC (variable o positivo)

Especies SBL RAF RAM MEL ABL SAC
Cedecea davisae - - - - - +
Cedecea lapagei - - - + + -
E. cloacae + + + + v .
Cronobacter sakazakii - + + + - +
E. cancerogenus - - + - - -

SBL: D-sorbitol, RAF: rafinosa, RAM: L-ramnosa, MEL: melibiosa, ABL: D-arabitol, SAC: sacarosa, + :
290%, V: de 11 a89 %, -:<10%

Identificacion por métodos moleculares

Aln no se han consensuado marcadores moleculares especificos para
la identificacion del género Enterobacter.

Como ocurre con las demas enterobacterias las secuencias de los genes
del ARNr 16S presentan similitudes mayores del 97-98% razén por la cual esta
molécula tiene bajo poder de discriminacion a nivel de especie.

La recomendacion es realizar un analisis de secuencia de genes
adicionales que codifiquen para proteinas. El andlisis de secuencia multilocus
(MLSA) basado en los genes recN (recombinacion y reparacion de proteinas),
rpoA (subunidad a de la ARN polimerasa) y thdF (oxidacion de tiofeno y furano)
parece ser una alternativa (til para una correcta asignacion de las

especies®*%’,
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Sensibilidad a los antibi6ticos

Enterobacter spp.presenta resistencia natural a ampicilina, amoxicilina y
cefalosporinas de primera generacion e inhibidores de [R-lactamasas (acido
clavulanico, sulbactama y tazobactama) conferida por una B-lactamasa
cromosOmica. Esta es una enzima del tipo AmpC perteneciente al grupo 1 de
Karen Bush (Clase C de Ambler). Hay algunas excepciones, especialmente con
sulbactama y tazobactama.

Al igual que en Citrobacter freundii en Enterobacter spp., casi
exclusivamente, la resistencia a cefoxitina es considerada como el mejor
marcador de la presencia de esta [3-lactamasa del tipo AmpC.

La produccion de B-lactamasas es el mecanismo mas importante
responsable de la resistencia en la mayoria de estas especies. Estas enzimas
puedeninducirse frente a antibidticos p-lactamicos generando resistencia a
cefalosporinas de tercera generacion (C3G), pero lo de mayor importancia (en
Enterobacter spp. y Serratia spp.) es la hiperproduccién de AmpC por mutantes
desreprimidas. Este mecanismo confiere resistencia a cefalosporinas de
tercera generacion, monobactames, carboxi y ureidopenicilinas y las
combinaciones con inhibidores como acido clavulanico y sulbactama.

La adquisicion dep-lactamasas de espectro extendido (BLEE) les
confieren resistencia a C3G, resistencia variable a cefalosporinas de cuarta
generacion (C4G) y a piperacilina-tazobactama, por lo que su presencia
invalida el uso de C3G.EI uso de C4G incluso puede provocar la seleccion de

mutantes resistentes.
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Los aislamientos productores de AmpC son sensibles a tigeciclina y
pueden ser sensibles a aminoglucésidos o trimetoprima-sulfametoxazol.

En Enterobacter, como en otras enterobacterias, se ha observado un
aumento de la resistencia a antibiéticos B-lactamicos, aminoglucésidos,
trimetoprima-sulfametoxazol y quinolonas, con variaciones geogréaficas'*.

Un problema de importancia epidemioldgica lo constituye la presencia de
cepas productoras de AmpC junto a plasmidos codificadores de BLEE,
observado especialmente en E. cloacae (una delas especies mas
frecuentemente aislada a partir de muestras clinicas).

La resistencia a carbapenemes puede estar mediada por accién de
diferentes metalobetalactamasas (MBL) y carbapenemasas (p. ej. KPC) que
hidrolizan imipenem y meropenem en distintos niveles. Las infecciones por
cepas productoras de carbapenemasas, requieren una terapia combinada.
Tigeciclina, colistina y fosfomicina son los antimicrobianos con mayor actividad
in vitro.

Las MBL presentan actividad enzimatica sobre carbapenemes al igual
gue sobre las carboxi y acilureidopenicilinas y sobre las cefalosporinas tanto de
espectro reducido como de espectro extendido.Solo el aztreonam evade la
accion hidrolitica de estas carbapenemasas, siempre que no haya otros
mecanismos presentes. La presencia de una BLEE sumada a una MBL da
como resultado la resistencia al aztreonam.

La presencia de carbapenemasas de tipo KPC genera multirresistencia:
inactiva piperacilina-tazobactama, C3G y C4G y se suma a la resistencia a

fluoroquinolonas y aminoglucdsidos. Las Unicas opciones terapeuticas que
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guedan en estos casos sontigeciclina y colistina, con sus limitaciones
farmacocinéticas y sus efectos colaterales.

La instauraciéon de un tratamiento antimicrobiano apropiado depende en
primera instancia, de la deteccion de los mecanismos de resistencia presentes

por parte del laboratorio de microbiologia.

Género Pantoea

Aspectos taxonémicos

En el género Pantoea se describen trece especies: P.
agglomerans,Pantoea septica, Pantoea eucrina, Pantoea brenneri,Pantoea
conspicua,Pantoea ananatis, Pantoea dispersa,Pantoea stewartii(P. stewartii
subsp. stewartiiyP. stewartii  subsp.indologenes), Pantoea vagans,
Pantoeaeucalypti, Pantoea deleyi, PantoeaanthophilayPantoea cypripedii .

Las cinco primeras han sido aisladas en muestras humanas, (orina,
sangre, heridas y 6rganos internos)*?’.

Las ocho especies restantes se han encontrado en plantas, semillas,
frutas, suelo y agua.

La clasificacion taxonomica de las especies que componen este género

se baso en el andlisis de secuencia multilocus de los genes gyrB, rpoB, atpD e

infB %3,

Epidemiologia, transmision y significado clinico
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Se han reportado casos de bacteriemia porP. agglomeransasociadas a
infusiones y material biomédico contaminado™®’, de artritis, sinovitis u
osteomielitis y casos de peritonitis en pacientes ambulatorios sometidos a
dialisis peritoneal®.

P. agglomerans es causa de infecciones de tejidos blandos relacionadas
con trauma penetrante por objetos contaminados con el suelo o la vegetacion y

ademas se la ha asociadocon numerosas infecciones y brotes® 2% >/ 81, 90. 102,134,

148
P. septica, P. eucrina, P. brenneri yP. conspicua fueron reconocidas

como causa de brotes™ y P.ananatis fue aislada en casos de bacteriemia®’.

Caracteristicas culturales

Las bacterias de este género desarrollan bien en medios para
enterobacterias, agar nutritivo y agar sangre. Lo hacen bajo la forma de
colonias mas o menos convexas, lisas, translicidas, de borde entero. P.
agglomeranssuele presentar un pigmento amarillo. Otras especies pueden
presentar pigmentacion’de color marrén palido, rojizo palido o amarillo-
anaranjado.

Son anaerobios facultativos que pueden desarrollar entre los 30C vy los

37C.

Identificacion a nivel de género y especie
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Son bacilos gram negativos, oxidasa negativos, catalasapositivos y
reducen nitratos. En TSI fermentan la glucosa con producciéon de gas. Son indol
negativos, Voges Proskauer positivos, citrato de Simmons positivos, no
producen SH, no hidrolizan la urea y solo un 30% de las cepas descarboxilan
lisina y/uornitina. Muchas especies utilizan el malonato.

P. agglomerans es muy dificil de identificar, ya sea con sistemas
comerciales o bioquimicos convencionales'®**°. La pigmentacién amarilla y las
pruebas negativas de lisina, arginina y ornitina llevan a pensar en que una cepa
puede pertenecer a la especieP. agglomerans.

La Tabla 8 muestra caracteristicas bioquimicas que diferencian
especiesde los géneros Enterobacter, Cronobacter y Pantoea.

En la tabla 11 se puede observar el comportamiento fenotipico de las
distintas especies del género Pantoea.

Todas las cepas de P. agglomerans presentan resistencia a fosfomicina
mientras que las demas especies son sensibles, por lo que esta prueba,
realizada por el método de difusion, es de gran utilidad para una identificacion

presuntiva®.

Identificacion por métodos moleculares

Los estudios de secuenciacion de genes especificos pueden
proporcionar informacion adicional para la identificacion de la mayoria de las

especies. El andlisis de secuencia de los genes gyrB, rpoB, ataD e infB
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resultan de mayor utilidad que la secuenciacién del ARNr 16S al momento de la
identificacion a nivel de especie®®.
Ante la sospecha de brote la confirmacion del mismo requiere de

técnicas moleculares que estan disponibles en laboratorios de referencia.

Tabla 11. Caracteristicas fenotipicas que distinguen las especies de Pantoea®

Especie IND PHE GLI DUL INO CEL LAC RAF
Pantoea agglomerans - d (d) - (d) d d (d)
Pantoea ananatis + - + - + + + +
Pantoea dispersa - - (d) - d d d -
P. stewartii subsp. stewartii - - - - - - - +
P. stewartii subsp. indologenes + - d - + + + +
Pantoea vagans - + d - + - d -
Pantoea eucalypti - + d - + d d -
Pantoea deleyi - + + - - - - -
Pantoea anthophila - + + - + + - -
Pantoea cypripedii - + + - + + - -
Pantoea septica - + d - d d d -
Pantoea eucrina - d - - d d d -
Pantoea brenneri - d d d d d d d
Pantoea conspicua - + - + + + + -

®Resultados obtenidos mediante el empleo de sistemas miniaturizados basados en fermentacion y
utilizacion de aztcares y de fuentes de carbono a 28°C (api ID32E, api 20E, api 50CHE, Biotype 100)**%°.
IND: indol, PHE: fenilalanina desaminasa, GLI: glicerol, DUL: dulcitol, INO: inositol, CEL: celobiosa, LAC:
lactosa, RAF: rafinosa. + : 90-100% cepas positivas en 1-4 dias, d : 11-89% cepas positivas en 1-4 dias,
(d) : 11 -89% cepas positivas en 3-4 dias, - : resultados negativos.
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Sensibilidad a los antibi6ticos

Las cepas de P. agglomerans son generalmente sensibles a
aminoglucésidos, fluoroquinolonas y trimetoprima sulfametoxazol. Todas ellas

presentan sensibilidad a imipenem y a cefalosporinas de amplio espectro.

Género Cronobacter

Aspectos taxonomicos

Un cambio de importancia clinica fue la reubicacién de Enterobacter
sakazakii en un nuevo género Cronobacteren 2007.

Una actualizacion taxondémica sobre la base de evaluaciones extensas
de genotipo y fenotipo, dio lugar a la definicion de seis nuevas especies

08,153 (Tablal2). Varios estudios avalan

adicionales y de una genomoespecie
esta nueva clasificacion ** 7" 7% 8113 De acuerdo a la actualizacion de Brady,
tres especies del género Enterobacter se reubicaron en el género Cronobacter:
E. turicensis, E. helveticus y E. pulveris como Cronobacterzurichensis,

Cronobacter helveticus y Cronobacter pulveris™.

Tabla 12. Distribucion de biogrupos dentro del género Cronobacter

Especies de Cronobacter Biogroupos
Cronobacter sakazakii sp. nov. 1,24,7,8,11y13
Cronobactermalonaticus sp. nov. 509yvyl4
Cronobacterturicensis sp. nov. 16
Cronobactermuytjensii sp. nov. 15
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Cronobactercondimenti sp. nov. 1

Cronobacter universalis sp. nov. Genomoespecies
separadas
Cronobacterdublinensis.sp. nov

Cronobacter dublinensis subsp. dublinensis subsp. nov. 12
Cronobacter dublinensis subsp. lausannensis subsp. nov. 10
Cronobacter dublinensis subsp. lactaridi subsp. nov. 6

Epidemiologia, transmision y significado clinico

Cronobacter (Enterobacter) sakazakii, patdgeno oportunista transmitido
por los alimentos ha causado infecciones neonatales graves, tales como
abscesos cerebrales, meningitis, enterocolitis necrotizante y sepsis®”
8147 También se lo aisl6 en cuadros graves en ancianos y adultos
inmunocomprometidos.

C.turicensis, también oportunista,es un agente causal raro de

infecciones potencialmente mortales en neonatos.

Aspectos patogénicos

En C. sakazakii el marcador de virulencia mejor caracterizado es una
proteina de membrana externa A, codificada por el gen ompA%. Otros
mecanismos demostrados son: la produccion de una enterotoxina en
aislamientos clinicos y transmitidos por alimentos'*? y su potencial invasivo en

células de la barrera intestinal**’.
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En C.turicensis como determinantes especificos de virulencia se
encontraron el polisacarido capsular, el antigeno O de la superficie, sideréforos,

fimbrias, pili, y proteinas efectoras, entre otros™*.

Caracteristicas culturales

Las especies del género Cronobacter, son bacilos gram negativos
anaerobios facultativos,méviles, de 1 um a 3um de largo. Crecen facilmente
a25°C en agar tripteina de soja (TSA) y el 92 % de las cepas dan colonias con
un pigmento amarillo caracteristico al cabo de 48-72 h de incubacion®.

Si bien el rango de temperatura de desarrollo va desde 6°C a 47°C, la
produccion de pigmento y el tamafio de la colonias estdn muy influenciados por
la temperatura de incubacién y son mayores a 25° C que a 36° C.

En medio TSA las colonias tienen dos presentaciones:unas de aspecto
mate y consistencia mucosa y las segundas de superficie brillante, lisa y con
frecuencia con poca produccion de pigmento. Al realizar subcultivos, estas
caracteristicas pueden sufrir cambios. En relacion con el origen de los
aislamientos se han observado diferencias en el aspecto de las colonias. Las
cepas clinicas presentan aspecto mucoide mientras que las de origen
ambiental son rugosas, de aspecto mate y textura gomosa.

La actividad de la a-glucosidasa, unica en el género Cronobacter, ha
sido empleada como marcador selectivo en los medios cromogénicos.

En los ultimos afios se han desarrollado medios fluorogénicos y
cromogeénicos de gran aplicacion en la industria alimentaria y en muestras

ambientales. Entre ellos podemos citar alagar CCl (Chromogenic Cronobacter
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isolation agar Oxoid), al agar ESIA, (Enterobacter sakazakii isolation agar), al

agar DFI (Druggan-Forrsythe-lversen) y al agar DFI modificado.

Identificacion a nivel de género y especie

Estas bacterias generalmente dan reacciones positivas para catalasa,
reduccion de nitratos, utilizacion de citrato, produccién de acetoina (Voges-
Proskauer), esculina y arginina. Producen acido de D-glucosa, D-sacarosa, D-
rafinosa, D-melibiosa,D-celobiosa, D-manitol, D-manosa, L-ramnosa, L-
arabinosa, D-xilosa, D-trehalosa, galacturonato y D-maltosa. Cronobacter
metaboliza los sustratos: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-a-D-glucopiranésido, 4
metilumbeliferil-a-D—glucopiranésido, 4-nitrofenil-3-D-glucopiranésido, 4-
nitrofenil- a -D-glucopiranésido, 4 -nitrofenil- a -D-galactopirandsido y 4-
nitrofenil- 3 -D-galactopirandsido. Dan negativas las pruebas de oxidasa,rojo de
metilo, la produccién de sulfuro de hidrégeno, ureasa, lisina, B-D-glucuronidasa
y el metabolismo de D-sorbitol, eritritol, mucato, tartrato, 5-cetogluconato, acido
D-sacarico, piruvato de sodio, glucosa-1-fosfato, glucosa-6-fosfato, adonitol y
arabitol®.

Cuatro pruebas bioquimicas con relevancia estadistica permiten

diferenciar las especies del género Cronobacterentre si: indol, malonato,

produccion de gas a partir de dulcitol y de a-D-metilglucésido (Tabla 13).

Tabla 13. Diferenciacion de las especies y subespecies de Cronobacter

Especies y subespecies IND MAL DUL MDG
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C. sakazakii subsp. sakazakii - - +

C. sakazakii subsp malonaticus - + - +
Cronobacter muytjensii + + + -
Cronobacter dublinensis + v - +
Cronobacter turicensis - + + +
Cronobacter genomospecie 1 - + + +

IND: production de indol, DUL: produccion de acido a partir de dulcitol, MAL: utiizacién de malonato,
MDG: produccion de acido a partir de a-metil-D-glucésido, + : 85—-100% positivos, v : 15-85% positivos, -

: menos del 15% positivos.

Los sistemas multipruebas, tales como API 20E, ID32E (bioMérieux),
empleados en la tipificacion de enterobacterias, mostraron resultados
conflictivos en la identificacion de Cronobacter spp. Se han reportado
resultados tanto falsos positivos como negativos.

El sistema 50CHE API ha demostrado ser mas confiable, con resultados
similares a los obtenidos por secuenciacién de ADN.

Entre otros métodos alternativos empleados para la identificacion
podemos mencionar la nueva versibn de VITEK 3.0, que mostr6 una
sensibilidad del 100% y el empleo de espectrometria de masas MALDI-TOF
MS, que proporciond resultados idénticos a los obtenidos por otros estudios

moleculares.

Sistemas de identificacion

Cuando se emplean sistemas comerciales para la identificacién, ésta se

puede considerar confiable cuando la probabilidad de precision supera el
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90%.La identificacion de microorganismos aislados de sitios estériles con una
probabilidad menor del 90% requiere su confirmaciébn por métodos
convencionales o mejor por métodos moleculares.Mientras tanto, el aislamiento
puede ser informado con una identificacién presuntiva.

Las especies raras que se identifican con bajas probabilidades siempre
se deben enviar a un laboratorio de referencia adjuntando el resumen de

historia clinica.

Evaluacion, interpretacion y presentacion de informes de los resultados

Cuando el laboratorio adopta cambios taxondémicos, que impliquen
modificaciones de nomenclatura., el informe debe contener la nueva

denominacion, seguida de la anterior entre paréntesis.

Identificacion por métodos moleculares

Dos estrategias se pueden emplear en la identificacion de Cronobacter
de acuerdo al objetivo perseguido:

a)En la industria alimentaria se requiere contar con un método simple
rapido y sensible para descartar la presencia de Cronobacter spp. como
patdogeno contaminante. La PCR en tiempo real aplicada al estudio de genes

tales como ompA, dnaG ygluA es una herramienta Gtil para este fin.

150



b) La ldentificaciébn a nivel de género y especie se puede alcanzar a
través de la secuenciacion de genes especificos. EI gen recN mostré un alto

poder de discriminacién comparado con la secuenciacién del ARNr-16 S8,

Sensibilidad a los antibi6ticos

Existe muy poca informacién respecto del perfil de sensibilidad de estas
bacterias. Son resistentes naturales a bencilpenicilina, oxacilina y vancomicina
como el resto de las enterobacterias. Se observd que la mayoria eran
resistentes a cefalosporinas de primera generacién probablemente por la
presencia de enzimas del tipo AmpC como CSA-1 y CSA-2 en C. sakazakii y
CMA-1y CMA-2 en C. malonaticus®®,

También se registraron altos porcentajes de resistencia a tetraciclinas y
quinolonas. La mayor parte de las cepas estudiadas presentd sensibilidad a

TMS y gentamicina.

Género Serratia

Aspectos taxonomicos

La mayoria de las especies del género Serratia, estan distribuidas en el

medio ambiente, el suelo y los reservorios animales.
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En el hombre pueden encontrarse colonizando la mucosa intestinal, el
tracto respiratorio, el tracto urinario, heridas, etc. y a nivel nosocomial en
ambientes y reservorios como el agua potable, cafierias e insumos
hospitalarios®” 14,

Serratia marcescens fue descubierta en 1819 por Bartolomeo Bizio, un
farmacéutico de Padua, Italia, en una papilla de harina de maiz (polenta). La
bacteria que causaba una coloracion sanguinolenta “milagrosa” se denominé
Serratia en honor de un fisico italiano llamado Serrati y marcescens (de la
palabra latina que significa descomposicion), porque el pigmento rojizo
(prodigiosina) se deterioraba rapidamente.

S. marcescens es agente causal de infecciones nosocomiales y de la
comunidad, pero también se la responsabiliza de mastitis en vacunos y ovinos,
enfermedad en corales, insectos y plantas. Se aisla del agua, gusanos de
seda, tortugas, peces, lagartijas etc. y puede crecer en alimentos.

Serratia fonticola y Serratiagrupo liquefaciens son las especies mas
frecuentemente aisladas en medio ambiente.

S.grupo liquefaciens,Serratiarubidaea,Serratiafonticola,Serratia ficaria,
SerratiaplymuthicaySerratiaodorifera son agentes causales poco frecuentes,
perobien documentados,de infecciones humanas?® & 392 87133

Actualmente el género Serratia esta constituido por las especies: S.
fonticola, S.grupo liquefaciens, Serratia entomophila, S. ficaria, S. marcescens
subsp.marcescens, S. marcescensbiogroupol, S. odoriferabiogroupol, S.
odorifera biogroupo2, S. plymuthicayS. rubidaea.

Serratia marcescens es el agente causal mas importante de infeccion

entre todas las especies recuperadas de muestras clinicas humanas.
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El grupo Serratia liquefaciens esta constituido por: S. liquefaciens sensu
stricto, Serratia proteamaculans y Serratia grimesii., especies que nho se
pueden distinguir por pruebas bioquimicas, por lo que deben ser informadas
como "Serratia grupo liquefaciens".

Serratia ureilytica,Serratia quinivorans, S. plymuthica, S.entomophilay S.

ficaria son microorganismos ambientales y causas poco frecuentes de

enfermedad humana®*.

Epidemiologia, transmision y significado clinico

Las bacterias del género Serratiason consideradas como patdgenos
oportunistas. La internacion es el principal factor de riesgo para desarrollar
infeccibn por estos microorganismos, especialmente en salas de cuidados
intensivos y de neonatologia.

La colocacion de catéteres intravenosos, intraperitoneales o de la via
urinaria 'y la instrumentacion anterior de las vias respiratorias se han
identificado como factores predisponentes entre los pacientes hospitalizados.

Una revision bibliogréfica sobre casos de brotes permite confirmar la

12, 24, 46,144

diversidad de reservorios como fuentes de diseminacion por lo que,

las campafas de lavado de manos, control de la potabilizacion del agua y
asepsia de instrumentos hospitalarios son imprescindibles para evitarlos'’2%%4,
La infeccion del tracto urinario, se da mayormente (90% de los casos) en

pacientes con antecedentes de cirugia reciente o instrumentacion del tracto

urinario.
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La infeccion del tracto respiratorio aparece generalmente en colonizados
con Serratia spp. después de la instrumentacion y especialmente en aquellos
con enfermedad pulmonar obstructiva cronica.

Las meningitis o los abscesos cerebrales por Serratia pueden darse en
nifios prematuros y recién nacidos con sepsis previa.

En adultos,Serratia marcescens es agente causal de infecciones del
sistema nervioso central incluyendo meningitis y supuraciones focales y se lo
ha asociado frecuentemente con los procedimientos neuroquirdrgicos.

Serratia spp. se detecta como agente de endocarditis, especialmente en
los consumidores de drogas por via intravenosa, comprometiendo por lo
general la valvula adrtica o mitral.Las infecciones intraabdominales suelen
presentarse con drenaje biliar, absceso hepatico, absceso pancreatico y
exudado peritoneal. La peritonitis por Serratia puede complicar la dialisis
peritoneal®.

En personas que son adictas a las drogas por via intravenosa, la
diseminacion hematogena de S.marcescens es causa de osteomielitis y
artritis.

Serratia spp. se aisla como agente responsable de infecciones oculares
en queratitis asociada al uso de lentes de contacto rigidas o blandas o
causando endoftalmitis generalmente después dela cirugfa ocular**.

Ulceras en la piel y abscesos diseminados son caracteristicos de
infeccién por S.marcescens®®.

En niflos mayores y adultos con enfermedad granulomatosa

cronica,S.marcescens es causa importante de infecciones de la piel. Alli forman
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grandes ulceras multifocales con mala cicatrizacion, asociadas a infecciones en
sitios cripticos internos*’ 48 49 97,

Las bacteriemias por Serratia marcescens se presentan con mayor
frecuencia en pacientes con enfermedad de base como: diabetes, neoplasias e
insuficiencia renal cronica.

Si bien Serratia spp. siempre se consider06 como un patdgeno

nosocomial *°

, un estudio realizado en Canada en 2007 determindé que la
mayoria (65%) de los incidentes fueron de inicio en la comunidad. Se
comprobd ademas que el 92% por ciento de las cepas pertenecian a la especie
Serratia marcescens. No se observé.un aumento anual en la resistencia, a

pesar de los informes de resistencia cada vez mayor entre estas especies

reportados por otros grupos 3.

Aspectos patogénicos

Entre los aspectos de patogenia y virulencia de S. marcescens que han
sido estudiados se incluyen: adherencia, hidrofobicidad, biosintesis del
lipopolisacarido (LPS) y productos extracelulares, captaciébn de hierro y
produccion de hemolisinas.

La adhesion a las superficies epiteliales se daria a través de los pilitanto
resistentes comosensibles a manosa.

El lipopolisacarido LPS es responsable de la actividad biologica de la

endotoxina.
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S. marcescens produce exoproteinas: quitinasa, lipasa, cloroperoxidasa,
proteasas, lecitinasa y hemolisina, reconocidas como factores de virulencia,
ademas de gelatinasa y DNasa**°.

La capacidad de producir proteasa alcalina y gelatinasa desempenfarian
un papel importante en la patogénesis de la queratitis relacionada al uso de
lentes de contacto.

En un trabajo de reciente publicacion se analizé elproceso de invasionde
este patdgenooportunista en célulasepiteliales y se demostr6 que una vez
internalizada, Serratiaescapaz, no solo depersistir,sino también de multiplicarse
generando un nicho adecuado para la supervivencia y la proliferacion dentro de
la célula huésped™.

S. marcescens también produce un biofilimque favorece la adhesividad a
las superficies y que tiene caracteristicas diferentes a los producidos por otros

microorganismos como P. aeruginosay E. coli.

Caracteristicas culturales

Una caracteristica cultural diferencial de varias especies es el desarrollo
de colonias pigmentadas. Serratia rubidaea especialmente, Serratia
marcescens(incluyendo la cepa Kred de Serratia marcescens subsp.
sakuensis) y cepas de S. plymuthica producen un pigmento rojo muy
caracteristico llamado prodigiosina, insoluble en agua, que puede aparecer a lo
largo de toda la colonia o solo como un centro de color®.El color varia de rojo
oscuro a rosa palido, dependiendo de la edad de las colonias. Su formacion se

ve favorecida por una incubacion a 30T en un medio de agar con glicerol.
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La produccion de prodigiosina esta influenciada por la temperatura, la
tensién de oxigeno, la concentracion de fosfato (pH) e iones metalicos. La
méxima produccién del pigmento generalmente ocurre durante la fase
estacionaria y la cantidad de pigmento en la bacteria alcanza su punto maximo
después de 5 dias de incubacion.

Tanto las cepas de Serratia marcescens que producen pigmento como
aquellas que son incapaces de sintetizar la prodigiosina, dan reacciones
bioquimicamente idénticas.

En agar nutritivo las colonias tienen un diametro de 1,5 a2 mm después
de 24 horas de incubacién; en agar Agar Hektoen las colonias tienen a
menudo un color salmén debido a la fermentacion de la sacarosa.
Serratiamarcescensforma colonias lactosa negativas en el agar MacConkey y
pueden ser B-hemoliticas en el agar sangre®. Las hemolisinas son inestables
después de la liberacién, de modo que no siempre se detectan por las técnicas
habituales.

Las temperaturas éptimas de desarrollo varian segun las especies: 37C
para S.ficaria,S. marcescens y S. odorifera y de 22 a 30T para las especies
del grupo liquefaciens, S. plymuthicay S. rubidaea.S. odorifera produce un olor
acre, similar al de las papas sin pelar.

En agar MuellerHinton, los cultivos de Serratia marcescens subsp.
marcescens y la mayoria de las cepas de otras especies crecen alrededor de
discos de colistina, polimixina B y cefalotina y dan un aspecto de escarapela
sugerente, pero no es totalmente especifico deSerratiaspp.

S. marcescens tiene predileccion por el crecimiento en los alimentos con

almidon, donde las colonias pigmentadas son facilmente confundidas con gotas
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de sangre.S. marcescens degrada el triptéfano y usa citrato como fuente de

carbono.

Identificacion a nivel de género y especie

Las especies del género Serratia se distinguen entre las enterobacterias
por producir tres enzimas hidroliticas: lipasa, gelatinasa y DNasa. Los
caracteres bioguimicos minimos de las especies del género Serratia se
resumen en la Tabla 14.Ademas,las especies de este género,excepto S.
fonticola, pueden utilizar 4-aminobutirato, caprato, caprilato, L-fucosa y tirosina
como unica fuente de carbono.Los caracteres para diferenciar las especies del
género Serratia se presentan en la Tabla 15.La mayoria de las especies se
identifican facilmente, excepto las del grupoS. liquefaciens. La separacion de
los miembros de este grupo se puede lograr utilizando una combinacién de API
50 CH y APl ZYM (bioMérieux, Hazelwood, MO, EE.UU.)**"* sistemas

10919 5 métodos moleculares®.Se proponen dos

automatizados (Vitek o similar)
algoritmos para facilitar la separacién de las distintas especies del género
Serratia partiendo de su comportamiento frente a los aminoacidos lisina y

ornitina (Figura 1).

Tabla 14. Caracteres bioquimicos de las especies del género Serratia

Reacciones positivas Reacciones negativas
ONPG ADH (excepto S. grimesii)
Voges Proskauer (excepto S. fonticola)  Produccion de SH,
DNasa(excepto S. fonticola ) Indol (excepto S. odorifera)
Lipasa(excepto S. fonticola ) Fenilalanina desaminasa
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Gelatinasa(excepto S. fonticola ) Fermentacion de dulcitol
(excepto S. fonticola)

Fermentacion de glucosa, manitol, D-
manosa y trehalosa

%0ONPG: o-nitrofenilgalactopirandsido, ® ADH: arginina dihidrolasa.

Tabla 15. Caracterizacién de especies del género Serratia® °

ESPECIES LDC ODC Mal Ara Ram Xil Sac Ado Shl Cel Abl Pig
S. entomophila® - - - - - v + - - - v .
S. ficaria - - - + v + + + + + -
S. fonticola + + v + v v v + + - + -
S. grupoliquefaciens + + - + v + + - + - - -

S. marcescens

+ + - - - - + + - - \%
subsp.marcescens
S. marcescens v . i i i i N v N i i ND
biogroup 1
S. odorifera
biogroupo 1° * " ) " * " * v " " ) )
S. odorifera . i i . . . i v . . i i
biogrupo 2°
S. plymuthica® - - - + - + + - \Y v - +
S. rubidaea v - + + - + + - + \Y, ND ND

%S. marcescens subsp. sakuensis, es un microorganismo formador de esporas; S. ureolytica es ureasa positiva(solo
se conoce una Unica cepa).

PAbreviaturas: LDC: lisina descarboxilasa, ODC: ornitina descarboxilasa, Mal: malonato, Ara: arabinosa, Ram: L-
ramnosa; Xil: D-xilosa; Sac: sacarosa, Ado: adonitol, Sbl: sorbitol, Cel: celobiosa, Abl: D-arabitol, Pig: pigmento, +: =
90%, V: 11 a 89%, -: < 10%, ND: informacion no disponible.

‘Crece a 37, pero la caracterizacion bioquimica de be realizarse a 30<C.

dpresentan un olor caracteristico

¢ puede no crecer a 37<C.

S. entomophila, S.ficaria,S.plymuthica

S. marcescens biogrupol LDCv, ODC v

v

Acido de arabinosa

/ \
POSITIVO NEGATIVO
S.ficaria,S.plymuthica S. entomophila,

S.rubidaeaS. marcescens biogrupo 1
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Acido de sorbitol Acido de sorbitol

POSITIVO NEGATIVO POSITIVO NEGATIVO
S.ficaria (olor+) S.rubidaeaS. marcescens S.entomophila
S.plymuthica Prodigiosina + biogrupo 1
(sorbitol V)

Prodigiosina +
S.plymuthica
LDC +, ODC +

S.,fonticola, S.grupo liquefaciens, S. marcescens,S.
marcescens biogrupo 1( LDCv,0DCvV)S. odorifera
biogrupo 1,S. odorifera biogrupo 2(LDC+,0DC -)

Acido de arabinosa
Positvo — T Negativo

S.fonticola, S.grupo liquefaciens, S. marcescens
S. odorifera biogrupo 1S. marcescens biogrupo 1
S. odorifera biogrupo 2

Acido de celobiosa

Olor
Positivo T Negativo
S. odorifera biogrupo 1 S.fonticola,
S. odorifera biogrupo 2 S.grupo liquefaciens
Acido de sacarosa Acido de adonitol
Positivo Negativo Positivo Negativo
S. odorifera S. odorifera S.fonticolaS.grupo liquefaciens

biogrupo 1  biogrupo 2

Figura 1. Algoritmos para la separacion de las especies del género Serratia
partiendo de su comportamiento frente a los aminoacidos lisina y ornitina

Identificacion por métodosmoleculares

La amplificacién del gen del ARNr 16S permite identificar con precision
aS. marcensensmediante el uso deprimers universales seguida de
secuenciacion. Para los demas integrantes del género Serratiapuede

alcanzarseunaidentificacion correcta a nivel de especie mediante el empleo de
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genes alternativos. La secuenciacion de genes tales como recA, rpoB, tuf, gyrA
y gyrB, entre otros, son de utilidad ya que permiten detectar una mayor
variabilidad entre especies.

Para el estudio de brotes, se deben emplear técnicas moleculares que
posean un alto poder de discriminacién y sean de facil interpretacion. Varios
métodos moleculares pueden utilizarse para la genotipificacion. EI método de
referencia es la electroforesis en campo pulsado (PFGE).

Otros métodos de genotipificacién basados en PCR (reaccion en cadena
de la polimerasa) son bastantes utilizados debido a su mayor versatilidad, entre
ellosla amplificacion aleatoriade ADN polimérfico o RAPD (Random

Amplification of Polymorphic DNA).

Sensibilidad a los antibi6ticos

Serratia spp. presenta una R3- lactamasa cromosomica inducible de tipo
AmpC que le confiere resistencia natural a ampicilina, amoxicilina,
cefalosporinas de primera generacién e inhibidores de R-lactamasas (&cido
clavulanico, sulbactama y tazobactama). Hay algunas excepciones,
especialmente con sulbactama y tazobactama.

La resistencia a cefuroxima y cefoxitina es variable. Serratia spp. es mas
sensible a cefoxitina.Serratia posee ademas una resistencia intrinseca propia
de especie a nitrofuranos, tetraciclinas y polipéptidos (polimixina y colistina), a

excepcion de S.fonticola.
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Frente a losnitrofuranos, un cierto nimero de cepas pueden dar halos de
inhibicion pequefios en el antibiograma por difusion y un escaso niamero puede
mostrar sensibilidad.

Serratia spp. al igual que Enterobacter spp. puede hiperproducir B-
lactamasa cromosOmica tipo de AmpC por desrepresién, mecanismo que es
estable e irreversible, esté o no presente el antibidtico inductor. A este hecho
se suma el aislamiento frecuente de cepas portadoras de [B-lactamasas
plasmidicas de espectro extendido (BLEE).

El reconocimiento de estos mecanismos, especialmente en cepas
causales de infecciones graves, impacta directamente en la eleccion de la
terapia antimicrobiana.

Las cefalosporinas de cuarta generacién son una opcion frente a cepas
productoras de BLEE. Si ademas son productoras de AmpC deben emplearse
carbapenemes.

S.marcescens posee una enzima cromosémica (AAC-6"), que cuando se
hiperproduce puede dar resistencia a amicacina, netilmicina, tobramicina y
kanamicina. No obstante puede presentar un fenotipo sensible in vitro.

En S. marcescens se observo resistencia a carbapenemes por presencia
de metaloenzimas (IMP-1) y serinproteinas (Sme-1, IMI-1 y NCM-A). Las
diferencias fenotipicas generales entre ambos grupos son: IMP-1 confiere
niveles similares de resistencia paraimipenem y meropepem, las serinproteinas
afectan mas alimipenem.

Las metaloenzimas no son inhibidas por acido clavulanico y no actdan

sobre aztreonam, droga que si es hidrolizada por las serinproteinas.
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Salmonella

Aspectos taxonomicos

A través de los afios el género Salmonella fue objeto de sucesivas
modificacionesen lo que respecta a su taxonomia y nomenclatura. Sin
embargo, todavia se siguen usando muchos de los métodos descritos y
desarrollados por Edwards y Ewingen la década de los cuarenta™.

Hasta 1970 la taxonomia se basaba Unicamente en el estudio de las
propiedades bioquimicas convencionales y de las caracteristicas antigénicas.
Posteriormente, Le Minor y Popoff, en la década de los 80 propusieron cambios
no solo en la nomenclatura de las especies del género, sino que también
solicitaban que se tuvieran en cuenta las nuevas interpretaciones taxondmicas
propuestas, basadas en estudios de hibridacién del ADN?.

Los métodos moleculares demostraron que el género Salmonella estaba
constituido por dos especies: Salmonella enterica y Salmonella bongori (V). S.
enterica estd compuesta por 6 subespecies: S. enterica subsp. enterica (1),S.
enterica subsp. salamae (ll), S. enterica subsp. arizonae (llla), S. enterica

181



subsp. diarizonae (lllb), S. enterica subsp. houtenae (IV) y S. enterica subsp.
indica (V1) °°. A su vez, las subespecies de S. enterica y la especie S. bongori
tienen propiedades bioquimicas distintas, que permiten diferenciarlas entre si
(Tabla 1).

La especie tipo es S. enterica.Las subespeciesde S. enterica y la
especie S. bongori se dividen en mas de 2.500 serovariedades, que estan
definidas en funcién de diferentes asociaciones de factores antigénicos
somaticos (O) y flagelares (H). La mayoria de las serovariedades, que
constituyen mas del 99,5 % de los aislamientos del hombre y de los animales
de sangre caliente, pertenecen a S. enterica subsp. enterica (l) y llevan un
nombre, por lo general, relacionado con el lugar geografico donde se la aisl6

por primera vez.

Tabla 1. Propiedades bioquimicas diferenciales de las especies y subespecies

de Salmonella

Pruebas S.enterica  S.enterica S.enterica S.enterica S.enterica S. enterica S. bongori

bioquimicas subsp. subsp. subsp. subsp. subsp. subsp.

enterica (I) salamae (Il)  arizonae diarizonae houtenae indica (VI) (V)

(Ina) (INb) (v)

Dulcitol +° + R - - d +
ONPG - - + + - d +
Malonato - + + + - - -
Gelatina - + + + + + -
Sorbitol + + + + + - +
KCN - - - - + - +
L(+) tartrato + - - - - - -
Mucato + + + - (70%) - + +
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Salicina - - - - + - -

Lactosa - - - (75%) + (75%) - d -

Habitat de Animales

la mayoria  de sangre
de las caliente Animales de sangre fria y medio ambiente

cepas

%+ : 90% o mas de los resultados positivos, b_.: 90% o mas de los resultados negativos® d: diferentes

reacciones
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Dado que las serovariedades no tienen nivel taxonémico de especie,
sus nombres, escapan al dominio del “Cdodigo Internacional de Nomenclatura
Bacteriana”, por ello no deben escribirse en cursiva y la letra inicial va con
mayuscula, de la siguiente manera: S. entericasubsp. enterica serovar
Typhimurium, o S. enterica serovar Typhimurium o S. ser. Typhimurium o S.
Typhimurium.

Las serovariedades pertenecientes a las restantes subespecies y a S.
bongori, de baja incidencia en patologia humana o animal, se designan con el
nombre de la subespecie, seguido de la férmula antigénica, por €j.: S. subsp. IV
50: b : - (S. enterica subsp. houtenae50 : b : -).

Los nombres de las serovariedades estan condensados en el esquema
de White-Kauffmann-Le Minor, publicado por elCentro Colaborador de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de Referencia e Investigacion de

Salmonella, del Instituto Pasteur, deParis, Francia®*.

Habitat

Los miembros del género Salmonella estan ampliamente distribuidos en
la naturaleza, se los encuentra como comensales y como patégenos en el
tracto gastrointestinal de mamiferos domésticos y salvajes, reptiles, aves e
insectos,causando un amplio espectro de enfermedades en el hombre y en los
animales.

Desde el punto de vista epidemiologico se pueden clasificar en tres

grupos:
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a) Los que no tienen preferencia por algun huésped en especial, por
lo que infectan tanto al hombre como a los animales. En este grupo se
encuentran la mayoria de las serovariedades responsables de las
salmonelosis.

b) Los que infectan sOlo al hombre: S. enterica serovar Typhi, S.
enterica serovar Paratyphi Ay S. enterica serovar Paratyphi C.

c) Los que estan adaptados a un huésped animal: S. enterica serovar
Abortusovis, a los ovinos,S. enterica serovar Abortusequi, a los equinos y S.

enterica serovar Gallinarum, a las aves®.

Significado clinico

Los miembros del género Salmonella son causantes de las siguientes

patologias:

Salmonelosis

La salmonelosis es una zoonosis de distribucion mundial. Se notifica con
mayor frecuencia en los paises desarrollados, ya que poseen mejores sistemas
de notificacion. Es una enfermedad de origen alimentario, porque los alimentos
contaminados constituyen el principal modo de transmision.

Desde el punto de vista epidemiolégico, las infecciones por Salmonella
pueden causar brotes en la poblacion en general, sin embargo el 60-80 % de
los casos son esporadicos. A veces se producen grandes brotes en hospitales,

jardines maternales, geriatricos y restaurantes.
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Se transmite al hombre ya sea directamente o a través de productos
contaminados de origen animal, tales como: huevos crudos o parcialmente
cocidos y sus productos, carnes y sus derivados, aves de corral (especialmente
pollo y pavo), leche cruda, productos lacteos y agua contaminada. Los
animales de granja se infectan a través de sus alimentos y de fertilizantes
elaborados con harinas de carne, de pescado y de huesos contaminados.
También se informaron brotes por el consumo de frutas, jugo de frutas y
hortalizas crudas contaminadas. Otra fuente de contaminacion son las
mascotas (perros, gatos, caballos, pajaros, tortugas, iguanas y pajaros) y los
productos farmacéuticos de origen animal no esterilizados (polvo de tiroides,
hormonas pancreaticas, sustancias corticoadrenales, etc.). Es también
importante la transmision de persona a persona por la via fecal-oral, en
especial cuando existe diarrea.

La transmisién que oscila entre varios dias a varias semanas, ocurre
durante toda la evolucién de la infeccion. El estado de portador temporal puede
persistir varias semanas, especialmente en lactantes y es raro el de portador
cronico (de méas de un afo).

Los sintomas son: gastroenteritis aguda, cefalalgia, dolores abdominales
subitos, diarrea, nauseas, fiebre y vomitos. La deshidratacion puede ser grave
sobre todo en menores de un afo, ancianos e inmunocomprometidos. Aunque
la morbilidad por salmonelosis es elevada, la mortalidad es baja, excepto, en
ninos de corta edad, ancianos e inmunosuprimidos. A veces el agente se
localiza en cualquier tejido del cuerpo, produciendo abscesos y causando
artritis, colecistitis, endocarditis, meningitis, pericarditis, neumonia, pioderma o

pielonefritis. La infeccidbn que comienza con una diarrea aguda puede continuar

186



hacia una infecciébn focal o hacia una septicemia. Tiene un periodo de
incubacion de 6 a 72 h, generalmente entre 12 a 36 h y la gastroenteritis

persiste de 24 a 72 h. La dosis infectiva es de 10° a 10° microorganismos®.

Sindrome de fiebre entérica

Este sindrome esta asociado con S. enterica serovar Typhi (fiebre
tifoidea); S. enterica serovar Paratyphi A, S. enterica serovar Paratyphi C y S.
enterica serovar Paratyphi B (fiebre paratifoidea). Los tres primeros
microorganismos son patdgenos exclusivos del hombre y S.enterica serovar
Paratyphi B, puede encontrarse también en animales.La relacion entre los
casos de fiebre tifoidea y paratifoidea es 10:1, segun informes de la OMS.

Se transmite por la ingestion de agua o de alimentos contaminados con
heces u orina de enfermos o portadores. En algunos paises, los mariscos, en
especial, las ostras, son importantes vehiculos de transmision. También lo son
las frutas y las verduras contaminadas con aguas residuales, los enfermos no
diagnosticados y los portadores crénicos.

La transmisién oscila desde la primera semana de la enfermedad hasta
el final de la convalescencia; después es variable. Cerca del 10 % de los
pacientes con fiebre tifoidea no tratados, excretan S. enterica serovar Typhi,
durante 3 meses después del inicio de los sintomas y del 2 al 5 % se
convierten en portadores crénicos™*.

Los sintomas, en la fiebre tifoidea son: un cuadro febril prolongado
(temperatura muy elevada) con signos de septicemia, cefalea intensa, malestar

general, anorexia, bradicardia relativa, compromiso del tejido linfatico y
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estrefiimiento. Estos sintomas son mas frecuentes que la diarrea en los
adultos. El cuadro clinico varia desde un padecimiento benigno con febricula,
hasta una afeccién grave con molestia abdominal y numerosas complicaciones,
tales como, hemorragia y perforacion intestinal, estado téxico confusional,
miocarditis, complicaciones supurativas y con menor frecuencia meningitis; de
ahi, la importancia de diagnosticar los agentes causales con certeza y rapidez.

La fiebre paratifoidea, presenta un cuadro clinico similar, pero tiende a
ser mas benigna y su tasa de letalidad es mucho menor.

El periodo de incubacion de la fiebre tifoidea es de 1 a 2 semanas, con
un rango de 3 a 60 dias, dependiendo de la magnitud del in6culo y de los
factores del huésped. La dosis infectiva es baja, menor de

10°microorganismos. El estado de portador crénico es frecuente®.

Aspectos patogénicos

Salmonelosis

La mayoria de las serovariedades de Salmonella al ser ingeridas
oralmente, debe atravesar la barrera acida del estémago. Si bien sobreviven
poco a pH menor de 1,5, que es el pH normal gastrico,lo hacen bien a pH 4 o
mayor. A su vez poseen una respuesta adaptativa a la tolerancia acida, que
puede promover la sobrevida a pH bajos*°.

Una vez que abandonan el estbmago, estos microorganismos moviles,

entran en el intestino delgado, donde interactian con la pared intestinal. Alli,
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deben atravesar la capa de mucus que recubre la pared intestinal y evadir los
productos secretorios del intestino, del pancreas y de la vesicula biliar,
incluyendo enzimas pancreaticas y sales biliares.

Ademas, también deben eludir la accion de péptidos catidnicos que
poseen propiedades antimicrobianas. Estos péptidos son secretados por
granulos contenidos en las células de Paneth, de las criptas del intestino
delgado y representan una importante segunda linea de defensa, ya que los
mismos tienen por funcion permeabilizar las membranas bacterianas.

La inmunoglobulina A (IgA) secretoria y el mucus intestinal, juegan un rol
importante en la prevencién de la penetracion de la bacteria a los enterocitos
que limitan la pared intestinal.

La préxima etapa en el proceso de la enfermedad, es la penetracion del
epitelio intestinal por el microorganismo. Con observaciones de microscopia
electronica, se revel6 que las serovariedades invasivas interactian con la cripta
de la microvellosidad de las células epiteliales (Figura 1), de ese modo
interrumpen el ribete en cepillo. Una vez que estas células son penetradas, la
bacteria es incluida en vacuolas dentro del citoplasma de la célula huésped.
Las cepas virulentas sobreviven, se multiplican dentro de estas vacuolas y
eventualmente lisan sus células hospedadoras diseminandose a otras partes
del cuerpo. También despolarizan las barreras epiteliales, afectando la
integridad de la estrecha union entre las células, lo cual tiene como resultado la
promocién de un dafio citotéxico significativo de las células epiteliales.

La induccién de la sintesis de novo de proteinas es necesaria para la
invasion y esté regulada por el microambiente de la fase de crecimiento de las

células epiteliales superficiales(bajo contenido de oxigeno). Solo los
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microorganismos viables y metabdlicamente activos pueden adherirse a la
superficie de las células huéspedes. La adherencia es seguida casi

inmediatamente por la internalizacién dentro de las células huéspedes®.

Salmonelosis

Lumen Intestinal -

IL-8

E = Enterocito

M =Célula M

N = Neutrdofilo
<= = Salmonella

Figura 1. Interaccion de las serovariedades invasivas de Salmonellacon la

cripta de la microvellosidad de las células epiteliales

Fiebre tifoidea

S. enterica serovar Typhi causa una infeccion sistémica, la fiebre
tifoidea. En el intestino delgado se adhiere a las células de la mucosa y luego
las invade. Las células M, que son células epiteliales especializadas, que

recubren las placas de Peyer, son probablemente el sitio de la internalizacién
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de la bacteria y de su transporte hacia el tejido linfoide. Después de la
penetracion, los microorganismos invaden los foliculos linfoides y luego el
drenaje mesentérico; algunos pasan a las células reticuloendoteliales del
higado y del bazo. S. enterica serovar Typhi es capaz de sobrevivir y
multiplicarse dentro de las células mononucleares fagociticas de los foliculos

linfoides, el higado y el bazo (Figura 2)*2.

Fiebre Tifoidea

’ -

E = Enterocito

M =Célula M
Mo = Macrofago
= = Salmonella

Migracion de los
macrofagos afectados
a los 6rganos
reticuloendoteliales
via linfatica y sanginea

Figura 2. Patogenia de la fiebre tifoidea

Factores bacterianos de virulencia

Varios genes han sido identificados como esenciales para que

Salmonella entre en las células epiteliales. Se han identificado genes que
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codifican fimbrias y proteinas involucrados en la patogénesis de S. enterica
serovar Enteritidis y S. enterica serovar Typhimurium. Entre otros, se pueden
mencionar los genes sef (fimbrias de S. entrica serovar Enteritidis)y pef
(fimbrias codificadas por plasmidos)®’. Los productos proteicos de muchos de
estos genes son similares a las proteinas presentes en los plasmidos de
virulencia de Shigella spp. y de Yersinia spp.

Los genes que codifican los factores de virulencia y regulan su sintesis y
secrecion se encuentran en lo que se denominan islas de patogenicidad. Estas
son segmentos de ADN insertos dentro del cromosoma. La mayoria de ellas
estan ubicadas adyacentes a genes de ARN de transferencia y tienen una
composiciéon de G + C diferente del resto del cromosoma. Estas islas de
patogenicidad codifican sistemas especializados de secrecion denominados
sistemas tipo lll. Estos son sistemas de transporte de proteinas que exportan
factores de virulencia hacia las células huésped, alterando la funcién normal de
dicha célula en beneficio de la bacteria invasora y se activan cuando el
patégeno entra en contacto con la célula®.

Las proteinas reguladoras que controlan la sintesis de mudltiples
proteinas a nivel del gen de transcripcion, son también esenciales para la
patogénesis de Salmonella; ejemplos de ellos son: phoP/phoQ, que regulan la
sintesis de fosfatasa &acida, proteina necesaria para la sobrevida del
microorganismo dentro de los macréfagos’. La resistencia a proteinas
cationicas antimicrobianas en los mamiferos y al pH acido, ademas de otros
factores, son necesarios para la invasion a las células epiteliales.

Algunas serovariedades poseen plasmidos de elevado peso molecular,

que pueden ser considerados como plasmidos especificos de
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serovariedad(SSPs). Las serovariedades que contienen dichos plasmidos son:
S.entericaserovar Enteritidis, S. enterica serovarTyphimurium, S.enterica
serovar Dublin, S.enterica serovar Cholereasuis, S.enterica serovar Pullorum y
S. enterica serovar Gallinarum. Estos plasmidos no se han identificado en otras
serovariedadestales como S. enterica serovar Virchow y S. enterica serovar
Hadar, ni en S. enterica serovar Typhi. Son plasmidos generalmente no
conjugativos y no portan marcadores fenotipicos facilmente identificables, como

los de resistencia a los antimicrobianos.

Caracteristicas culturales

Para el diagnéstico de Salmonella spp. se pueden usar muestras de:
materia fecal, sangre, orina, bilis, material de abscesos y liquido

cefalorraquideo.

Materia fecal

La muestra se debe obtener en el periodo agudo de la enfermedad, antes de
iniciar el tratamiento con antimicrobianos. Con un hisopo estéril, se recoge una
pequefia cantidad de una evacuacion espontanea reciente, seleccionando las
partes mucosas 0 sanguinolentas. En caso de no poder obtener esta muestra,
se hace un hisopado rectal (menor recuperacion). Las muestras que no se
pueden procesar dentro de las dos horas, se deben colocar en medio de
transporte. Como medio de transporte se usa Cary-Blair, que tiene la ventaja

de ser estable hasta 18 meses después de su preparacion, cuando las
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condiciones de almacenamiento son correctas. En este medio se puede

conservar la muestra hasta 5 dias, siempre refrigerada, en heladera a 4°C.

Sangre

Se deben recolectar no menos de dos muestras. Las extracciones se deben
realizar antes de iniciar el tratamiento con antimicrobianos. El volumen a
inocular, siempre debe mantener una relacién 1/10 con respecto al volumen del
caldo del frasco a utilizar. En caso de utilizar medios comerciales, se deben
seguir las indicaciones del fabricante.El hemocultivo es el método diagndstico
estandar en el caso de fiebre tifoidea y puede resultar positivo en el 60 — 80 %

de los casos, en ausencia de tratamiento antibiético*?.

Material de abscesos, orina, bilis

Se deben recoger en recipientes estériles, antes de comenzar con el
tratamiento antimicrobiano. Si no se pueden procesar inmediatamente estos
materiales después de ser obtenidos, se deben conservar refrigerados, en

heladera a 4 °C.

Liguido cefalorraquideo (LCR)

Se debe recoger en tubos secos estériles, antes de comenzar con el
tratamiento antimicrobiano. Si no se puede procesar este material
inmediatamente después de ser obtenido, se debe conservar a temperatura

ambiente.
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Medios de enriguecimiento

Para el enriquecimiento selectivo de Salmonella spp.en materia fecal, se
recomienda el uso de caldo selenito o caldo tetrationato.
Estos caldos, son muy selectivos e inhiben algunas serovariedades de

Salmonella.

Medios de cultivo

Para el aislamiento de Salmonella spp., a partir de distintas muestras
biolégicas, se utilizan, medios de baja selectividad como el agar MacConkey
(MC) o el agar eosina azul de metileno (EMB), de selectividad intermedia como
el agar Salmonella-Shigella (SS), el agar xilosa-lisina-desoxicolato (XLD) o el
agar Hektoen (HE) y medios de alta selectividad como el agar verde brillante
(BG) o el agar sulfito de bismuto (BS). Este ultimo se usa para el aislamiento de

S. enterica serovar Typhi.

Caracteristicas de las colonias

Las caracteristicas de las colonias de Salmonella spp., en los medios de

cultivo, de baja, intermedia y alta selectividad, se presentan en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas de las colonias en los distintos medios de baja,

intermedia y alta selectividad

Medio de cultivo Selectividad Aspecto de las colonias

Agar MC Baja Incoloras
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Agar EMB Baja Incoloras

Agar SS Intermedia Incoloras con centro negro
Agar XLD Intermedia Rojas con centro negro
Agar HE Intermedia Verdes-azuladas con centro negro
Agar BG Alta Rosadas pélidas

Agar BS Alta Negras con brillo metalico

Identificacion a nivel de género, especies, subespecies y serovariedades

Morfologia microscopica

Los miembros del género Salmonella son bacilos gram negativos, de 2-

3 um de largo x 0,4-0,6 um de ancho.

Pruebasbioquimicas

Las placas de los medios de cultivo (agar MC, agar EMB, agar SS, agar
XLD, agar HE, agar BG y agar BS) se incuban a 37 °C, durante 18 - 24 h. Las
colonias caracteristicas convexas de 2 a4 mm de diametro, se siembran en
estrias en agar tripteina de soja (TSA), en agar hierro tres azucares (TSI) y en
agar lisina hierro (LIA) y se incuban a 37°C, durante 18 - 24 h. La mayoria de
las cepas de Salmonella spp. dan las siguientes reacciones: TSI alcalino/acido
con o sin gas, con produccion de sulfuro de hidrégeno (H.S), la mayoria no
fermenta la lactosa y si fermenta la glucosa con producciéon de gas y
descarboxila la lisina.Salmonella enterica serovar Typhi no produce gas y
genera so6lo una pequefa cantidad de H,S.

La mayoria de las serovariedades (99,5%) de Salmonella aisladas del
hombre y de los animales de sangre caliente pertenecen a S. enterica subsp.
enterica (I) y tienen pruebas bioquimicas caracteristicas (Tabla 3). Son

excepcionessS. enterica serovar Typhiy S. enterica serovar Paratyphi A.
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Tabla 3. Pruebas bioquimicas de Salmonella enterica subsp. enterica (I)

Pruebas bioguimicas S. enterica subsp. enterica (1)
Lactosa® -
ONPG -
Producciéon de H»S +
Glucosa (fermentacion)? +/con gas
Dulcitol (fermentacion)? +

Adonitol (fermentacién)? -

Lisina descarboxilasa® +
Ornitina descarboxilasa® +
Arginina dihidrolasa® +

Urea (hidrélisis)® -
Indol -
Rojo de Metilo® +
Voges Proskauer® -
Citrato de Simmons® -

Malonato (utilizacion)* -

2 | ectura hasta los 7 dias, ° Lectura hasta los 4 dias, € Lectura a los 2 dias

S. enterica serovar Typhi y S. enterica serovar Paratyphi A, se pueden
diferenciar de otras serovariedades pertenecientes S. enterica subsp. enterica

(), por las pruebas bioquimicas de laTabla 4.
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Tabla 4. Pruebas bioquimicas diferenciales entre Salmonella enterica serovar

Typhi, S. enterica serovar Paratyphi A y S.enterica subsp. enterica (I)

Pruebas bioquimicas S. Typhi S. Paratyphi A S. enterica subsp.
enterica (l)
H»S (TSI) Trazas -8 +P
Lisina descarboxilasa + - +
Ornitina descarboxilasa - + +
Arginina dihidrolasa - - +
Glucosa (gas) - + +
Citrato de Simmons - - +

#90% o mas de los resultados negativos, ®90% o0 mas de los resultados positivos

Problemas del diagndstico diferencial

A) Algunas cepas de S. enterica subsp. enterica (I) se pueden
confundir con otras enterobacterias productoras de H,S como Proteus mirabilis
y Citrobacter freundii que son comensales del aparato digestivo del hombre y
de los animales de sangre caliente, pero que no son enteropatdégenas (Tabla

5).
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Tabla 5. Caracteres bioquimicos diferenciales entre Salmonella subsp. enterica

(),Citrobacter freundii y Proteus mirabilis

Pruebas bioquimicas S. enterica subsp. C. freundii P. mirabilis
enterica (1)
H,S (TSI) +2 + +
Urea (hidrélisis) b d° +
Fenilalanina desaminasa - - +
Lisina descarboxilasa + - -
Ornitina descarboxilasa + d +
Lactosa (fermentacion) - d -
Dulcitol (fermentacion) + d -
ONPG - + -
Glicerol (fermentacion) - + d

290% o mas de los resultados positivos, °90% o més de los resultados negativos, ¢ Diferentes reaciones

B) Las cepas de C. freundii suelen ser identificadas por error como S.
enterica subsp. arizonae (llla) (serovariedades monofasicas) 0S. enterica
subsp. diarizonae (lllb) (serovariedades difasicas), en razén de compartir
caracteres bioquimicos tales como: H,S (TSIl) +, ONPG + y un perfil de

fermentacién de hidratos de carbono muy parecido (Tabla 6).
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C) Muy raramente cepas de S. enterica subsp. enterica (I) se pueden
confundir con otras entrobacterias productoras de H,S, como Escherichia coli

H.S positivo o Edwardsiella tarda (Tabla 7).

Tabla 6. Caracteres bioquimicos diferenciales entre Salmonella  subsp.

enterica llla y lllb y Citrobacter freundii

Pruebas bioguimicas S. subsp. enterica lllay lllb C. freundii
Lisina descarboxilasa +2 b
Ornitina descarboxilasa + -¢
Glicerol (fermentacion) - +
Malonato (utilizacion) + -
Gelatina (hidrdlisis) +¢ -

C

% 90% o mas de los resultados positivos, P90% o mas de los resultados negativos, ~ Con

excepciones, 9 Lectura hasta 30 dias

Tabla 7. Caracteres bioquimicos diferenciales entre Salmonellaenterica subsp.
enterica (), Edwardsiella tarda y Escherichia coli H,S +

Pruebas bioquimicas S. enterica subsp. E. tarda E. coli H,S +
enterica (l)

Indol -a +P I
Citrato de Simmons + - -
Lisina descarboxilasa + + +
Arginina dihidrolasa + - -/+
Manitol(fermentacion) + - +
Dulcitol(fermentacion) + - +/-

200



Ramnosa (fermentacion) + - +
Xilosa (fermentacion) + - +

ONPG i ] N

2 90% o mas de los resultados positivos, °90% o mas de los resultados negativos
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Serotipificacion

La determinacion del serogrupo somatico (O) es suficiente para la
confirmacion de un aislamiento como Salmonella spp. La serotipificacion
completa es de suma utilidad para los Laboratorios de Referencia, ya que
desde el punto de vista epidemiologico permite establecer la prevalencia de
determinadas serovariedades en distintas zonas geograficas. También es de
utilidad para el estudio de brotes y para conocer la fuente de infeccidon y las
vias de transmision.

La serotipificacion de cepas de Salmonella spp. involucra la
identificacion de antigenos somaticos de superficie [lipopolisacarido (LPS),
antigenos O, (Ag O)], antigenos flagelares [proteinas, antigenos H, (Ag H)] y
del antigeno capsular capsular [polisacarido, antigeno Vi, (Ag Vi)]. La mayoria
de las cepas de Salmonella spp. expresan dos fases flagelares pero también se
conocen variantes afasicas, monofasicas y trifasicas.

La identificacion de las serovariedades surge como consecuencia de la
combinacion antigénica de factores somaticos (O) y flagelares (H), con el
agregado del antigeno capsular (Vi) para unas pocas serovariedades y se

presenta en el Esquema de White — Kauffmann - Le Minor®.

A) Antigenos somaticos (Ag O)

Estan compuestos por complejos de fosfolipidos y polisacaridos; su
composicién es aproximadamente: 60 % polisacaridos, 20-30 % lipidos y 3,5-4

% hexosamina.
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Son cadenas laterales de polisacaridos del LPS de envoltura que se
encuentra en todos los microorganismos gram negativos.

La cadena de polisacaridos del antigeno O es un polimero de unidades
repetidas de oligosacaridos (de 3 a 5 azulcares) lineales o ramificados. La
naturaleza de los grupos terminales y el orden en que se encuentran las
unidades repetidas de la cadena, determina la especificidad antigénica
somatica de la bacteria. Como esta estructura difiere ampliamente entre las
distintas serovariedades, hay diferencias en la especificidad antigénica O%’.

Estos antigenos son termoestables y resistentes a los acidos diluidos y
al alcohol.

La estructura somatica se denomina con la letra O seguida de nimeros
arabigos separados por comas, por ej.. S. enterica serovar Typhimurium
0:1,4,[5],12; S. enterica serovar Enteritidis O:1,9,12.

Los Ag O se pueden clasificar de la siguiente manera:

1) Factores mayores, que identifican el grupo antigénico O; por ej.: el factor
O:4, el factor O:9.
2) Factores menores, que pueden ser:

a) Los que tienen poco o ningun valor discriminativo porque siempre
estdn asociados a otro factor; por ej.: O:12 que siempre estd asociado con
0:2, 0O:4 y 0.9, como se presenta en S. enterica serovar Paratyphi A O: 1,2,12,
en S. enterica serovar Typhimurium O: 1,4,[5],12 y en S. enterica serovar
Enteritidis O: 1,9,12.

b) Los que surgen como consecuencia de una modificacion quimica de
los antigenos mayores; por ej.: O:5 resulta de la acetilacion de la abecuosa

presente en las unidades repetidas del polisacarido responsable de la
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especificidad 0:4,12; O:1 resulta de la insercidén de un residuo de glucosa en la
galactosa de la cadena de polisacarido, como es el caso de S. enterica serovar

Typhimurium O:1,4,[5],12.

B) Antigenos Flagelares (Ag H)

El flagelo es una estructura compleja que consiste en un cuerpo basal,
un segmento de unién (hook) y un filamento. El cuerpo basal ancla el flagelo a
la envoltura de la célula y el hook une el cuerpo basal con el filamento. En la
serotipificacion flagelar de Salmonella se usa solamente la especificidad
antigénica del filamento.

El flamento esta constituido por flagelina, que es una proteina de alto
peso molecular. En Salmonella se han encontrado mas de 60 especificidades
antigénicas flagelares. Las diferencias antigénicas surgen debido a variaciones
en la estructura primaria (contenido en aminoacidos y orden de ubicacion) de
las distintas moléculas de flagelina®’.

Estos antigenos son sensibles al calor.

Unas pocas serovariedades de Salmonella poseen un solo antigeno
flagelar, esas cepas se llaman monofésicas, por ej.:S. enterica serovar
Enteritidis (1,9,12:g,m:-), S. enterica serovarTyphi (1,9,12:[Vi]:d:-); pero la gran
mayoria de las serovariedades tienen dos antigenos flagelares o sea son cepas
difasicas; por ej.: S. enterica serovarTyphimurium (1,4,[5],12:i:1,2) y S. enterica
serovarNewport (6,8,20:e,h:1,2), que expresan la fase 1 (constituida en los
ejemplos por los Ag: H:i y H:e,h, respectivamente) y la fase 2 ( por el Ag:
H:1,2).
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C) Antigeno Capsular (Ag Vi)

Entre los antigenos capsulares de las enterobacterias, el Vi es el mas
importante en el género Salmonella. Es el unico verdadero polisacarido
capsular; es un homopolimero no ramificado del acido a-1,4-2-desoxi-2-N-
galacturénico. Se encuentra en sélo tres serovariedades: S. enterica serovar
Typhi, S.enterica serovar Paratyphi C y en algunas cepas de S. enterica
serovarDublin®’.

Este antigeno es sensible al calor y enmascara al antigeno O.

Descripcion del Esquema de White - Kauffmann - Le Minor

Sobre la base de los componentes antigénicos somaticos (O), flagelares
(H)y capsular (Vi),se ha establecido lo que se denomina el Esquema de White -
Kauffmann - Le Minor, que agrupa a todas las serovariedades conocidas. Este
esquema es elaborado y actualizado por el Centro Colaborador de la OMS de
Referencia e Investigacion de Salmonella, del Instituto Pasteur, deParis,
Francia®’.

El esquema esta conformado por cuatro columnas:

. Primera columna: Indica el nombre de la serovariedad, si la
misma pertenece a S. enterica subsp. enterica (I) o las siglas S. II, S. llla, S.
b, S. 1V, S.V, S. VI, indicando que la serovariedad considerada pertenece a

la subespecie Il o llla, etc.
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. Segunda columna: Antigenos somaticos (O). Los nameros indican
el o los factores del AgO y se escriben separados por una coma. Las
serovariedades se clasifican en grupos somaticos, cada uno de ellos
caracterizado por un factor Omayor. Asi se determinan los grupos A, B, C, etc.
Por ej.: el grupoO:2 (A) esta integrado por S. enterica serovar Paratyphi A
(1,2,12:a:-) entre otras, el grupo O:4 (B) por S.enterica serovarTyphimurium
(1,4,[5],12::1,2), S. enterica serovarAgona (1,4,[5],12:f,g,s:-), S. enterica
serovarSaintpaul (1,4,[5],12:e,h:1,2), etc.

El Esquema de White - Kauffmann - Le Minor, presenta 67 grupos O,
desde el grupo A hasta el Z y luego continla con numeros, desde el O:51
hasta el O:67.

. Tercera y cuarta columna:Antigenos flagelares (H). Se indican los
factores de las fases 1 y 2, del Ag H, respectivamente. Para la fase 1 los
factores se denominan con letras minusculas, seguidas algunas veces por un
namero que figura como subindice y para la fase 2 se emplean en general
nameros arabigos, aunque también se utilizan letras minUsculas. Un signo
"negativo" indica que la fase considerada estd ausente y por lo tanto la
serovariedad es monofasica.

 Los simbolos para los factores somaticos determinados por
conversion fagica estan subrayados (por €j.: 1,2,12)

* [] = Los factores O o H entre corchetes, no subrayados, pueden
estar presentes o0 ausentes sin relacion con la conversion fagica.
Por ej.: el factor [5] del grupo O:4(B). Cuando los factores Hestan
entre  corchetes significa que ellos se encuentran

excepcionalmente en cepas salvajes.
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Ejemplos:

S. enterica serovarEnteritidis 1, 9,12:g,m:-

ElIAgOes 1,9,12; el Ag H (fase 1) es g,m; el Ag H (fase 2) es -; la fase 2
esta ausente, por lo tanto la serovariedad es monoféasica.

S. enterica serovar Typhimurium 1,4,[5],12:i:1,2

El Ag O es 1,4,[5],12 ; el Ag H (fase 1) es H:i ; el Ag H (fase 2) es H:1,2;
las dos fases flagelares estan presentes, por lo tanto la serovariedad es
difasica.

La serotipificacion, para la determinacién de la estructura somatica (O),
flagelar (H) y del antigeno capsular (Vi), se debe realizar de acuerdo a las
especificaciones dadas por el productor de los antisueros diagndsticos que se

empleen.

Serotipificacion somatica

La determinacion del Ag Ode Salmonella spp., se realiza por
aglutinacion en lamina, a partir de un cultivo en agar TSA, incubado a 37 °C,
durante 18 a 24 h.

Siempre se debe verificar que el cultivo se encuentre en forma lisa, o
sea que no aglutine con solucidn fisiolégica. Una porcion del cultivo se mezcla
con solucidn fisiolégica, con un ansa o un palillo y se rota suavemente la lamina
durante 1 min. Luego se observa la presencia o0 ausencia grumos.

. Si hay grumos la cepa esta rugosa y no se puede realizar la
serotipificacion somética (O). Para revertir la rugosidad, se realizan subcultivos

en agar sangre o Mueller Hinton, de manera de recuperar la forma lisa y poder
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continuar con la serotipificacion soméatica. Si no es posible la reversion de la
forma rugosa a lisa, se debe confirmar la identificaciébn porpruebas bioquimicas
y realizar la serotipificacion flagelar (H).

. Si no presenta grumos se realiza la serotipificacion somatica
(O)como se indica a continuacion.

En una lamina de vidrio se enfrenta una suspension del cultivo en
solucion fisiolégica con antisueros somaticos polivalentes que detectan
multiples factores antigénicos correspondientes a los grupos O mas frecuentes:
0:2 (A), 04 (B), O:7 (C1), O:8 (C2-C3), 09 (D1) y 0:3,10 (E1). Estos
antisueros se presentan en distintas combinaciones comerciales, porque
aproximadamente el 95% de las serovariedades aisladas del hombre y de los
animalespertenecen a alguno de estos grupos. Estos antisueros polivalentes

cumplen la funcion de una primera seleccion en grandes grupos.

Si hay aglutinacion con alguno de los antisueros polivalentes, se
prueban los antisueros de grupo O correspondientes y a continuaciéon los
antisueros que detectan factores que estan asociados al respectivo grupo O.

Las reacciones de aglutinacion se deben leer, dentro del minuto.
Aquellas reacciones débiles o que ocurren después de un minuto deben ser

consideradas inespecificas.

Consideraciones a tener en cuenta

Si el cultivo en estudio no reacciona con ninguno de los antisueros
polivalentes probados y bioquimicamente pertenece al género Salmonella,

puede tratarse de:
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a) Una serovariedad no comprendida en dichos antisueros, en tal caso
se debe remitir la cepa al Laboratorio de Referencia.

b) Una serovariedad que presente antigeno de envoltura Vi (S. enterica
serovar Typhi, S. enterica serovar Paratyphi C y algunas cepas de S. enterica

serovar Dublin). En este caso se enfrenta el cultivo con el antisuero Vi.

Determinacion del Antigeno Vi

Cuando se sospecha la presencia del del Ag Vide Salmonella spp., se
realiza su determinacién por aglutinacion en lamina, a partir de una suspension
en solucion fisiolégica de un cultivo en agar TSA, incubado a 37°C, durante 18
a 24 h, mismo, en las tres serovariedades anteriormente mencionadas.

El Ag Vi puede enmascarar al Ag O impidiendo la aglutinacién con los
antisueros somaticos. Por esta razén, si la aglutinacién con el antisuero Vi es
positiva, se calienta una suspensiéon bacteriana en solucién fisioldgica, en agua
hirviendo, durante 30 a 60 min, para remover la capsula. Luego se enfria y se
prueba nuevamentecon los antisueros O polivalentes de grupo y factores
respectivos.

Después del calentamiento el aislamiento no aglutina con el antisuero Vi,

pero si lo hace con los antisueros O correspondientes.

Serotipificacion flagelar

209



La determinacion del Ag Hde Salmonella spp. se realiza por aglutinacion
en tubo o en lamina, dependiendo de las caracteristicas de los antisueros

empleados y de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.

A) Procedimiento en tubo

La serotipificacion flagelar en tubo, se realiza a partir de un cultivo mévil
de Salmonella spp. sembrado en caldo tripteina de soja (TSB) o caldo nutritivo,
incubado a 37 °C durante 18 a 24 h. Con el mismo se prepara la suspension de
trabajo, agregando igual volumen de solucién fisiolégica formolada al 1%. A
continuacion, se deja reposar durante 1 h a temperatura ambiente.

Se mezclaun volumen de antisuero y otro de la suspension de trabajo en
tubos de ensayo o de Khan, de acuerdo a lo recomendado por el fabricante. Se
incuba en bafio maria a 50°C durante una hora y se observa la floculacion.

La suspension de trabajo, primero se prueba con antisueros polivalentes
H, que reconocen multiples factores antigénicos flagelares.Si hay aglutinacion,
con uno o dos de los antisueros H polivalentes, se enfrenta, con los antisueros
de fase H correspondientes.Si el antisuero de fase flagelar esta compuesto por
mas de un factor, por ej.: S. enterica serovar Newport (6,8,20:¢,h:1,2). Ag H
(fase 1): eh y Ag H (fase 2): 1,2, se deben determinar los factores H
correspondientes, utilizando antisueros especificos de factor: H:h o H:2, en este
caso.

A) Procedimiento en lamina

La serotipificacion flagelar en lamina, se realiza a partir de un cultivo

movil de Salmonella spp., sembrado en un agar blando, incubado a 37°C,

durante 18 a 24 h.
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En una lamina de vidrio se enfrenta una suspension del cultivo en
solucion fisiolégica, con antisueros H polivalentes, posteriormente con los
antisueros de fase y con los factores especificos H, segun el esquema descrito
para la aglutinaciéon en tubo, mezclando cada vez con un ansa o un palillo y
rotando suavemente la lamina durante un minuto.

Las reacciones de aglutinacion se deben leer dentro del minuto. Aquellas
reacciones débiles o que ocurren después del minuto deben ser consideradas
inespecificas.

» Consideraciones a tener en cuenta
» Si la cepa de Salmonella spp., de la cual se ha identificado el Ag O, no
reacciona con ninguno de los antisueros flagelares polivalentes, puede

deberse a:

a) La cepa puede presentar un antigeno no incluido en los antisueros

polivalentes. En este caso debe ser remitida al Laboratorio de

Referencia, para completar su serotipificacion.

b) Se puede tratar de una cepa inmdvil, por la ausencia de flagelos.

c) Se puede tratar de una cepa con movilidad reducida. En este caso
se debe exaltar la movilidad por pasajes sucesivos en tubos con medio

de Craigie o en placas de Petri, que contengan agar blando (Figura 3).

» Si el cultivo aglutina con un solo antisuero polivalente flagelar, se puede
deber a:

a) Que se trate de una serovariedad monoféasica.

b) Que sea una serovariedad difasica, de acuerdo al esquema de White

- Kauffmann-Le Minor, por los resultados de la aglutinacion O vy

Unicamente se exprese una sola fase flagelar: En este casose debe
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poner en evidencia la fase no detectada usando el “Método de inversion

de fase”.

Procedimiento
Agar Blando

Siembra del inéculo >

Procedimiento Tubo de
Craigie

Recoleccién del
desarrollo

Siembra del inéculo

Recoleccion del
desarrollo

Figura 3. Métodos para exaltar la movilidad

Método de Inversion de Fase

La mayoria de las serovariedades de Salmonella son difasicas. En

estas cepas los antigenos flagelares, estan regulados coordinadamente, de tal
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manera que una unica célula bacteriana expresa sélo un antigeno flagelar. Sin
embargo la poblacién bacteriana, o sea un cultivo, es una mezcla de células
que expresan ambas fases. Por ej.. un cultivo de S. enterica serovar
Typhimurium (1,4,[5],12:i:1,2), contiene células que expresan la fase 1, H:i y
células que expresan la fase 2, H:1,2. Si la poblacion esta balanceada, el
cultivo aglutina con los antisueros contra las fases H:i y H:1,2. ComUunmente, no
hay una distribucion uniforme y la proporcion de células que expresa una de las
fases es mucho mas grande; por lo tanto, cuando se realiza la serotipificacion,
s6lo una de las fases es inicialmente detectada. Para poder determinar la otra
fase, es necesario aumentar la poblacion de células que expresen la fase
antigénica no detectada. Por ej.: si el antigeno H:i fue el que se detectd, la
segunda fase antigénica se determina haciendo crecer el cultivo en un agar
blando, que contenga el antisuero de la fase H:i. Este inmovilizara a las células
gue expresan el antigeno H:i y permitird que las que expresan la otra fase
flagelar, H:1,2, se muevan y sean detectadas.

La inversion de fase se puede realizar de dos maneras: en tubo de
Craigie o0 en una placa de Petri que contenga agar blando (Figura 3). En ambos
casos, se funde el medio, se deja enfriar a 50°C y se agrega el antisuero para
la inversibn de fase, correspondiente a la fase flagelar previamente
determinada. Se homogeneiza el medio y se deja solidificar. A continuacion se
siembra el cultivo de la fase detectada previamente y se incuba a 37°C, durante
18 a 24 h. En el tubo de Criagie se recoge el crecimiento de la superficie
exterior del mismo y en la placa de agar blando del extremo opuesto al del

punto de siembra y se procede a la serotipificacion flagelar en tubo o en lamina.
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De este modp se podra determinar la fase flagelar que se encontraba en

minoria y completar la serotipificacion de la serovariedad difasica en estudio.

Pruebas serologicas

Reaccion de Widal

La reaccidén de Widal, que mide las aglutininas contra el LPS (Ag O) y el
Ag H de S. enterica serovar Typhi, en el suero de pacientes con sospecha de
padecer fiebre tifoidea, se ha usado desde el siglo XIX. Es una prueba simple y
de bajo costo que se puede hacer en lamina (mejor que en tubo) y en unos
pocos minutos. Su uso se ha visto obstaculizado, por la falta de
estandarizacion de los reactivos utilizados y por la interpretacién inadecuada de
los resultados.

La reaccion de Widal requiere idealmente dos muestras de suero
tomadas, una en la fase aguda de la enfermedad y la otra en la
convalescencia, con un intervalo de aproximadamente de 10 dias. El resultado
positivo se determina, por un incremento de 4 veces en el titulo de anticuerpos,
entre la primera y la segunda muestra. Sin embargo, los titulos de anticuerpos
en los pacientes infectados, a menudo se elevan antes de la aparicion de los
sintomas clinicos. Esto dificulta demostrar el aumento obligatorio de 4 veces en
el titulo de anticuerpos entre la muestra inicial y la posterior para la

confirmacion del diagnaostico.
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Aunque en algunos casos, en la practica, el resultado de una Unica
muestra de suero es Util para ayudar al manejo del paciente, en otros puede
resultar confuso. El resultado de una Unica muestra de suero generalmente
conduce a muchos resultados falsos positivos y falsos negativos.

El conocimiento de los niveles basales de anticuerpos de la poblacién de
un area geografica ayuda a la interpretacion de la reaccion de Widal y solo se
debe utilizar en pacientes donde hay una razonable sospecha de fiebre tifoidea.

Desafortunadamente, se conoce un gran numero de reacciones
cruzadas, entredeterminantes antigénicos de S. enterica serovar Typhi, con
otras serovariedades de Salmonella y con otras enterobacterias, como asi
también, con varias enfermedades, no causadas por Salmonella, como la
malaria, el dengue y la tuberculosis. Esto hace, que el rol de la reaccion de
Widal, sea polémico por su poca sensibilidad y especificidad.

Se utilizan también pruebas de enzimoinmunoensayo (ELISA) para
definir con mayor precisién la respuesta inmune y su aplicabilidad al
diagnostico. Los antigenos generalmente usados en los estudios basados en
ELISA, son el LPS, antigenos flagelares, antigeno Vi o antigenos de membrana
externa.

Con las técnicas de ELISA las mediciones de anticuerpos anti-LPS y
anti-flagelo han sido mas sensibles que las determinadas por la reaccion de

Widal, pero presentan limitaciones similares en cuanto a la especificidad*.

Métodos moleculares

Subtipificacion
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La habilidad para determinar la relacion existente entre aislamientos de
Salmonella y la capacidad para establecer la fuente a partir de la cual se inicid
la infeccion humana son de gran valor para reducir la incidencia de las
enfermedades de transmision alimentaria y evitar la diseminacion de brotes
debidos a este patdogeno. Para esto, es fundamental combinar las
investigaciones epidemiolégicas con estudios de subtipificacion molecular que
permitan establecer la relacion genética entre los aislamientos.

La electroforesis en campo pulsado (PFGE) es considerada actualmente
una de las técnicas de referenciapara la subtipificacion molecular de diferentes
bacterias y ha sido de particular utilidad para la vigilancia e investigacion de
brotes de enfermedades transmitidas por alimentos, en el marco de la Red
PulseNet Interacional®. Su aplicacién ha sido limitada por los problemas de
reproducibilidad y la dificultad para comparar los patrones de bandas obtenidos
en diferentes laboratorios. Este problema de compatibilidad de resultados intra
e interlaboratorio puede ser resuelto wusando protocolos altamente
estandarizados para generar y analizar datos y ese fue el objetivo de PulseNet,
desde la creacién de la Red por el Centro para el Control y Prevencion de
Enfermedades (CDC), de los Estados Unidos, en 19962,

La técnica de PFGE se basa en el analisis del polimorfismo de la
longitud de fragmentos de restriccibn generados a partir de la digestion del
ADN genémico con enzimas de restriccion de corte poco frecuente®.
Brevemente, el ADN blanco sin cortar se obtiene de embeber el
microorganismo intacto en moldes de agarosa y luego se lisa enzimaticamente

la pared celular y se digieren las proteinas celulares. Posteriormente, el
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genoma aislado es digerido con enzimas de restriccidbn que tienen sitios de
reconocimiento poco frecuentes en el ADN en estudio. Después de la digestion,
se realiza la electroforesis en un gel de agarosa, aplicando campos de
electricidad en direcciones alternadas, de manera de separar los fragmentos de
ADN obtenidos, cuyo tamafio varia entre 10 y 800 Kb. El gel se tifie a
continuacion con bromuro de etidio, se visualiza en un transiluminador con luz
UV vy se registra fotograficamente para su posterior analisis. El resultado de
aplicar PFGE al ADN en cuestion provee un patron de restriccion cromosémico
con excelente resolucion, generalmente compuesto de 5 a 20 fragmentos
diferentes.

Para la subtipificacion de aislamientos de Salmonella spp. se
recomienda el protocolo estandarizado de la Red PulseNet*, utilizando como
cepa estandar S. enterica serovar Braenderup H9812%3. Este protocolo ha sido
aplicado para la vigilancia y el estudio de numerosos brotes en nuestro pais y

en la regi6n de América Latina®® %% %3,

Sensibilidad a los antibidticos

La diarrea por Salmonella spp. es generalmente autolimitada y no
requiere tratamiento antimicrobiano. Sin embargo, en caso de fiebre entérica,
salmonelosis invasiva y en pacientes con riesgo de infeccion extraintestinal es
crucial el tratamiento antimicrobiano adecuado para la buena evolucion del
cuadro clinico. Por muchos afios el cloranfenicol, la ampicilina vy
trimetoprima/sulfametoxazol fueron las drogas de eleccién para el tratamiento

de estas infecciones, pero la diseminacibn de la resistencia a estos
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antimicrobianos se ha vuelto un problema en varias partes del mundo®. Frente
a esta situacion debe recurrirse a otras alternativas como las fluoroquinolonas
(ciprofloxacina), las cefalosporinas de espectro extendido (ceftriaxona o
cefotaxima) y azitromicina™.

A fines de los ochenta, se produjo la diseminacion de Salmonella
enterica serovar Typhi y Salmonella enterica serovar Paratyphi A con
resistencia a cloranfenicol, ampicilina y trimetoprima/sulfametoxazol causando
brotes principalmente en Asia y en menor frecuencia en Latinoamérica y en el
Sahara " %, En el 2000, emergieron los primeros aislamientos de S. enterica
serovar Typhi con sensibilidad disminuida a fluoroquinolonas (SDFQ) (CIM
entre 0,12 y 1 pg/ml) en regiones del centro, sur y sudeste asiatico, donde afios
mas tarde se describié la falla de tratamiento con fluoroquinolonas en
infecciones extraintestinales y donde se desaconseja su uso en infecciones
sistémicas®. Finalmente, en los dltimos afios, se registraron casos esporadicos
de resistencia a ceftriaxona en Salmonella enterica serovar Typhi mediada por
B-lactamasas de espectro extendido (CTX-M-15 y SHV-12)> * %%y -
lactamasas del tipo Amp-C plasmidicas (ACC-1)*2.

La resistencia a los antimicrobianos en Salmonella no-Typhi es un
problema global. Datos mundiales de vigilancia de principio de los afos
noventa, muestran valores de resistencia de 20-30% al menos a un
antimicrobiano; mientras que en los comienzos del nuevo siglo, en algunos
paises se registré un aumento cercano al 70%. Algunas serovariedades de S.
enterica subsp. enterica presentan perfiles de sensibilidad caracteristicos,
como S. enterica serovar Enteritidis con menor resistencia a los

antimicrobianos, mientras que en S. enterica serovar Typhimurium ocurre lo
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contrario®’. Un ejemplo de esto es el fagotipo multirresistente de S. enterica
serovar Typhimurium DT104, donde se observa un patrén de multirresistencia
caracteristico (ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfonamidas vy
tetraciclina). Los genes de resistencia se encuentran codificados en el
cromosoma en el complejo denominado isla gendmica de Salmonella
[“Salmonella genomic island1” (SGI1)]*°. Otras serovariedades que también se
asocian a multirresistencia son S. enterica serovar Virchow, S. enterica serovar
Hadar y S. enterica serovar Blockley en Europa; S. enterica serovar Newport y
S. enterica serovar Heidelberg en Estados Unidosy S. enterica serovar

Choleraesuis en Taiwan*? %3,

Mecanismos de resistencia

La resistencia a antibioticos 3-lactamicos en Salmonella spp. se debe
principalmente a la produccion de -lactamasas que son capaces de degradar
la estructura quimica de los antibioticos 3-lactamicos. En Salmonella spp. no
hay enzimas cromosOmicas naturales como en la mayoria de las
enterobacterias, sino que los genes que codifican para estas enzimas son
transportados en plasmidos conjugativos, transposones o integrones que
pueden diseminarse horizontalmente entre microorganismos entéricos>®. La
resistencia a ampicilina se debe a la produccién de [-lactamasas de amplio
espectro (principalmente de tipo TEM-1 y otras como TEM-2, SHV-1, OXA-1,
PSE-1 y PSE-4) que hidrolizan eficientemente aminopenicilinas vy

carboxipenicilinas. La resistencia a cefalosporinas de tercera generacion en
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Salmonella spp. generalmente resulta de la produccién de R-lactamasas de
espectro extendido de clase A (BLEE) (principalmente de la familia TEM, SHV,
CTX-M 'y en menor proporcion PER y OXA) o C de Ambler (Amp-C)
(principalmente CMY y en menor medida DHA y AAC)*. Las BLEE confieren
resistencia a penicilinas, a todas las cefalosporinas y monobactames y son
inhibibles por acido clavulanico, tazobactama y sulbactama® 2% *°. Las R-
lactamasas de tipo Amp-C plasmidicas, confieren resistencia a penicilinas,
cefalosporinas de primera y segunda generacion y cefoxitina, mientras que la
actividad in vitro sobre las cefalosporinas de tercera generaciéon (C3G) y el
aztreonam es variable. A diferencia de la mayoria de las BLEE, tienen muy
débil actividad sobre cefalosporinas de cuarta generacion y son inhibibles por
los compuestos derivados del &acido borénico y la oxacilina * % %, La
resistencia a los carbapenemes es aun muy rara en aislamientos de Salmonella
spp. Si bien las BLEE no generan por si solas resistencia a los carbapenemes,
se ha registrado resistencia a imipenem por combinacién de produccion de R3-
lactamasas tipo Amp-C plasmidicas (CMY-4) e impermeabilidad por pérdida de
la porina Omp-F° y lo mas preocupante es que ya han aparecido aislamientos
de Salmonella spp. resistentes a carbapenemes debido a la presencia de
carbapenemasas (IMP-4 y KPC-2)%°°

La resistencia a quinolonas en Salmonella spp., al igual que en el resto
de las enterobacterias, se debe principalmente a mutaciones puntuales en el
gen gyrA que codifica para la subunidad A de la girasa. La primera mutacion en
la region QRDR (quinolone-resistance-determiningregion) del gen gyrA sélo

alcanza para conferir SDFQ con valores de CIM de ciprofloxacina aumentados

respecto de los aislamientos salvajes (0,12 - 1 pg/ml vs 0,008 - 0,06 pg/mi,
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respectivamente) y resistencia a acido nalidixico (CIM 128-512 ug/ml), por lo
que este Ultimo resulta un excelente predictor de la SDFQ?. Este fenotipo de
SDFQ ha emergido en esta ultima década en Salmonella spp. y se ha
diseminado globalmente®. La importancia de sudeteccién radica en que esta
relacionado con la demora en la respuesta al tratamiento, falla clinica y mayor
mortalidad en los pacientes que reciben ciprofloxacina en infecciones
severas?’. Hay pocos informes de Salmonella spp. completamente resistentes
a fluoroquinolonas. Recientemente han surgido nuevos mecanismos
plasmidicos de resistencia a quinolonas (PMQR) como gnr y aac(6’)lb-cr que
resultan en una modesta elevacion de las CIM de acido nalidixico (8-32 pg/ml)
y en SDFQ?. Se desconoce con exactitud el impacto clinico de los PMQR en
el tratamiento de la salmonelosis, o que si se ha documentado es que
requieren mayores concentraciones de fluoroquinolonas para prevenir la
seleccidon in vivo de mutantes que resultarian resistentes a altos niveles de
fluorquinolonas™. Debido a esta situacién, en 2012, el Clinical and Laboratory
Standards Institute(CLSI) aprobd nuevos puntos de corte especificos para
ciprofloxacina y S. enterica serovar Typhi, S. enterica serovar Paratyphi y
Salmonella spp. extraintestinales que permiten una mejor deteccion de estos
fenotipos™®.

La resistencia a tetraciclina y cloranfenicol esta asociada a la adquisicion
y expresion de bombas de eflujo (codificadas por los genes tet y floR o cml
respectivamente)que remueven las concentraciones toxicas de antibidtico del
interior de la bacteria. La resistencia a cloranfenicol también puede estar dada

por modificacién de la droga por la cloranfenicol acetiltransferasa (gen cat)™.
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Trimetoprima y las sulfonamidas funcionan, inhibiendo competitivamente
diferentes enzimas, involucradas en la ruta metabdlica de la sintesis del acido
félico de las bacterias. La adquisicion de dihidropteroato sintetasas (gen sull o
sulll) o dihidrofolato reductasas (gen dhfr) alteradas, con afinidad reducida por
estas drogas le permite a la bacteria continuar con la sintesis de acido foélico

generando resistencia®®.

Epidemiologia local

Los datos de la Red Nacional de Vigilancia de la Resistencia a los
Antimicrobianos - WHONET Argentina del periodo 1999-2009 muestran una
marcada disminucion en los porcentajes de resistencia de ampicilina (48% en
vs. 15%), cefalosporinas de espectro extendido (26% vs. 8%) vy
trimetoprima/sulfametoxazol (12% vs. 6%)enSalmonella spp entre 1999 y 2009.
Los porcentajes de resistencia a cloranfenicol y fosfomicina no superaron el
4,9% vy 4,3%, respectivamente. No se observo resistencia a altos niveles de
ciprofloxacina, pero la resistencia a acido nalidixico con SDFQ alcanz6 valores
del 11,9 % en 2009%°.

En 1990 emergieron las primeras cepas deSalmonella spp. con BLEE en
la Argentina a través de la adquisicion del gen blaCTX-M-2 por varias
serovareiedades de Salmonella no-Typhi involucradas en infecciones de origen
nosocomial en forma de brotes y en casos aislados. También, en algunos
casos se observo la adquisicion del gen blaPER-2% %%, Mé&s recientemente, se
observé la produccion de [(B-lactamasas del tipo Amp-C plasmidicas,
pertenecientes a la familia CMY-2 como causa de resistencia a C3G*°. Estos

hallazgos, sumados al aumento en la SDFQ en los dltimos afios, son
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preocupantes y sefialan la importancia de la vigilancia de la resistencia a los

antimicrobianos en este microorganismo.
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Edwardsiella

Aspectos taxonémicos

El género Edwardsiella, en base a estudios de hibridacién del ADN, est&
compuesto por 3 especies: Edwardsiella tarda, Edwardsiella hoshinae y

Edwardsiella ictaluri’.La especie tipo es E. tarda.

Habitat

Las cepas de Edwardsiella spp. se encuentran principalmente, en el
agua fresca, en el medio ambiente marino y en animales de sangre fria. E.
tarda, es la especie predominante, ya que habita en peces, reptiles, anfibios,
pollos, otros animales de sangre caliente y es la Unica que se aisla del hombre.
E. hoshinae se aisla de aves y reptiles y E. ictaluri de peces, especialmente

del bagre (1).

Significado clinico

E. tarda esel Unico miembro del género Edwardsiella que se asocia a

enfermedad en los seres humanos. Es un patdégeno oportunista. La

gastroenteritis es el sindrome infeccioso predominante (constituye el 50 al 80 %
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de las infecciones). La diarrea acuosa que cede en forma espontanea, es el
cuadro mas frecuente, pero también ocurren casos graves®*.

Las manifestaciones clinicas de infeccion extraintestinal por E. tarda son
raras, pero incluyen, meningitis, colecistitis, endocarditis, osteomielitis,
infecciones de tejidos blandos, bacteriemia y septicemia. También es comun,
la infeccion de heridas, por inoculacién directa. Los factores de riesgo
asociados con infecciones por E. tarda son: la exposicion al medio ambiente
acuatico o a animales exéticos (anfibios o reptiles), enfermedades hepaticas
preexistentes y habitos alimentarios, como la ingestién de peces y de mariscos

crudos?®* *°,

Caracteristicas culturales

Para el diagndstico de E. tarda se pueden usar muestras de materia
fecal, sangre, material de abscesos, heridas y liquido cefalorraquideo.

Para el aislamiento de E. tarda, a partir de distintas muestras bioldgicas,
se utilizan medios de cultivo como: agar MC, agar EMB, agar SS, agar XLD y
agar HE.

Las colonias de E. tarda, en agar MC o agar EMB, son incoloras, porque
no fermentan la lactosa. En los otros medios de aislamiento entéricos, son

incoloras con el centro negro, por ser microorganismos que producen H,S.
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Identificacion a nivel de género y especie

Morfologia microscopica

E. tarda son bacilos gram negativos, de 0,8-1,2um de ancho x 2,0-3,0

pm de largo.

Caracteristicas culturales

Las placas de medios de cultivo (agar MC, agar EMB, agar SS, agar
XLD, agar HE) se incuban a 37 °C, durante 18 - 24 h. Las colonias
caracteristicas, convexas, se siembran en estrias de agar TSA, en agar TSl y
en agar LIAy se incuban a 37 °C, durante 18 - 24 h. Las cepas de E. tarda,
producen las siguientes reacciones: TSI alcalino/acido con gas, con produccion
de H,S, no fermentan la lactosa y si fermentan la glucosa con produccion de

gas, y descarboxilan la lisina.

Pruebas bioguimicas

Las caracteristicas bioquimicas del género Edwardsiella se indican en la

Tabla 8.
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Tabla 8. Caracteres bioquimicos de Edwardsiella spp.

Prueba Bioquimica Edwardsiella spp.
ONPG 2
Movilidad +0:©

Urea (hidrolisis) -

Indol +
Lisina descarboxilasa +
Ornitina descarboxilasa +€

Arginina dihidrolasa -
Malonato (utilizacion) -
Glucosa (fermentacion) +
Lactosa (fermentacion) -
Dulcitol (fermentacion) -
Inositol (fermentacion) -
Sorbitol (fermentacion) -
Rafinosa (fermentacion) -
Maltosa (fermentacién) +
Xilosa (fermentacion) -
Manosa (fermentacion) +
Citrato de Simmons -
Rojo de metilo +©
Voges-Proskauer -

Fenilalanina desaminasa -

2 90% o mas de los resultados negativos, ° 90% o mas de los resultados positivos, ¢ Excepto E.

ictaluri, d Excepto E. hoshinae.
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Los miembros del género Edwardsiella tienen la caracteristica de
fermentar muy pocos hidratos de carbono.
Las tres especies del género Edwardsiella, se pueden diferenciar

mediante las pruebas bioquimicas, indicadas en la Tabla 9.

Tabla 9.Caracteres bioquimicos diferenciales entre Edwardsiella tarda,

Edwardsiella hoshinae y Edwardsiella ictaluri

Pruebas bioguimicas E.tarda E. tarda E. hoshinae E. ictaluri
Biogrupo 1

SH, +2 b +L° _

Indol + + +LC i

Trehalosa (fermentacion) - - + -

Manitol, sacarosa - + [-]d -

(fermentacion)

Arabinosa (fermentacion) - + - -

Malonato (utilizacion) - - + -

Movilidad a 37°C + + + -

Habitat Hombre, Reptiles Aves, reptiles Bagre
animales

2 90% o0 mas de los resultados positivos, 90% o mas de los resultados negativos, °Positivo lento, °

Caracteres negativos la mayoria de las cepas

E. tarda, que produce H,S, se puede confundir con otras entrobacterias

productoras de H,S, como S. enterica subsp. enterica (I) y con cepas atipicas

de E. coli H,S+ (Tabla 7).
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Las cepas genéticamente relacionadas con E. tarda, pero que presentan
atipias (son H,S negativas y fermentan la sacarosa, la arabinosa y el manitol)
son consideradas como E. tarda biogrupo 1.

Sensibilidad a los antibi6ticos

Las gastroentreritis por Edwardsiella spp. son infecciones autolimitadas
por lo que generalmente no requieren tratamiento antibiotico. En el caso de
infecciones graves o de pacientes de riesgo se han utilizado con éxito
ampicilina y trimetoprima/sulfametoxazol, aunque las fluoroquinolonas y las
cefalosporinas de espectro extendido también son opciones vélidas. En el caso
de infecciones extraintestinales pueden utilizarse combinaciones de antibiéticos
como cefalosporinas y aminoglucésidos®*.

Edwardsiella es naturalmente resistente a macrdlidos, lincosamidas,
estreptograminas, glucopéptidos, rifampicina y acido fusidico y, al igual que el
resto de las Enterobacteriaceae, esto se debe principalmente a la limitada
permeabilidad de la membrana externa. También presenta resistencia
intrinseca a bencilpenicilinas, oxacilina y colistina. Este género es sensible a la
mayoria de los antibidticos activos frente a enterobacterias, como las
tetraciclinas, los aminoglucdsidos, la mayoria de los antibidticos 3-lactamicos,
las quinolonas, trimetoprima/sulfametoxazol, cloranfenicol, nitrofurantoina y
fosfomicina.

Otra particularidades que posee una [3-lactamasa cromosdmica, que
naturalmente se expresa en tan baja cantidad, que no confiere resistencia a los

antibidticos R-lactamicos®.
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La resistencia adquirida en este género es poco frecuente; se mantiene
sensible a la mayoria de los antimicrobianos, pero se ha registrado resistencia

a ampicilina, tetraciclinas, trimetoprima/sulfametoxazol y ciprofloxacina®® 2> °.

230



Citrobacter

Aspectos taxonomicos

El género Citrobacter, en base a estudios de hibridacién del ADN, esta
compuesto por 11 especies: Citrobacterfreundii, Citrobacterkoseri, Citrobacter
amalonaticus, Citrobacterbraakii,  Citrobacterfarmeri,  Citrobactersedlakii,
Citrobacterwerkmanii, Citrobacteryoungae, Citrobacter rodentium,

Citrobactergillenni y Citrobactermurliniae®. La especie tipo es C. freundii.

Habitat

Los microorganismos del género Citrobacter se encuentran comunmente
en el agua, el suelo, los alimentos y en el tracto intestinal de los animales,
incluyendo al hombre. Entre las especies de Citrobacter, que se aislan mas
frecuentemente de especimenes clinicos humanos se encuentran: C. freundii,
C. koseri,C. amalonaticus, C. werkmanii, C. braakii y C. youngae. Son

patégenos oportunistas™’.

Significado clinico

El género Citrobacter causa del 1 al 2 % de las infecciones hospitalarias.

Los hospederos afectados suelen ser inmunodeprimidos, tener enfermedades
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concomitantes o estar hospitalizados. La mayoria de los casos de infeccién
estan asociados con C. freundii, C. koseri y C. amalonaticus.

Citrobacter spp. es el agente etiolégico de varias infecciones
extraintestinales, similares a las descritas para otros bacilos gram negativos,
tales como infecciones de las vias urinarias, del tracto respiratorio, intra-
abdominales, 6seas, de la via biliar (en particular con célculos u obstruccién),
de heridas quirtrgicas y del sistema nervioso central. También es causa de
bacteriemia y de septicemia®.

C. freundii se aisla frecuentemente de orina y de heridas quirdrgicas. C.
amalonaticus causa infecciones urinarias y meningitis neonatales®. C. koseri
es responsable de brotes de meningitis neonatales, que comuinmente van
acompafnados por el desarrollo de abscesos cerebrales, con una alta tasa de
morbimortalidad y de septicemias que se originan a partir de infecciones del

tracto genitourinario®..

Caracteristicas culturales

Para el diagnéstico de Citrobacter spp. se pueden usar muestras de:
orina, sangre, bilis, material de abscesos, de heridas y de liquido
cefalorraquideo.

Para el aislamiento de Citrobacter spp., a partir de distintas muestras

biolégicas, se utilizan medios de cultivo como: agar MC, CLDE o agar EMB.
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Caracteristicas de las colonias

Las colonias de C. freundii, que en un 78% fermentan la lactosa,
generalmente en agar MC son de color rojo y en agar EMB son oscuras. C.
koserien un 85 % no fermenta la lactosa y C. amalonaticus no lo hace en un

65 %, dando por lo general colonias incoloras tanto en MC como en EMB.

Identificacion a nivel de género y especie

Morfologia microscopica

Los miembros del género Citrobacter son bacilos gram negativos, de

0,3-1,0pum de ancho x 0,6-6 um de largo.

Caracteristicas culturales

Las placas de medios de cultivo (agar MC y agar EMB) se incuban a
37°C, durante 18 - 24 h. Las colonias caracteristicas convexas, se siembran en
estrias en agar TSA, en agar TSl y en agar LIA y se incuban a 37°C, durante
18 - 24 h. Las cepas de C. freundii, producen las siguientes reacciones en el
TSl:acido/acido con gas (fermentan la lactosa y la glucosa con produccion de
gas) y con produccion de H,S. También pueden dar un TSI alcalino/acido con

gas (no fermentan la lactosa y si la glucosa, con produccion de gas) ycon
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produccion de H,S. En el medio LIA dan alcalino/acido(no descarboxilan la
lisina) con produccién de H,S.

Las cepas de C. koseri y C. amalonaticus, producen las siguientes
reacciones: en el TSI alcalino/acido con gas (no fermentan la lactosa y si la
glucosa, con produccion de gas), sin produccién de H,S. En el medio LIA dan

alcalino/acido sin H,S (no descarboxilan la lisina).

Pruebas bioquimicas

Las caracteristicas bioquimicas del género Citrobacter se indican en la
Tabla 10. Las tres especies de Citrobacter de importancia clinica se pueden
diferenciar mediante pruebas bioquimicas (Tabla 11).

En la identificacion de C. freundii se pueden presentar algunas atipias:

= Cepas ONPG negativas: por lo tanto hay que efectuar el diagndstico
diferencial con S.enterica subsp. enterica (I) (Tabla 5)

= Cepas H,Snegativas o citrato de Simmons negativas.

Otro problema del diagnéstico diferencial, es que cepas tipicas de C.
freundii sean identificadas por error como S. enterica subsp. enterica (l) (Tabla
5) o como S. enterica subsp. arizonae (llla) (serovariedades monofasicas) o S.
enterica subsp. diarizonae (lllb) (serovariedades difasicas), en razon de
compartir caracteres bioquimicos tales como SH,y ONPG positivos y un perfil

de hidratos de carbono muy parecido (Tabla 6).

Los miembros del género Citrobacter se pueden diferenciar mediante
las pruebas bioquimicas de la Tabla 12.
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Tabla 10. Caracteres bioquimicos de Citrobacter spp.

Pruebas bioquimicas

Citrobacter spp.

Movilidad

Urea (hidrolisis)
Lactosa (fermentacion)
Manitol (fermentacién)
Lisina descarboxilasa
Ornitina descarboxilasa
Arginina dihidrolasa
ONPG

Citrato de Simmons
Rojo de metilo

Voges-Proskauer

+a

db

4 90% o mas de los resultados positivos, Ppiferentes reacciones, “90% o mas de los resultados negativos

Tabla 11. Caracteres bioquimicos diferenciales entre Citrobacter freundii, C.

koseri y C. amalonaticus

Pruebas bioguimicas C. freundii C. koseri C. amanolaticus
SH, +2 b -
Indol - + +
Malonato (fermentacion) - + -
Ornitina descarboxilasa d® + +
Adonitol (fermentacion) - + -

Melibiosa (fermentacion) +

235



490% o mas de los resultados positivos, 90% o més de los resultados negativos, “Diferentes reacciones
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Tabla 12. Caracteres bioquimicos diferenciales entre los distintos miembros del

género Cirtobacter

Fermentacion

Especie Indol ODC Malonato Sacarosa Dulcitol  Melibiosa  Adonitol
C. amnolaticus +2 + b - - - -
C. braakii d° + - - d d -
C. farmeri + + - + - + .
C. freundii d - - + - + -
C. koseri + + + d d - +
C. rodentium - + + - - - -
C. sedlakii d + + - + + .
C. werkmannii - - + - - - -
C. youngae d - - d + - -
C. gilleni - - + d - d -
C. murliniae + - - d + d -

(a 90% o mas de los resultados positivos, ®90% o mas de los resultados negativos, “Diferentes reacciones

Sensibilidad a los antibi6ticos

El género Citrobacter, al igual el resto de las Enterobacteriaceae, es
resistente natural a macrolidos, lincosamidas, estreptograminas, glucopéptidos,
rifampicina y acido fusidico. La resistencia natural a antibidticos R-lactamicos
depende de la especie. Citrobacter freundii tiene una [-lactamasa
cromosomica inducible de clase C de Ambler (Amp-C). Esta enzima en
condiciones basales, se sintetiza en cantidades minimas, pero en presencia de

un R-lactdmico inductor, se comienza a producir en grandes cantidades. El
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fendbmeno de induccion es reversible y cuando el inductor desaparece, la
produccion de la enzima vuelve al estado basal. Esto implica que antibiéticos
labiles a la accién de la enzima pero buenos inductores como ampicilina,
amoxicilina, cefalosporinas de primera generacion y cefoxitina van a aparecer
como resistentes en el fenotipo Amp-C inducible. Como mecanismo adquirido
de resistencia, se puede producir una mutacibn en uno de los genes
involucrados en la regulacién de la sintesis de Amp-C, lo que puede producir
desrepresion, con una produccion continua de grandes cantidades de enzima.
Este fendmeno fenotipicamente se vera como resistencia a carboxipenicilinas,
acilureido penicilinas, cefalosporinas de tercera generacion y monobactames,
dejando sensibles a las cefalosporinas de cuarta generacion (cefepime) y los
carbapenemes®. Algunos autores recomiendan no utilizar cefalosporinas de
tercera generacion o aztreonam en infecciones causadas por microorganismos
productores de Amp-C, por el riesgo de selecciéon de mutantes desreprimidas
(que ocurren con una frecuencia de 1/10°7), salvo en infecciones urinarias no
complicadas donde el riesgo de seleccién es minimo. Si bien la desrepresién
de la Amp-C no determina resistencia a los carbapenemes, la combinacion de
este mecanismo con el de imperrmeabilidad de la membrana externa
(deficiencia de porinas) puede conferir resistencia a este tipo de drogas?®.

A diferencia de C. freundii, C. koseri no produce Amp-C, sino que
produce una cefuroximasa inducible de clase A de Ambler. El fenotipo que
presentan estos aislamientos es de resistencia a aminopenicilinas vy
sensibilidad variable a las cefalosporinas de primera y segunda generacion.
Las mutantes desreprimidas de la cefuroximasa de C. koseri son muy

infrecuentes. Cuando se presentan conservan la sensibilidad a cefoxitina,
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ceftacidima y aztreondm y la resistencia conferida al resto de los antibidticos 13-
lactamicos es totalmente revertida por los inhibidores de R-lactamasas®®.

C. amalonaticus no posee ninguna enzima cromosomica que le confiera
resistencia intrinseca a los antibidticos R-lactdmicos, por lo que se presenta
naturalmente sensible a los mismos.

La resistencia adquirida a cefalosporinas de tercera generacién en
C.freundii se debe principalmente a la hiperproduccion de Amp-C (57%) y en
menor medida a la presencia de BLEE (del tipo SHV, CTX-M, PER y BLEE
derivadas de TEM)*" **. Por otra parte, en los Ultimos tiempos, se ha asociado
la resistencia a carbapenemes, con la adquisicion de carbapenemasas,
principalmente serincarbapenemasas del tipo KPC® y en menor medida

metalocarbapenemasas (VIM, IMP y NDM)y enzimas del tipo OXA-48% 3134,
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Introduccion

Los géneros Proteus, Morganella y Providencia pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae y los microorganismos de estos géneros cumplen con la
definicion de dicha familia®.

Son bacilos gram negativos moviles con flagelos peritricos. Poseen los
dos tipos de metabolismo, respiratorio y fermentativo, y son considerados
anaerobios facultativos y quimioorganotrofos.

Se caracterizan por desaminar oxidativamente la fenilalanina y el
triptéfano. Hidrolizan la tirosina, no fermentan la lactosa, desdoblan la urea a
excepcion de algunas especies de Providencia y son resistentes a la colistina®.

Son ubicuos, estan ampliamente distribuidos en la naturaleza, en el
suelo, en el agua, en alimentos contaminados y forman parte de la microbiota
habitual del intestino del hombre y de los animales.

Se los relaciona principalmente con infecciones del tracto urinario. Se
considera que al alcalinizar la orina, por hidrolisis de la urea, acttan como
promotores de litiasis generando una obstruccién de las vias urinarias por
calculos que sirven como nichos para la persistencia de la infeccion. Tanto
Proteus como Providencia tienden a provocar infecciones crénicas y causar
destruccién del parénquima renal®.

Estos microorganismos son patdgenos oportunistas y agentes causales

de infecciones de la comunidad y asociadas al cuidado de la salud™ 3.
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Aspectos taxonémicos

La taxonomia de estos géneros es complicada y ha sido objeto de
numerosos cambios a lo largo de la historia. Debido a que las especies de
Proteus, Providencia y Morganella se han clasificado en diferentes géneros a
través del tiempo, su evolucion taxonémica es algo confusa. Histéricamente
estos tres géneros fueron colocados en la tribu Proteeae y aunque la
designacion de tribu no es usada frecuentemente, en algunos casos resulta de
utilidad™®.El uso de métodos filogenéticos moleculares de clasificacion permitié
gue varias especies fueran reasignadas en géneros separados basados en la
relacion de su ADN.

El género Proteus esta constituido por cinco especies: Proteus mirabilis,
Proteus vulgaris, Proteus penneri, Proteus hauseri y Proteus myxofaciens y 3
genomoespecies innominadas, diferenciadas por técnicas de biologia
molecular (Proteus genomoespecies 4, 5y 6).

El género Providencia presenta cinco especies: Providencia
alcalifaciens, Providencia heimbachae, Providencia rettgeri, Providencia
rustigianii y Providencia stuartii* 2.

El género Morganella actualmente presenta una sola especie:
Morganella morganii, con dos subespecies, M. morganii subsp. morganii y M.
morganii  subsp. sibonii.En el afio 2006 Jette Emborg y col. propusieron a

Morganella psychrotolerans sp. nov. como una nueva especie®’.
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Antes del advenimiento de

la clasificacibn basada en estudios

moleculares, se utilizaron un grupo de pruebas bioquimicas, que auln estan

vigentes, para la identificacion de estos géneros (Tablas 1y 2).

Tabla 1.Caracteristicas bioquimicas comunes a

Morganella y Providencia.

los géneros Proteus,

Prueba

Proteus

Morganella

Providencia

Arginina dihidrolasa
Lisina descarboxilasa

Ornitina desaminasa

Fenilalanina desaminasa

Crecimiento en KCN
Acido de D-glucosa
Acido de melibiosa

Reduccion de nitratos a
nitritos
Produccién de oxidasa

Produccién de ONPG
Utilizacion de pectato
Utilizacién de tartrato

Resistencia a polimixina

+

+

KCN: cianuro de potasio; ONPG: o-nitrofenil -D-galactopiranésido

Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas diferenciales de los géneros Proteus,

Morganella y Providencia®

Prueba Proteus Morganella Providencia
Swarming + - -
Producciéon de SH, + - -
Hidrolisis de gelatina + - -
Lipasa (aceite de maiz) + - -
Citrato de Simmons \% - +
Ornitina descarboxilasa % + -
Acido de D-manosa - + +
Acido de maltosa v - -
Acido de D-manitol - - 4P
Acido de D-arabitol - - 4bc
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Acido de eritritol - : +bd

Hdrdlisis de gelatina + - -

*Temperatura de la reaccion: 36°C + 1°C. Todas las lecturas a las 48 h. v, variable (11-89%); +, = 90%; -,
<10%. °P. rustigianii no produce acido de alcoholes polihidricos. ©Negativa para P. stuartii. Variable
para P. stuartii .

Si bien las pruebas fenotipicas de desaminacién oxidativa de
aminoacidos pueden ser similares a lasobservadas con otras enterobacterias,
la produccion de un pigmento marréon cuando el desarrollo se efectia en un
medio con 5 % de triptéfano y la degradacion de la tirosina, son caracteristicas
de los miembros de esta tribu. Rara vez también pueden observarse en otras

enterobacterias.

Género Proteus

El nombre Proteus hace referencia a la capacidad de estos
microorganismos de cambiar de forma, como Proteo, antiguo dios del mar
descrito por Homero en la Odisea, quien era capaz de transformarse para
evitar su captura. Tipicamente aparecen como bacilos de 0,4 a 0,6 um por 1 a
3 um, pero también pueden disponerse como cocobacilos aislados o en
cadenas y las formas jévenes pueden ser filamentosas.

Como se dijo, el género Proteus contiene actualmente 5 especies y 3
genomoespecies (Proteus genomoespecies 4, 5 y 6). Estas Ultimas y P.
vulgaris sensu stricto forman el complejo P. vulgaris®.

Estas bacterias fueron descritas en 1885 por Gustav Hauser quien
originalmente definio dos especies: P. mirabilis y P. vulgaris. En 1966 se

describié6 una nueva especie, P. myxofaciens, productora de biopeliculas
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(biofilms). Fueaislada de la larva de una mariposa (Porthetricadispar) y se
desconoce si ha habido algun aislamiento en humanos. Analisis filogenéticos
recientes sugieren la reclasificacion de esta especie en un nuevo género,
Cosenzaea gen. nov. con una sola especie Cosenzaea myxofaciens comb.
nov.%.

En 1978 se demostré la heterogeneidad genética de P. vulgaris. Un
grupo de cepas indol, salicina y esculina negativas fue designado como P.
vulgaris biogrupo 1 y en 1982 dicho grupo fue renominado como P. penneri®’.
P. vulgaris presenta en la actualidad dos biogrupos, biogrupo 2 y biogrupo 3
que pueden ser diferenciados por pruebas bioquimicas®*.

O’Hara y col. en el afio 2000 propusieron finalmente la denominacién de
P. hauseri a la genomoespecie 3 en honor a Gustav Hauser, el microbiélogo
aleman que describié el género por primera vez. Se desconoce el habitat y el
poder patégeno de esta especie®.

La estructura antigénica de Proteus esta compuesta por los antigenos
somaticos (O), flagelares (H) y capsulares (K), los cuales se utilizan para
diferenciar los serovares. El antigeno flagelar H contribuye a la capacidad
invasora de las vias urinarias. Las cadenas polisacaridicas del LPS de las
especies de Proteus contienen las suficientes diferencias estructurales como
para permitir agrupar a las cepas de P. mirabilis, P. vulgaris y P. penneri en
serogrupos, en base a su aglutinacién frente a los anticuerpos dirigidos contra
estas estructuras® 1%,

De acuerdo a la especificidad seroldgica de los antigenos O, las cepas

de las dos especies P. mirabilis y P. vulgaris fueron clasificadas en 60
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serogrupos O. Para P. penneri se propusieron posteriormente otros 15
serogrupos 0% 7®,

Debe tenerse en cuenta que los antigenos O de Proteeae muestran
reacciones cruzadas con antigenos O de Salmonella spp., Shigella spp. o
Escherichia coli, lo cual puede conducir a confusiones en los cultivos de heces
en el laboratorio cuando se emplean sueros aglutinantes para la identificacion

primaria de aislamientos sospechosos de enteropatdgenos (Leardini N.,

comunicacién personal).

Habitat

Las especies del género Proteus, a excepcion de P. myxofaciens y de P.
hauseri, estan ampliamente distribuidas en la naturaleza. Se aislan del suelo,
agua, del intestino del hombre y de numerosas especies animales (ratas,
perros, gatos, bovinos, porcinos, pajaros, reptiles). En la naturaleza estas
bacterias juegan un rol importante en la degradacion de la materia organica de

origen animal.

Aspectos patogénicos

Al menos 10 factores potenciales de virulencia contribuyen a la

patogenicidad de Proteus spp. Estos pueden dividirse en dos grupos:
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1. Estructuras de superficie que incluyen flagelos y su asociacion con el
fendbmeno de swarming, varios tipos de fimbrias, lipopolisacarido, proteinas de
membrana externa y capsula.

2. Proteinas, enzimas y otros productos secretados, entre los cuales se
destacan la ureasa, una proteasa ZapA, que degrada especificamente
inmunoglobulinas IgA e IgG, hemolisinas y la formacién de biopeliculas® >

(Tabla 3).

Factores de virulencia relevantes

Una caracteristica fenotipica importante de los miembros del género
Proteus es su capacidad de desplazarse, en medios sélidos con gelatina o
agar, desde el punto de inoculacion, para diseminarse sobre la superficie del
medio. Este fendmeno, conocido como swarming, es atribuido a la naturaleza
dimérfica de la bacteria y es el resultado de un comportamiento grupal de las
mismas en la periferia de las colonias, donde unos microorganismos se
desplazan sobre sus vecinos.

Este fendmeno ocurre en tres fases: diferenciacién, migracién vy
consolidacion. En la primera fase, al crecer en medios liquidos, aparecen como
bacilos cortos y aislados con 6 a 10 flagelos peritricos; al ser transferidos a
medios solidos sufren alteraciones ultraestructurales y se convierten en células
largas y no septadas, con un gran aumento del nimero de flagelos (més de
1.000) denominadas células swarmer. En la segunda fase estas células se
mueven al unisono en todas las direcciones desde el sitio original de

inoculacién durante un periodo que dura varias horas e inician el
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desplazamiento a partir del borde de la colonia. Cuando el movimiento cesa
tiene lugar la tercera fase, de consolidacion, durante la cual las bacterias
filamentosas reinician la divisién activa para dar nuevamente lugar a las formas
cortas; en este periodo la masa de bacterias aumenta en ese punto donde se
detuvo la colonia, por lo que el borde se observa mas grueso. Luego se inicia
otro ciclo de diferenciacién, migracion y consolidacion dando a la colonia su
aspecto caracteristico. La diferenciacion en células swarmeresta asociada con
un marcado aumento en la sintesis del lipopolisacarido con largos polimeros O
y una mayor fluidez de la membrana externa. Por otro lado, la produccion
extracelular de biopeliculas y del polisacarido capsular, facilita su migracion al
formar un fino capullo que cubre a estas células. Las células swarmerson
formas virulentas de Proteus y durante su diferenciacion ocurre un aumento

coordinado en la sintesis de ureasa, hemolisinas y proteasas®* >* %,

Fimbrias y capacidad de adherencia

La adhesién bacteriana a la superficie epitelial es el principal factor de
virulencia y est4 asociada a la presencia de fimbrias. Este mecanismo es el
primer paso para el desarrollo de una infeccion del tracto urinario (ITU)'*® ®.En
los dltimos afios se han realizado numerosas investigaciones de las estructuras
de superficie de P. mirabilis, P. vulgaris y P. penneri que resultaron en un mejor
conocimiento de los mecanismos patogénicos de estos microorganismos. P.
mirabilis representa un caso particular en el cual pueden expresarse varios

tipos de fimbrias simultaneamente®® "» ”®. Las méas extensamente estudiadas
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han sido las fimbrias MR/P (mannose-resistant Proteus-like), también
conocidas como fimbrias tipo IV. Son proteinas altamente inmunogénicas de 7
mm de didmetro que estan asociadas con la colonizacién de la region superior

del tracto urinario®.

Tabla 3. Factores de virulencia asociados a Proteus spp.®

Factor de virulencia Contribucién a la patogenicidad

Fimbrias Adherencia a tejidos y material protésico

Flagelos Movilidad ascendente desde el uréter al rifidén

Ureasa Desdoblamiento de la urea. Alcalinizacion del pH de la
orina. Formacion de calculos de estruvita. Citotoxicidad

Proteasas Proteasas de IgA

Desaminasas Produccién de a-cetoacidos que actian como sideréforos

Invasividad Internalizacion en células del hospedador

Hemolisinas Adherencia e invasion celular. Citotoxicidad

Polisacéarido capsular Formacion de biofilms. Nucleacién de calculos

Lipopolisacérido Endotoxicidad. Resistencia al suero

Las hemaglutininas tipo 3 MR/K(mannose-resistantKlebsiella-like), son
semejantes a las fimbrias manosa resistentes de Klebsiella spp.(de alli su
nombre) y se han asociado a la capacidad de aglutinar eritrocitos tratados con
acido tanico de varias especies animales. Las hemaglutininas MR/K son mas
caracteristicas de P. penneri que de P. mirabilis”. Las cepas con este tipo de
hemaglutininas MR/K estan fuertemente asociadas con la adherencia a los
catéteres y con la persistencia de bacteriuria relacionada con sondas de larga

permanencia®®.
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Otro tipo de fimbrias son las denominadas PMF(por P. mirabilis
fimbriae), las fimbrias ATF (por ambiental temperature fimbriae) y las NAF (por
nonagglutinant fimbriae), también conocidas como UCA (uroepithelial cell
adhesins). Se ha sugerido que las PMF son importantes en la colonizacion de
la vejiga pero no del rindn. Las NAF/UCA son fimbrias que carecen de las
propiedades aglutinantes de MR/P o MR/K pero adhieren a las células
uroepiteliales, lo que indica su posible importancia como un factor de virulencia
para establecer la infeccion del tracto urinario’®"3.

Existen islas de patogenicidad que contribuyen a la variabilidad
gendmica y a la virulencia de los patdégenos bacterianos. Flannery et al.
identificaron una nueva isla de 94-kb designada ICEPmM1 que es comun a P.
mirabilis, P. stuartii y M. morganii. ICEPm1 transporta factores de virulencia
importantes para la colonizacion del tracto urinario que incluyen una toxina, la
aglutinina toxica de Proteus (Pta). Esta isla de patogenicidad es mas prevalente
en aislamientos urinarios de P. mirabilis,en comparacibn con cepas
recuperadas de otras partes del cuerpo, lo que sugiere la contribucion de la
misma a las infecciones del tracto urinario. Las bacterias uropatdégenas se
encuentran principalmente colonizando el tracto gastrointestinal y la presencia

de ICEPmM1 puede ser un factor determinante en la colonizacion del tracto

urinario®®.

Biopelicula
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Esta bien documentada la formacién de una biopelicula cristalina sobre
la superficie del catéter por parte de P. mirabilis. Jansen y col. demostraron el
rol de las fimbrias MR/P y su contribucion a la formacion de esta estructura de
adherencia. Utilizando cepas con capacidad para expresar este tipo de fimbrias
y otras que no la presentaron, comprobaron que a las 18 horas de iniciado el
proceso, con las primeras se logré una estructura tridimensional que no se
obtuvo con las cepas carentes de este tipo de fimbrias. Esta biopelicula permite
la persistencia de P. mirabilis en el tracto urinario, protegiéndolo de la accion de
los antimicrobianos y de la respuesta inmune del huésped y contribuye ademas
a la adherencia a la superficie del catéter. La formacion de célculos urinarios
durante la infeccion por P. mirabilis es también critica para el desarrollo de esta
biopelicula®. Por otro lado, se la ha relacionado con el incremento de la

resistencia a los antibidticos?.

Flagelos

La movilidad facilita la colonizacién y la diseminacion bacteriana. La
proteina constitutiva de los mismos, la flagelina, es fuertemente inmunogénica
(antigeno H) y genera la sintesis de anticuerpos que se fijan a los flagelos
inmovilizando a las bacterias. In vitro se pudo demostrar que la presencia de
estos anticuerpos provoca un cambio en la antigenicidad de los flagelos
permitiendo que las bacterias escapen a la respuesta inmune. Este mecanismo
podria protegerlas de la accién de la inmunoglobulina A permitiendo asi la

colonizacion del tracto urinario por las mismas.
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Ureasa

Como es bien sabido, un hecho distintivo de Proteus spp. es la
produccion de ureasa, importante criterio taxondmico que diferencia este
género de otras enterobacterias. Todas las especies del género Morganella y
algunas de Providencia también son productoras de esta enzima. Es
constitutiva en la mayoria de las cepas de P. mirabilis e inducible en P. vulgaris
y P. penneri y tiene un rol importante en el desarrollo de la infeccion del tracto
urinario. Se relaciona con procesos de urolitiasis infectiva y cistitis alcalina
incrustante asociados a célculos de estruvita. La ureasa es capaz de desdoblar
eficazmente la urea presente en la orina y producir la alcalinizaciéon de la
misma por produccion de amoniaco y diéxido de carbono. Con la alcalinizacion
precipitan los iones Mg y Ca*® que habitualmente son solubles a pH urinario
fisiologico y como consecuencia de ello se producen los célculos de estruvita
(MgNH4PO,4.6H,0). La presencia de exopolisacaridos en la orina y la
posibilidad de crecimiento en biopeliculas facilita los procesos de nucleacion de
los célculos. Aunque este efecto se ha asociado mayoritariamente a P.
mirabilis, también se ha observado en P. vulgaris y P. penneri. La ureasa
desempefia también un rol importante en el desarrollo de lesiones renales
debido a su actividad citotoxica de las células de los tdbulos contorneados

proximales'® 5% 6476,
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Proteasas IgA e IgG

Proteus esta entre los géneros capaces de producir enzimas
proteoliticas que actian degradando las inmunoglobulinas séricas IgA1l, IgA2 e
IgG. Sin embargo, su rol como factor de virulencia en las infecciones del tracto
urinario permanece incierto. Se describié asimismo un polipéptido con actividad
de proteasa secretado por cepas uropatdgenas de P. mirabilis que aumenta la

capacidad de esta bacteria para infectar el tracto urinario®.

Hemolisinas

Las hemolisinas producen la destruccion de los eritrocitos durante la
infeccion y contribuyen a la invasividad y patogenicidad bacteriana.Proteus
produce dos hemolisinas diferentes, HlyA y HpmA. La hemolisina HIyA, al igual
que la a-hemolisina de E. coli, esta regulada genéticamente y es una citotoxina
formadora de poros dependiente de Ca*?’.La HpmA esta relacionada a la
hemolisina ShIA de Serratia marcescens y es independiente de Ca*?. Casi
todas las cepas de P. vulgaris y P. mirabilis producen la hemolisina HpmA pero
solamente una pocas cepas de P. vulgaris producen la HlyA. La mayoria de las

cepas de P. penneri producen ambas toxinas. En ensayos in vitro se demostré
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que la capacidad de invasion celular que exhibe P. penneri también depende

de la produccion de hemolisinas y del efecto citotoxico asociado®? ®* 7°.

Lipopolisacarido (LPS) y proteinas de membrana externa

El LPS bacteriano es una endotoxina que presenta el antigeno O, uno de
los blancos mas importantes de la respuesta inmune del huésped. Este
componente activa a los macrdfagos para producir radicales téxicos de
oxigeno, IL1 y factor de necrosis tumoral. EI LPS posee las propiedades
bioldégicas clasicas de las endotoxinas, generando fiebre, hipotension,
coagulacién intravascular diseminada y shock®.

Las proteinas de membrana externa constituyen un conjunto de
proteinas principales junto a otros componentes de la membrana como el LPS
y los fosfolipidos. Las proteinas de membrana externa actian como un

modulador en la interaccién del LPS con los macréfagos®* *°.

Céapsula

La capsula del género Proteus presenta antigenos denominados C que

son diferentes a los antigenos K de otras enterobacterias. Intervienen en el

swarming y en la formacién de biopeliculas®.

Otros factores de virulencia
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P. mirabilis debe ser capaz de adaptarse al medio ambiente y adquirir
nutrientes para lograr persistir y producir una infeccion. Esto lo logra mediante
la produccion de enzimas de degradacion como las ureasas, proteasas,
29, 30

hemolisinas y proteinas que actuan como sideréforos

Significado clinico

Proteus no es un agente etioldgico frecuente de infecciones del tracto
urinario en pacientes sin enfermedad de base. Numerosos estudios sobre
pielonefritis y cistitis no complicadas lo asocian a una baja frecuencia de
recuperacion. Sin embargo es agente causal de recurrencias en mujeres y muy
comunmente en pacientes con catéteres o anormalidades funcionales o
anatémicas del tracto urinario® ** % % E| reservorio intestinal facilita una
colonizacion intermitente de la region periuretral que puede llevar a colonizar el
catéter y a la subsiguiente infeccion del tracto urinario.P. mirabilis es el
segundo agente después de E. coli recuperado de bacteriemias secundarias a
esta patologia. Para establecerse y mantener la infeccion del tracto urinario y la
colonizacion del catéter, las especies de Proteus deben adaptarse y producir
una importante cantidad de factores de virulencia que estan estrictamente
regulados®® %,

Este microorganismo puede provocar ademas infecciones de heridas,
neumonias, meningitis, osteomielitis, sepsis neonatal, conjuntivitis, Ulceras de

11, 13, 40, 84 v/arios estudios lo

decubito, infecciones en el diabético, etc.
relacionan como agente etioldgico de otitis media cronica junto a
Pseudomonasaeruginosa y Staphylococcus aureus. En este contexto, la

complicacién mas grave es el absceso de cerebro®* °’.
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Las especies de Proteus son agentes causales de una variedad de
infecciones asociadas al cuidado de la salud que incluyen neumonias
relacionadas a asistencia respiratoria mecanica, infecciones en gquemados,
infecciones de heridas quirdrgicas, etc.

Una consideracion particular merece el rol que juega esta bacteria en las
infecciones del pie diabético® "°. Diversos trabajos mostraron que, después de
Pseudomonas aeruginosa, P. mirabilis y Klebsiella spp. son los
microorganismos gram negativos aerobios mas frecuentemente recuperados.
Parvez y col. lo aislaron en el 10,3 % de las muestras de pus, 16,7 % de los
tejidos blandos y 18,2 % de hueso. Generalmente estas infecciones son
polimicrobianas® ®*.

Se ha sugerido que P. mirabilis podria jugar un rol en la etiopatogenia de
la artritis reumatoidea ya que se han aislado anticuerpos especificos que
sugieren una asociacién con esta enfermedad** " "1,

Debido a que P. mirabilis es un patdgeno oportunista que causa
infecciones urinarias en huéspedes con anormalidades anatomicas y/o
funcionales del tracto urinario, podria considerarse la prevencion mediante
vacunas en pacientes con esos factores de riesgo.Li y col. describieron el uso
de un componente fimbrial (MrpH) en la composicion de la vacuna y lo
probaron en ratones utilizando cuatro vias de inoculacion: subcutdnea,
intranasal, oral y transuretral. Se ensayaron compuestos a base de bacterias
vivas, bacterias muertas con formalina, fimbrias MR/P purificadas, adhesinas
fimbriales MrpH y adhesinas fimbriales MrpH truncadas. La administracion
intranasal del truncado MrpH demostr6 en ratones una proteccion del 75 % en

ITU por P. mirabilis*® *°,
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Identificacion a nivel de género y especie

Son bacilos gram negativos rectos de 0,4-0,8um de ancho x 1,0-3,0 ym
de largo, méviles, con flagelos peritricos.

Los microorganismos del género Proteus no son bacterias exigentes; en
general se aislan facilmente de los materiales clinicos en todos los medios no
selectivos y en los de selectividad moderada comunmente utilizados para
enterobacterias.

En agar sangre, al igual que otros miembros de Enterobacteriaceae,
producen colonias mucosas 0 secas, relativamente grandes, de color gris
opaco, con o sin B-hemdlisis** (Figura 2). El reconocimiento inicial de estos
microorganismos en las placas de cultivo es relativamente sencillo, ya que se
caracterizan por su crecimiento en ondas en la superficie del agar formando
circulos concéntricos a partir de un boton de inoculacion o con una pelicula

uniforme o swarming®® (Figura 1).

Figura 1. Proteus mirabilis en agar sangre de carnero:Crecimiento en ondas

(swarming) de Proteus mirabilis en la superficie del medio.
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En 1946 Dienes describié un fendmeno producido por cepas de Proteus
mirabilis productoras de swarming que puede ser utilizado con fines
epidemiologicos para identificar si ambas cepas son idénticas o no. La prueba
consiste en sembrar las dos cepas en estudio en dos puntos diferentes de una
placa de agar tripticasa de soja con 5 % de sangre de carnero. Cuando estas
son idénticas el desarrollo presenta una penetracion de una sobre la otra sin
linea de demarcacién entre ambas. Por el contrario si las cepas son diferentes,
por acciéon de las bacteriocinas de una y otra, se detiene el crecimiento
produciéndose una visible linea de demarcacion que las separa. El valor
predictivo positivo de esta prueba es mayor que el negativo ya que en algunas
ocasiones dos cepas diferentes eventualmente pueden crecer una sobre la
otra” 8.

En medio liquido el crecimiento de esta bacteria produce una turbiedad
uniforme con un leve a moderado depdsito en el fondo del tubo y olor
amoniacal. En los cultivos viejos puede desarrollarse una pelicula fina y fragil
en la superficie. P. myxofaciens produce una pelicula muy viscosa cuando es
cultivado en caldo tripteina de soja y las colonias son hemoliticas en agar
sangre.

Teniendo en cuenta la facultad de invadir los medios de cultivo debido al
swarming, la presencia de Proteus hace dificil el aislamiento de otras bacterias
presentes en la muestra. Para prevenir esto se han identificado inhibidores
tales como sales biliares y detergentes que son incorporados a los medios de
cultivo. El cultivo a 43°C, el aumento de la concentracién de agar (superior al
3%), la disminucion de la concentracion de cloruro de sodio como en el medio

CLDE (citrato lactosa deficiente en electrolitos), el agregado de p-
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nitrofenilglicerol a concentraciones de 0,1 a 0,3 mM, de alcohol etilico o de
azida sédica son otras alternativas propuestas®®. También se ha mencionado la
incorporacion de carbdén y el aumento de la concentracion de agar para reducir
el swarming. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que con la incubacién
prolongada puede igualmente aparecer este fenémeno®®.

Los medios utilizados corrientemente para el aislamiento de
enterobacterias, agar SalmonellaShigella (SS), agar xilosa lisina desoxicolato
(XLD), agar de Drigalski con el agregado de sales biliares, agar Hektoen, agar
Levine y agar MacConkey inhiben la invasion de Proteus. En estos medios las
colonias son similares a las de Salmonella. En SS y XLD las colonias de P.
mirabilis, P. vulgaris y P. penneri son incoloras con un centro negro (Figura2).
Cuando se observan colonias desprovistas de centro negro generalmente son
de P. penneri. Sobre agar Hektoen, las colonias tienen una coloracién salmén y
un centro negro o azul. En agar de Drigalski con sales biliares, las colonias son

azuladas, algo iridiscentes y planas.

Figura 2. Colonias de Proteus mirabilis en agar SS (izquierda) y en agar XLD

(derecha)
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En los medios utilizados para enriquecimiento de Salmonella (selenito de
Leifson o tetrationato de Miuller-Kauffmann) incubados a 37°C, Proteus da un
crecimiento similar al de Salmonella; en cambio cuando son incubados a 42-
43°C su crecimiento es inferior al de dicha bacteria.

Los medios cromogénicos como el CHROMagar Orientator (Becton
Dickinson, Sparks, MD), el chromID CPS (bioMérieux, Hazelwood, MO),

Chromobrit IU(Britania®), también previenen el swarming®.

Pruebas bioguimicas de identificacion

Su identificacion no presenta mayores dificultades y se realiza por el
estudio de sus caracteristicas bioquimicas® °°.Dan positiva la prueba de rojo de
metilo y los resultados de las pruebas de produccién de indol, citrato de
Simmons y Voges-Proskauer son variables. Desaminan oxidativamente la
fenilalanina y el triptéfano, hidrolizan la urea y son lisina descarboxilasa y
arginina dihidrolasa negativos. Solamente P. mirabilis descarboxila ornitina.
Excepto P. myxofaciens, todos descomponen tirosina produciendo un
aclaramiento del agar que tenga incorporado este aminoacido. Crecen en caldo
con KCN, generalmente producen SH, y no utilizan malonato. La glucosa y
otros carbohidratos son metabolizados con produccibn de acido vy
generalmente gas. La mayoria produce acido de glicerol pero no de inositol.
Algunas especies fermentan maltosa, sacarosa, trehalosa y D-xilosa.

Las pruebas de utilizacion del malonato, produccién de pigmento

amarillo a 25°C y produccién de acido de D-adonitol, L-arabinosa, D-arabitol,
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celobiosa, dulcitol, eritritol, mio-inositol, D-manitol, D-manosa, melibiosa, D-
sorbitol y mucato son negativas. La temperatura de incubacion debe ser de
36%1 °C y la mayoria de las pruebas se tornan positivas a las 48 h. Las cepas
del biogrupo 2 de P. vulgaris presentan pruebas positivas para indol, salicina y
esculina. El biogrupo 3 es indol positivo pero las reacciones de salicina y

esculina son negativas® **(Tabla 4).

Sistemas comerciales de identificacion

Cuando se considera el género en su conjunto la eficiencia en la
identificacion que realizan los sistemas comerciales automaticos y los paneles
de identificaciébn habitualmente utilizados en los laboratorios de microbiologia
es superior al 95 %. Estos sistemas presentan reacciones quimicas facilmente
visibles, una larga vida de almacenamiento, controles de calidad
estandarizados y su precision ha probado ser comparable con la de los
sistemas de identificacién convencionales*'.Tan solo se describen problemas
importantes con Proteus hauseri, extremadamente infrecuente en el laboratorio
de microbiologia clinica®.

Algunos de los sistemas mas utilizados incluyen API 20E (bioMeriéux
INC.,Hazelwood, MO.), Crystal ID-E/NF (Becton Dickinson Microbiology
System, Sparks, Md.), Rapid Neg. ID3 (Dade Behring, Inc., MicroScan, Inc., W.
Sacramento, California)*.

Los sistemas automatizados se basan en pruebas modificadas de las

reacciones bioquimicas convencionales mediante sustratos cromogénicos o
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fluorescentes. Algunos de los mas utilizados son Vitek2® (bioMérieux Vitek

Inc., Hazelwood, MO) y Phoenix® (Becton Dickinson)3® 8.

Tabla 4. Caracteristicas bioquimicas de las especies de Proteus.
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Las reacciones clave para la diferenciacion de las cinco especies se muestran en negrita.
%Incluye las cepas de los biogrupos 2 y 3. Adaptado de O"Hara c*.

Prueba P. mirabilis .
myxofaciens  penneri vulgaris® hauseri
Produccion de indol 2 0 0 98 100
Rojo de metilo 97 100 100 85 100
Voges-Proskauer 50 100 0 0 0
Citrato de Simmons 65 100 0 15 0
Movilidad 95 100 85 95 100
Gelatina (22 °C) 90 100 50 91 100
Produccion de SH, (TSI) 98 0 30 95 50
Crecimiento en KCN 98 100 99 99 100
Fenilalanila desaminasa 98 100 99 99 100
Urea (Christensen) 98 100 99 95 100
Reduccion de NO; aNO, 95 100 80 95 100
Tartrato de Jordans 87 100 89 87 0
Utilizacion de acetato 20 0 12 20 0
Lipasa (aceite de maiz) 92 100 35 92 0
DNasa (25 €) 50 0 12 50 0
Utilizacion de malonato 2 0 0 0 0
Lisina descarboxilasa 0 0 0 0 0
Arginina dihidrolasa 0 0 0 0 0
Ornitina descarboxilasa 99 0 0 0 0
D-Glucosa
Produccion de acido 100 100 100 100 100
Produccion de gas: 96 100 45 85 0
Acido de:
Adonitol 0 0 0 0 0
L-arabinosa 0 0 0 0 0
Celobiosa 1 0 0 1 0
Dulcitol 0 0 0 0 0
D-arabitol 0 0 0 0 0
Eritritol 0 0 0 0 0
Glicerol 70 100 40 70 0
Mio-inositol 0 0 0 0 0
Lactosa 2 0 1 2 0
Maltosa 0 100 96 0 100
D-manitol 0 0 0 0 0
D-manosa 0 0 0 0 0
Melibiosa 0 0 0 0 0
a-metil-D-glucésido 0 100 80 0 50
Rafinosa 1 0 9 1 0
L-ramnosa 1 0 0 1 0
Salicina 0 0 0 50 0
D-sorbitol 0 0 0 0 0
Sacarosa 15 100 100 97 100
Trehalosa 98 100 62 98 0
D-xilosa 98 0 100 98 0
Hidrdlisis de la esculina 0 0 0 0 0
ONPG 0 0 10 0 0

La tecnologia mas actual para la identificacion de microorganismos es la

espectrometria de masas MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption

lonization Time-of-Flight) que se utiliza para identificar los diferentes elementos

guimicosque forman un compuesto. Permite el andlisis de biomoléculas
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(biopolimeros como las proteinas, los péptidos y los azlcares) y moléculas
organicas grandes (como los polimeros, los dendrimeros vy otras
macromoléculas). La técnica se basa en la espectrometria de masas y
consiste en la ionizacién quimica de los compuestos para generar moléculas
cargadasy la determinacion de la relacibn masa /carga. Entre sus
ventajasmas importantes se destacan la rapidez y precision en la obtencion de
resultados, la simplificacién del proceso y una buena relacién costo-beneficio
cuando el flujo de trabajo es grande. Esta técnica permite obtener resultados
de identificacibn en 100 segundos mediante un proceso sencillo que
habitualmente no requiere la preparacién de las muestras y con una gran

seguridad® %',

Métodos moleculares de identificacion

Debido a la relevancia de las infecciones por Proteus en el ambito
hospitalario, se han desarrollado técnicas moleculares para el estudio
epidemiologico de las mismas. Estas técnicas son utilizadas en casos de
brotes, para el estudio de la diseminacién clonal y para la caracterizacién de
poblaciones bacterianas involucradas. Entre los marcadores moleculares que
analizan el polimorfismo de fragmentos de restriccion para determinar la
clonalidad se destacan la ribotipificacion y la electroforesis en gel de campos
pulsados (PFGE). Si bien estos métodos son laboriosos, caros y lentos, la
PFGE sigue siendo el método de referencia. Otros métodos que utilizan PCR,

tales como RAPD (random amplified polymorphic DNA) y mas recientemente

270



ISSR (intergenic single sequence repeats): BOX-PCR y ERIC-PCR, brindan
resultados mas rapidos y comparables entre ellos, por lo cual son
herramientasimportantes de diagndstico®”.

Otros sistemas de tipificacion incluyen fagos, bacteriocinas, perfiles
proteicos y seroldgicos. Ninguno de ellos se usa rutinariamente en los
laboratorios clinicos y su utilidad esta centrada en estudios epidemioldgicos en
centros de investigacion o de referencia.

Las cepas de Proteus pueden mantenerse en agar tripteina de soja a
4°C con repigues mensuales o preservarse indefinidamente por liofilizacién.
J.J.Farmer y F.W. Hickman (comunicacion personal) sostienen que los cultivos
en tubos de agar base para agar sangre o tripticasa soja sellados con un tapén
de corcho o goma permanecen viables a temperatura ambiente por muchos

afios sin hacer repiques®.

Sensibilidad a los antibi6ticos

Las cepas salvajes de P. mirabilis son mas sensibles a los
antimicrobianos que las de P. vulgaris, P. penneri y P. hauseri.Los integrantes
del género Proteus son resistentes a la colistina y a las tetraciclinas. La
resistencia a colistina esta relacionada con la presencia de un LPS
caracteristico con gran cantidad de grupos 4-amino-L-arabinosa que reducen
su afinidad por los antibiéticos polipeptidicos. Esto impide el desplazamiento de
los iones Ca*™ y Mg* ? del LPS, la desorganizacién de las membranas externas

e internas de la pared de la bacteria y la muerte celular® *°. Con respecto a la
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resistencia a tetraciclinas se han caracterizado diversos sistemas de eflujo. Uno
de ellos esta regulado por el gen cromosémico Tet] que generalmente es
inducible si bien ocasionalmente se ha descrito una expresion constitutiva. El
sistema de transporte AcrAB también se asocia a la resistencia intrinseca de
algunas especies del género Proteus a las tetraciclinas y a la pérdida de
sensibilidad frente a las glicilciclinas (tigeciclina)®.

La penicilina, los glucopéptidos, los macrélidos y las lincosamidas son
inactivos frente a bacilos gram negativos y no deberian ser ensayados para
estas bacterias. Las bacterias del género Proteusson sensibles a
aminoglucésidos, quinolonas fluoradas y trimetoprima/sulfametoxazol. De
manera caracteristica y debido a una baja permeabilidad asociada a su
dotacion particular de porinas, se pierde sensibilidad a los carbapenemes,
esencialmente al imipenem, que se traduce en una ligera elevacion de los
valores de CIM con rangos de 4 a 8 mg/l. Esta relativa falta de sensibilidad no
ha causado mayores problemas clinicos, sin embargo se han comunicado
fallas de tratamiento para erradicar P. mirabilis de infecciones de partes
blandas y se constaté una colonizacién postratamiento por esta bacteria®.

P. mirabilis no sintetiza de manera natural [3-lactamasas cromosOmicas
(AmpC o similares) por lo que el fenotipo salvaje habitual es sensible a todos
los antibidticos RB-lactamicos exceptuando la  peniciina y las
isoxazolilpenicilinas.

Los fenotipos salvajes de P. vulgaris y P. penneri son iguales. Se
caracterizan por la resistencia a las aminopenicilinas y a las cefalosporinas de
primera y segunda generacion. Es caracteristica su resistencia a la cefuroxima,

aunque alrededor del 30 % de los aislados puede ser sensible. Este perfil es
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debido esencialmente a la produccion de una R-lactamasa denominada CumA
en P. vulgaris y HugA en P. penneri. Por la resistencia que confieren a la
cefuroxima es frecuente referirse a ellas como cefuroximasas. Presentan
sensibilidad reducida a acilureido y carboxipenicilinas y son sensibles a la
asociacion de amoxicilina y acido clavulanico, a las cefamicinas (cefoxitina) y a
las cefalosporinas de amplio espectro incluyendo cefepima y al aztreonam.El
perfil de resistencia a los antibiéticos R-lactamicos en P. penneri y P. vulgaris
es tan caracteristico que puede utilizarse como control de la identificaciéon®.P.
penneri es resistente al cloranfenicol, aunque pueden existir discrepancias en
los resultados de sensibilidad segun el método utilizado para su estudio. La
sensibilidad antibidtica de P. myxofaciens es desconocida, pero comparte con
las otras especies la resistencia intrinseca a las polimixinas. Por dltimo, los
microorganismos integrantes del género Proteus deben ser considerados
resistentes a la nitrofurantoina con independencia del valor de la CIM obtenido
en las pruebas de sensibilidad. La produccion de ureasa por estos
microorganismos provoca la alcalinizacion de la orina y a pH alcalino la

nitrofurantoina pierde actividad antibacteriana®.

Resistencia adquirida a los antibiéticos

P. mirabilis tiene la capacidad de adquirir resistencia a los B-lactamicos por

medio de enzimas que incluyen B-lactamasas de espectro ampliado (BLEA), de

espectro extendido (BLEE) y enzimas de tipo AmpC plasmidicas.
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La resistencia a amoxicilina en P. mirabilis es principalmente debida a
enzimas TEM-1 y TEM-2. También se han descrito enzimas resistentes a los
inhibidores tales como TEM-44, TEM-65, TEM-73 y TEM-74.

Las cepas productoras de BLEE se han extendido en numerosas areas
geograficas: Las enzimas tipo TEM predominan en los EE.UU. y Europa. En la
Argentina la CTX-M2 ocupa el primer lugar. En la actualidad se describieron
nuevas enzimas como CTX-M15®. Las enzimas VEB y PER son mucho menos
frecuentes’.

La prevalencia de cepas que adquieren enzimas tipo AmpC de origen
plasmidico estd aumentando y la més frecuente hasta el momento es la
derivada del grupo CMY/LAT*.

En P. penneri y P. vulgaris, debido a mutaciones en los genes
reguladores, se ha descrito la desrepresion de las 3-lactamasas HugA y CumaA,
respectivamente, lo cual les confiere resistencia a la cefotaxima y a la
ceftriaxona pero no a la ceftazidima, cefepima y al aztreonam, aunque se
produce una ligera pérdida de sensibilidad. Este perfil es muy similar al que
confieren las BLEE de tipo CTX-M. Cuando se realiza la clasica prueba de
doble difusion con discos para la deteccion de BLEE, esta superposicion de
perfiles de resistencia hace a ambos fenotipos indistinguibles. La resistencia a
la cefotaxima o ceftriaxona revierte con el agregado de acido clavulanico,
sulbactama o tazobactama. La frecuencia de cepas de P. penneri con
desrepresion es baja, por lo que ante un aislamiento con sensibilidad
disminuida a la cefotaxima, se debe excluir la presencia de BLEE. La
imposibilidad de diferenciarlas por el fenotipo de resistencia obliga a realizar su

confirmacién por isoelectroenfoque o por métodos genéticos® "4(Tabla 5).
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Tabla 5. Perfiles de sensibilidad y resistencia a los antibidticos B-lactamicos de P.
mirabilis, P. vulgaris y P. penneri

Especie Mecanismo de resistencia Antimicrobianos
AMX AMC CFZ CXM FOX CTX CAZ FEP IMI
P.mirabilis Fenotipo salvaje S S S S S S S S s
Penicilinasa (TEM-1) R S S S S S S S S
Peniclinasa (hiperprod. TEM- R r/R I/R S S S S S s
1)
Penicilinasa (IRT) R R S S S S S S S
BLEE R S/l R r/R S r/R r/R r/R S
P.vulgarisy  CumA/HugA R s/. R R S S S S S
P.penneri CumA/HugA+penicilinasa R S/I/r R R S S S S S
CumA/HugA desreprimido R I/R R R S rlR S s S
CumA/HugA + BLEE R I/R R R S R r/R r/R S

S: sensible; I: intermedio; R: resistente; r: resistencia de bajo nivel; s: sensibilidad disminuida.AMX:
amoxicilina (o ampicilina); AMC: amoxicilina/acido clavulanico; CFZ: cefazolina; CXM: cefuroxima; FOX:
(;e;‘oxitina; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; FEP: cefepima; IMP: imipenem. Adaptado de Cantén

Actualmente han emergido enzimas con actividad de carbapenemasas
que hidrolizan un amplio espectro de [-lactamicos incluidos penicilinas,
cefalosporinas, carbapenemes y aztreonam. Se destacan las carbapenemasas
pertenecientes a la clase A de Ambler cuyo mecanismo de hidrdlisis involucra
un sitio activo de serina en la posicion 70. En este grupo las principales
enzimas son KPC y GES®® . El segundo grupo de carbapenemasas son las
metalo B-lactamasas (MBL) en las cuales el mecanismo de hidrdlisis es
dependiente de la interaccion del B-lactdmico con un ion de Zn*? en el sitio
activo de la enzima. Entre las mas frecuentes se destacan VIM, IMP y SPM.
Han sido descritas cepas de P. mirabilis productoras de VIM-1°8 %91,

Entre los mecanismos de resistencia a fluoroquinolonas descritos hasta

el momento, los mas frecuentemente identificados en cepas clinicas son la
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modificacion del sitio blanco y las bombas de eflujo. En el primer caso ocurre
una combinacién de dos o mas mutaciones en la region determinante de
resistencia a quinolonas (QRDR) de los genes que codifican a la ADN girasa
(genes gyrA y gyrB) y a la topoisomerasa IV (parC y parE). Se debe
principalmente a mutaciones de aminoacidos en las posiciones Ser-83 en gyrA,
Ser-464 en gyrB y Ser-80 en ParC. En el segundo caso la sobreexpresion de
bombas de eflujo contribuiria a la resistencia a las fluoroquinolonas. Saito et al.
sugirieron que la superproducciéon de la bomba de eflujo AcrAB podria jugar un
rol en la resistencia a estas drogas en aislamientos clinicos de P. mirabilis y
que la combinacion de ambos mecanismos en forma sinérgica podrian
contribuir a la adquisicién de un nivel mas alto de resistencia’’. Algunas cepas
presentan una sobreexpresion constitutiva de diferentes sistemas de eflujo
cuyo sustrato es entre otros la tigeciclina. Un ejemplo es AcrAB en P. mirabilis
y M. morganii®.

La resistencia a los aminoglucésidos en el género Proteus es debida

mayoritariamente a enzimas modificadoras de estos antibi6ticos®.

Género Morganella

Aislada por Morgan en 1906, Morganella morganii originalmente fue
incluida en el género Proteus como Proteus morganii. En 1978 Brenner et al.
demostraron que P. morganii tenia menos del 20 % de homologia con Proteus
spp. y Providencia spp. por lo que la relocalizaron en un nuevo género,

Morganella. Jensen et al. en 1992 subdividieron a M. morganii en dos
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subspecies, M. morganii subsp. morganii y M. morganiisubsp. sibonii en base a
su capacidad de fermentar la trehalosa vy los resultados de estudios de
hibridacién ADN-ADN®2.En el afio 2006 fue propuesta una nueva especie, M.
psychrotolerans sp. nov. Esta parece ser importante en la formacion de
histamina a temperaturas de 0 a 5°C y se ha asociado a intoxicacion
alimentaria por la ingesta de pescado™ '’. Existen pruebas bioquimicas que
permiten diferenciarla de M. morganii (Tabla 6).

M. morganii subsp. morganii presenta 4 biogrupos (A, B, C y D) cuya
separacion esta basada en las reacciones de descarboxilacion de lisina y
ornitina. M. morganii subsp. sibonii contiene a su vez 3 biogrupos (E, F y G)
basados en las reacciones de descarboxilacion de lisina y ornitina, produccion

de indol y crecimiento en presencia de KCN* %% **(Tabla 7).

Tabla 6. Diferenciacion bioquimica de las especies de Morganella

Caracteristica M. psychrotolerans M. morganii
Crecimiento a 2TC + -
Crecimiento a 37C - +
Crecimiento en NaCl 8,5% - +
Trehalosa (48 h) - \%
Galactosa (48 h) - +

Adaptado de Jette Emborg. Department of Seafood Research (FF). Danish Institute for Fisheries Research (DIFRES)

El esquema antigénico de Morganella permite diferenciar 77 serotipos
con 44 antigenos somaticos (O), 4 capsulares (K) y 38 flagelares (H). En el afio
1990 se agregaron 11 tipos O adicionales extendiendo el nimero de antigenos

somaticos a 55°.
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Tabla 7. Diferenciacién de subespecies y biogrupos de Morganella morganii®

M. morganii subsp. morganii biogrupo M. morganii subsp. sibonii biogrupo

A B C D E F G
Produccion de indol 100 100 100 100 100 75 56
Rojo de metilo 100 95 100 100 100 75 89
Voges-Proskauer 0 0 0 0 0 0 0
Citrato de Simmons 0 0 0 0 0 0 0
SH, (TSI) 0 15 25 0 0 0 22
Fenilalanina 100 96 100 100 100 100 100
Urea de Christensen 100 96 100 100 100 100 100
Movilidad 0 0 50 0 100 75 89
Gelatina (22 °C) 0 0 0 0 0 0 0
KCN 100 80 100 100 100 100 67
Lisina 0 100 0 100 100 75 0
Arginina 0 0 0 0 0 0 0
Ornitina 100 80 0 0 100 0 89
Malonato 0 5 0 0 0 0 0
Acido de D-Glucosa 100 100 100 100 100 100 89
Gas de D-Glucosa 100 88 100 100 100 75 78
Adonitol 0 0 0 0 0 0 0
L-arabinosa 0 0 0 0 0 0 0
D-arabitol 0 0 0 0 0 0 0
Celobiosa 0 0 0 0 0 0 0
Dulcitol 0 0 0 0 0 0 0
Eritritol 0 0 0 0 0 0 0
Glicerol 50 100 50 100 0 0 0
Mio-inositol 0 0 0 0 0 0 0
Lactosa 0 0 0 0 0 0 0
Maltosa 0 0 0 0 0 0 0
D-manitol 0 0 0 0 0 0 0
D-manosa 100 92 100 100 100 100 89
Melibiosa 0 0 0 0 0 0 0
a-metil-D-glucésido 0 0 0 0 0 0 0
Rafinosa 0 0 0 0 0 0 0
L-ramnosa 0 0 0 0 0 0 0
Salicina 0 0 0 0 0 0 0
D-sorbitol 0 0 0 0 0 0 0
Sacarosa 0 0 0 0 0 0 11
Trehalosa 0 0 0 0 100 100 100
D-xilosa 0 0 0 0 0 0 0
Tartrato (Jordan) 50 96 100 100 100 100 100
Hidrélisis de esculina 0 0 0 0 0 0 0
Acetato 0 0 0 0 0 0 0
Lipasa 0 0 0 0 0 0 0
Nitratos a nitritos 100 84 100 33 100 100 100
ONPG 50 15 75 33 0 0 0

a , . e R . . .z
Los numeros corresponden a porcentajes de pruebas positivas a las 48 h. Las reacciones clave para la diferenciacion
de las cinco especies se muestran en negrita.Adaptado de O"Hara C*. 9)

Habitat
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M. morganii se encuentra en bajo nimero en las heces de humanos y
animales sanos, incluyendo perros, ganado vacuno y pollos. También fue
aislada de viboras, lobos marinos y focas®.

Esta ampliamente distribuida en la naturaleza, en el suelo y aguas
estancadas donde contribuye a la degradacion de la materia organica gracias a
su actividad proteolitica. No obstante su ubicuidad, es una causa poco comun
de infecciones adquiridas en la comunidad y es mas frecuente encontrarla

asociada a infecciones nosocomiales®.

Aspectos patogénicos

Se conoce poco acerca de los factores de virulencia de esta bacteria.
Entre los mas importantes se destaca una hemolisina Hly con actividad
intracelular similar a las hemolisinas de E. coli y P. mirabilis.

La actividad de la ureasa puede llevarse a cabo a pH tan bajo como 5,5
y tiene una gran afinidad por la urea lo que le permite hidrolizarla de 6 a 25
veces mas rapido que P. mirabilis; no obstante aun se desconoce si éste es un
factor importante en la patogénesis de la infeccién urinaria.

Produce hemaglutininas manosa sensibles (MSHA) y una enterotoxina

labil al calor?.

Significado clinico
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M. morganii es un patdégeno oportunista y si bien originalmente se lo
asocié como agente causal de diarrea, su rol en ese contexto aun no esta bien
establecido.

Produce infecciones urinarias en menor medida que P. mirabilis debido
en parte a su crecimiento mas lento y a la naturaleza no inducible de su ureasa.

Este agente ha sido recuperado en forma ocasional en muy diversas
infecciones, tales como meningitis, abscesos de cerebro, piomiositis, artritis,
infecciones por mordedura de vibora, infecciones polimicrobianas asociadas a
enfermedad hepatobiliar, a aneurisma de aorta abdominal, etc.? 2> 46:62.95

En huéspedes inmunocomprometidos, principalmente diabéticos, estan
descritas infecciones de Ulceras de miembros inferiores, fascitis necrotizante,
bacteriemia y sepsis®* %2,

Ha sido aislada de infecciones perinatales tales como corioamnionitis y
endometritis posparto y en el neonato, bacteriemias de comienzo temprano y
tardio, fascitis necrotizante, etc.34>%°,

Fue relacionada con brotes de infecciones asociadas al cuidado de la
salud que incluyeron neumonias, meningitis posquirurgicas e infecciones de
heridas.

M. morganii puede producir una intoxicacion por ingesta de pescado.
Esta bacteria produce una enzima histidina descarboxilasa que reacciona con
la histidina presente en el musculo de algunas especies de pescado incluido el
atun, la sardina y la caballa entre otros. Cuando estos pescados son

conservados en forma inapropiada puede ocurrir este fendmeno y clinicamente

presentarse como un sindrome anafilactico. El mismo fendmeno se le atribuye
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a M. psychrotolerans, la cual estimula la produccidon de dicha enzima a

temperaturas de 0 a 5°C*.

Identificacion a nivel de género y especie

Morfologia microscopica y caracteristicas culturales

Son bacilos gram negativos rectos de 0,6-0,7 por 1-1,7 um, moviles por
flagelos peritricos y anaerobios facultativos. Las pruebas de desaminacion
oxidativa de L-fenilalanina y L-triptéfano, ureasa, indol 'y ornitina
descarboxilasa son positivas para este género. Fermentan relativamente pocos
hidratos de carbono produciendo acido de D-manosa pero no de D-xilosa.

Cuando desarrolla en agar nutritivo M. morganiii produce colonias
transparentes, lisas, de bordes enteros y no pigmentadas. En agar sangre de
carnero las colonias por lo general no son hemoliticas, son palidas, convexas y
de 2 a 3 mm de diametro luego de una incubacion de toda la noche a 35-37 °C.
Se puede observar hemdlisis en agar sangre cuando la incubacion es
prolongada. Cuando desarrollan en un medio con el agregado de fenilalanina
despiden un olor similar al de las almendras. La mitad de los aislados de
Morganella cuando crecen en medios liquidos muestran una turbiedad uniforme
con la formacion de un anillo o pelicula en la superficie.

Debido a que la mayoria de las cepas son lactosa y sacarosa negativas,
en medios como agar MacConkey, XLD EMB y agar SS aparecen como

colonias incoloras™.
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Las cepas pueden mantenerse a temperatura ambiente sembradas en
profundidad especialmente en agar movilidad por varios meses. Para un
almacenamiento mas prolongado se recomienda que los cultivos sean

mantenidos a -70°C3!.

Pruebas bioguimicas de identificacion

Si bien el género es bioquimicamente homogéneo y las reacciones se
asemejan bastante a las mostradas por los integrantes del género Proteus, la
incapacidad de hidrolizar la gelatina por parte de Morganella, puede ser usada
para su diferenciacion®”.

Los pocos aislados de M. psycrhotolerans sp. nov. que hasta el
momento se conocen han mostrado que fermentan la glucosa con produccion
de gas y desaminan la fenilalanina. Son fermentadores de ribosa, D-fructuosa,
D-manosa Y xilitol. No fermentan glicerol, eritritol, arabinosa, xilosa, D-adonitol,
L-sorbosa, L-ramnosa, dulcitol, inositol, D-manitol ni D-sorbitol. Existen pruebas
que permiten diferenciar esta especie respecto de M.morganii (Tabla 6), las dos
subespecies de esta Ultima y los biogrupos de ambas (Tabla 7).

Respecto a la identificacibn por métodos automatizados vy
semiautomatizados, M. morganii esta contenida en las bases de datos de los
principales sistemas. La seguridad de identificacion de los mismos es cercana

al 100 %.
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Sensibilidad a los antibi6ticos

M. morganii presenta resistencia natural a las polimixinas, nitrofuranos,
macrolidos, lincosamidas, glucopéptidos, fosfomicina, &cido fusidico,
sulfametoxazol y tetraciclinas. Al igual que lo que ocurre con P. mirabilis, las
cepas de M. morganii presentan una sobreexpresion constitutiva de un sistema
de eflujo AcrAB cuyo sustrato es la tigeciclina confiriéndoles una sensibilidad
disminuida a esta droga®. Es productora de una cefalosporinasa cromosémica
inducible (AmpC) que le provee de una resistencia natural a bencilpenicilinas,
oxacilina, aminopenicilinas, cefalosporinas de primera y segunda generacion y
es resistente a los inhibidores acido clavulanico y sulbactama. No obstante el
60 % y el 50 % de los aislados son sensibles a cefoxitina y ampicilina-
sulbactama respectivamente.

Las cepas salvajes son sensibles a aminoglucosidos, piperacilina,
cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, carbapenemes, aztreonam,
quinolonas, cotrimoxazol y cloranfenicol. Con alguna excepcién, no se
encontraron diferencias significativas en la sensibilidad a los antibioticos entre
los diferentes biogrupos. M. morganii subsp. morganii es mas sensible a las
tetraciclinas que las cepas de M. morganii subsp. sibonii pero no hay evidencia
de que este parametro pueda ser Util para diferenciarlas®.

Las cepas de M. psychrotolerans son sensibles a cloranfenicol,

ciprofloxacina, gentamicina y acido nalidixico’.
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Resistencia adquirida a los antibiéticos

La enzima AmpC basal de M. morganii puede sufrir una desrepresion
permanente o estar hiperproducida. En ambos casos extendera su actividad a
las oximinocefalosporinas sin afectar a cefepima, cefpiroma ni carbapenemes.
La actividad sobre aztreonam es variable. Fue descrita la presencia de AmpC
plasmidica y la produccién de BLEE especialmente del grupo CTX-M®" %3,

La resistencia a carbapenemes también fue observada en esta bacteria
y puede deberse a una sobreexpresion de una AmpC cromosémica mas la
modificacion de las porinas OmpC u OmpF. En estos casos la resistencia
obedece a la combinacion de ambos mecanismos y no a la presencia de
carbapenemasas’®.

A nivel mundial fueron descritos aislados productores de

carbapenemasas del grupo KPC y metalo B-lactamasas como VIM y NDM® °*

58, 66, 80, 91

Geénero Providencia

La primera especie del género conocido actualmente como Providencia
fue descrita por Rettger en 1904. Esta bacteria fue inicialmente aislada en
pollos y se la asocio a brotes infecciosos en estos animales. En 1918 Hadley y
col. la caracterizaron y denominaron Bacterium rettgeri. Los microorganismos
pertenecientes a este género sufrieron numerosas modificaciones taxonémicas

desde la primera descripcidon, con superposiciones frecuentes entre las
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bacterias estrechamente relacionadas de los géneros Providencia, Proteus y
Morganella. En 1951 Kauffmann propuso el nombre de Providencia para
denominar al género. En 1983 se caracterizaron por hibridacion ADN-ADN las
especies Providencia stuartii, Providencia rettgeri, Providencia alcalifaciens
yProvidencia rustigianii. En 1986 se describié la quinta especie, Providencia
heimbachae.

Las especies Providencia burhodogranariea, Providencia sneebia y
Providencia vermicola no son patdgenas humanas; las dos primeras se
encuentran en las moscas de la fruta y la Ultima en nematodes infectantes de
insectos® %,

Como otras bacterias gram negativas, Providencia posee moléculas
antigénicas que pueden servir como marcadores para la diferenciacién de las
cepas. Entre éstas, los antigenos O del LPS son los mas usados para la
serotipificacion. El esquema original que incluyo a P. alcalifaciens y P. stuartii

reconocié 56 antigenos (O), 28 antigenos flagelares (H) y dos antigenos

capsulares (K)®.

Habitat

Este microorganismo esta ampliamente distribuido en la naturaleza y ha
sido aislado de humanos y animales. Se encontré en el intestino de varios
animales y en fuentes medioambientales contaminadas como aguas servidas.

Puede colonizar el tracto gastrointestinal humano que es un importante

reservorio, especialmente de P. stuartii causante de infecciones nosocomiales.
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Algunas especies como P. heimbachae y P. rustigianii se han aislado de
pingliinos®* .

Aspectos patogénicos

Los factores de virulencia que contribuyen a la patogenicidad de
Providencia spp. incluyen la adherencia celular, la produccion de fimbrias y la
ureasa. La adherencia a las células uroepiteliales es debida a una adhesina
manosa resistente denominada hemaglutinina MR/K (mannose-
resistant/Klebsiella-like)'* 2.

Se observé que las cepas productoras de ureasa fueron capaces de
inhibir el crecimiento in vitro de E. coli sobre la superficie de catéteres y en

orina, lo cual es una ventaja adaptativa importante®®.

Significado clinico

Dentro del género Providencia, las especies que han sido claramente
identificadas como patdgenas son P. stuartii, P. rettgeri y P. alcalifaciens. En
infecciones clinicas P. stuartii es el microorganismo mas significativo y la
virulencia de las otras dos especies es menos clara. Ha sido ampliamente
reconocida como patdgena en infecciones urinarias especialmente en
pacientes con catéteres, probablemente estableciendo un nicho adecuado
dentro de este dispositivo con lo cual aumenta su capacidad para producir

bacteriuria. Esta bacteria no es particularmente invasora, sin embargo ciertos
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factores como la cateterizaciéon prolongada y la cirugia urolégica pueden
- . ... 12,68
aumentar la probabilidad de infeccion :

Aunque Proteus, Providencia y Morganella se aislan con mayor
frecuencia en muestras de heces de pacientes con gastroenteritis que en
individuos sin esta infeccion, su papel patogénico a este nivel es incierto. De
entre todos los microorganismos relacionados, solo ha sido sugerida la
implicacion de P. alcalifaciens en cuadros de diarrea. En ensayos de cultivos
celulares se demostré su capacidad para invadir las células, asi como la de

. . . . .~ 33,52, 59,97
producir cuadros de diarrea en animales de experimentacion :

Como ocurre con los otros géneros de Proteeae, esta bacteria ha sido
aislada de septicemias, meningitis, infecciones en pacientes quemados,

infecciones abdominales, endocarditis, infecciones oculares, etc.*> 4+ 82,

Identificacion a nivel de género y especie

Morfologia microscépica y caracteristicas culturales

Los miembros del género Providencia son bacilos gram negativos de
0,6-0,8 por 1,5-2,5 um. Como todas las Enterobacteriaceae, son anaerobios
facultativos, quimiorganétrofos y tienen metabolismo respiratorio y oxidativo.
Son moéviles por flagelos peritricos, sin embargo no exhiben el fenomeno de
swarming tipico del género Proteus. La produccion de ureasa no es una
caracteristica constante del género, con la tnica excepcién de P. rettgeri>>.

Los medios utilizados en el laboratorio clinico para el aislamiento de

enterobacterias pueden ser usados para el cultivo de Providencia. En agar

28/



citrato desoxicolato las especies P. alcalifaciens, P. rettgeri y P. stuartii
desarrollan colonias amarillas con un centro naranja. Este color es
aparentemente causado por la precipitacion de hidroxido férrico debido a la
alcalinizacién que produce el crecimiento de la bacteria.En medios de agar que
contienen rojo de fenol y tres azlcares (xilosa, manitol y galactosa) P.
alcalifaciens, al no fermentar estos azucares, produce colonias rojas. En un
medio selectivo para P. stuartii que contiene colistina, inositol y como indicador
el azul de bromotimol desarrolla colonias amarillas por la fermentacién del
inositol®®.Si bien la mayoria de las especies de Providencia son lactosa
negativas, ocasionalmente esta bacteria es capaz de fermentar este azlcar.
Cuando esto ocurre puede ser un marcador de gran ayuda para rastrear los
origenes y la diseminacion de la infeccion en el ambito hospitalario. (Leardini N,

comunicacién personal).

Pruebas bioguimicas de identificacion

Los miembros de este género, al igual que Proteus y Morganella,
producen &cido de D-manosa,son fenilalanina desaminasa positivos, lisina y
ornitina descarboxilasas y arginina dihidrolasa negativos. La separacion de las

cinco especies puede realizarse por pruebas bioguimicas (Tabla 8).

288



Tabla 8. Caracteristicas bioquimicas de las especies de Providencia®
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®Los numeros corresponden a porcentajes de pruebas positivas a las 48 h. Las reacciones clave para la
diferenciacion de las cinco especies se muestran en negrita.Adaptado de O Hara c®.

Prueba P. P. P.rettgeri  P. P.
alcalifaciens heimbachae rustigianii stuartii
Produccién de indol 99 0 99 98 98
Rojo de metilo 99 85 93 65 100
Voges-Proskauer 0 0 0 0 0
Citrato de Simmons 98 0 95 15 93
SH, (TSI) 0 0 0 0 0
Fenilalanina 98 100 98 100 95
Urea de Christensen 0 0 98 0 30
Movilidad 96 46 94 30 85
Gelatina (22 °C) 0 0 0 0 0
KCN 100 8 97 100 100
Lisina 0 0 0 0 0
Arginina 0 0 0 0 0
Ornitina 1 0 0 0 0
Malonato 0 0 0 0 0
Acido de D-glucosa 100 100 100 100 100
Gas de D-glucosa 85 0 10 35 0
Adonitol 98 92 100 0 5
L-arabinosa 1 0 0 0 1
D-arabitol 0 92 100 0 0
Celobiosa 0 0 3 0 5
Dulcitol 0 0 0 0 0
Eritritol 0 0 75 0 0
Glicerol 15 0 60 5 50
Mio-inositol 1 46 90 0 95
Lactosa 0 0 5 0 2
Maltosa 1 54 2 0 1
D-manitol 2 0 100 0 10
D-manosa 100 100 100 100 100
Melibiosa 0 0 5 0 0
a-metil-D-glucosido 0 02 0 0 0
Rafinosa 1 0 5 0 7
L-ramnosa 0 100 70 0 0
Salicina 1 0 50 0 2
D-sorbitol 1 0 1 0 1
Sacarosa 15 0 15 35 50
Trehalosa 2 0 0 0 98
D-Xilosa 1 8 10 0 7
Tartrato (Jordan) 20 69 95 50 90
Hidrélisis de esculina 0 0 35 0 0
Utilizacién de acetato 40 0 60 25 75
Lipasa 0 0 0 0 0
DNasa (25 °C) 0 0 0 0 10
NOs;a NO, 100 100 100 100 100
ONPG 1 0 5 0 10
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Métodos comerciales y moleculares

La seguridad en la identificacion por los distintos métodos comerciales
variadesde un 79 % para el sistema API 20E hasta el 100 % para VITEK GNI.
Los estudios realizados con el sistema Crystal ID-E/NF informaron resultados
de certeza del 83 al 100 %>°. Resultados similares se observaron con el
sistema MicroScan Rapid Neg ID3%.

Los métodos moleculares tales como el polimorfismo de fragmentos de
restriccion (RFLP) y la ribotipificacién no son utilizados de rutina en la practica
clinica y se reservan para estudios epidemiolégicos, en particular en

infecciones asociadas al cuidado de la salud®.

Sensibilidad a los antibi6ticos

Las especies de Providencia presentan resistencia natural a polimixinas,
tetraciclinas, nitrofuranos y, en particular P. stuartii,ademas es intrinsecamente
resistente a sulfametoxazol.Esta ultimaespecie es la mas resistente del género
y una de las més resistentes de la familia Enterobacteriaceae®.

Providencia produce una cefalosporinasa cromosémica, AmpC, que
causa la resistencia natural a aminopenicilinas y cefalosporinas de primera
generacion. Tiene un comportamiento variable frente a cefoxitina y las cepas
salvajes son sensibles a las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion,
monobactames y carbapenemes. Son resistentes a ampicilina-sulbactama

aunque alrededor del 35 % de los aislados de P. rettgeri son sensibles y este
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porcentaje es aun mayor para P. stuartii. P. alcalifaciens es la especie menos
resistente del género ya que es sensible a cefalosporinas, aminoglucésidos y
quinolonas®’.

P. stuartii presenta una enzima modificadora de aminoglucésidos de
localizacion cromosomica, AAC(2)-la, que le confiere resistencia a
gentamicina, tobramicina, netilmicina y dibekacina.La mayoria de las cepas de
P. rettgeri es sensible a los aminoglucosidos pero marcadamente resistente a
las quinolonas.P. heimbachae se asemeja a P. alcalifaciens en sus perfiles de

sensibilidad a cefalosporinas y aminoglucésidos®®.

Resistencia adquirida a los antibiéticos

La creciente resistencia a los antimicrobianos, particularmente el
aumento en la prevalencia de cepas productoras de BLEE, representan un
problema emergente.

Ademas de la desrepresion y la hiperproduccién de la enzima AmpC,
estas bacterias suelen ser productoras de (-lactamasas de espectro extendido
como CTX-M y PER-1. En la actualidad han surgido cepas productoras de
carbapenemasas del tipo KPC y de metalo B-lactamasas IMP-1, VIM-1 y VIM-2,
entre otras, que le confieren resistencia a los carbapenemes®’.

La resistencia acompafante a aminoglucosidos y fluoroquinolonas suele
ser una caracteristica de estas bacterias multirresistentes. Dos mecanismos
enzimaticos identificados en P. stuartii incluyen una acetilaminotranferasa

hidrolizante de aminoglucésidos y una eritromicina esterasa involucrada en la
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resistencia a macrélidos*’. Los nuevos mecanismos de resistencia plasmidicos

a fluoroquinolonas también han sido descritos en el género Providencia®.
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Género Yersinia

Aspectos taxonomicos

Son diecisiete las especies del género Yersinia, aunque solo tres son
fehacientemente patdgenas para el hombre y animales de sangre caliente:
Yersinia pestis, Yersinia enterocolitica y Yersinia pseudotuberculosis?.

Yersinia intermediapodria ser también un agente etiolégico de
conuntivitis y diarrea. Otras especies podrian actuar como oportunistas:
Yersinia aldovae, Yersinia alecksiciae®®, Yersinia bercovieri, Yersinia
frederiksenii, Yersinia kristensenii, Yersinia massiliensis®?,Yersinia mollaretii,

Yersinia rohdei, Yersinia ruckeri y Yersinia similis.

Caracteristicas culturales

Las especies de Yersinia son bacterias de crecimiento lento si las
comparamos con el resto de las enterobacterias, pero pueden desarrollar en
medios comunes. De hecho el agar SS puede ser una alternativa para la
recuperacion de yersinias enteropatdogenas. Las pruebas bioquimicas son mas
confiables si se realizan entre los 25T y los 32C . Algunas especies pueden

reproducirse a 4.
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Importancia clinica e identificacion a nivel de especie

Y. pestis es el agente etiologico de la peste bubonica y de la peste
neumonica. Y. enterocolitica y Y. pseudotuberculosis pueden causar
gastroenteritis y linfadenitis mesentérica que puede confundirse con apendicitis.
Estas bacterias pueden causar infecciones de heridas, artritis séptica,
infecciones urinarias y bacteriemia. También pueden desencadenar
complicaciones no infecciosas como artritis reactiva, eritema nodoso Yy
glomerulonefritis. Yersinia aldovae, Yersinia bercovieri, Yersinia frederiksenii,
Yersinia intermedia, Yersinia kristensenii, Yersinia mollaretii, y Yersinia rohdei,
se consideraban previamente como biovariedades de Y. enterocolitica y, como
ya se mencion0, pueden actuar como oportunistas. Y. ruckeri puede causar
patologia en salmonidos. Hay controversias respecto al valor clinico de estas
yersinias similares a Y. enterocolitica que han sido aisladas de muestras
humanas. Estas especies estan ampliamente distribuidas en la naturaleza:
animales, agua, suelo, alimentos.

Si bien las pruebas bioguimicas convencionales pueden resultar
orientadoras (Tabla 1), es necesario apelar a métodos moleculares para su
identificacion definitiva.

La aglutinacion en portaobjetos para las serovariedades patdgenas
sumada a la identificacibn de especies a partir de pruebas biogquimicas
convencionales son los métodos mas utilizados en la rutina de los laboratorios.
La principal desventaja reside en la presencia de los antigenos O:3 y O:9 en
cuatro especies “no patdgenas” que pueden aislarse a partir de muestras

humanas.
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Tabla 1. Pruebas bioquimicas basicas para separar las especies patégenas de

Yersinia entre si y diferenciarlas de otras encontradas en materiales humanos.

Especie Indol | Urea | Orn Lac | Sac | Mal Cel | Ram | Esc
Y. pestis - - - - - vV - N ¥V,
Y. enterocolitica Vv \% + - + \Y \% - \%
Y. pseudotuberculosis - + - - - + - Vv +
Y. frederiksenii + Vv + \Y; + + + + v
Y. intermedia + Vv + \Y + + + + +
Y. kristensenii \Y \V + - - + + R -
Y. rohdei - \ \Y; - + - Vv - -
Y. aldovae - \Y \ - \Vj - - - -
Y. bercovieri - \ \Y \ + + + - \Y
Y. mollaretti - \Y Vv \V + Vv + - -
Y. ruckeri - - + - - + - - -

Rojo de metilo y manitol: positivos para todas las especies.

Voges Proskauer, citrato de Simmons, SH del TSI, fenilalanina, lisina y gelatina (excepto Y. ruckeri = V),
movilidad, malonato y DNasa: negativospara todas las especies.

Orn = ornitina, Lac = lactosa, Sac = sacarosa, Mal = maltosa, Cel = celobiosa, Ram= ramnosa, Esc =

esculina

Factores de virulencia

Las yersinias enteropatdgenas tienen tres adhesinas: la invasina, la
YadA y la Ail. La invasina es la primera adhesina requerida para la invasion
entérica. Se une a las integrinas (1) sobre las células ciliadas en el ileon distal
y de este modo conduce a la fagocitosis y permite a la bacteria atravesar el
epitelio intestinal. YadA es la adhesina principal.Es una proteina polifuncional

qgue permite la adherencia a células del hospedador e incluso a componentes
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de la matriz extracelular, confiere a la bacteria capacidad de autoaglutinacion y
permite su resistencia a la fagocitosis y a la actividad inhibitoria del suero. La
adhesina Ail cumple un rol de menor importancia en estos mismos procesos.

Y. pestis no posee YadA ni invasina pero expresa otras adhesinas:

adhesinas de autotransporte y antigeno pH6°".

Yersinia enterocolitica

Habitat, aspectos epidemioldgicos e importancia clinica

Y. enterocolitica puede causar la enfermedad conocida como yersiniosis
en el hombre y en los animales. El cerdo parece ser la principal fuente de
contagio para los seres humanos dada la relacion genética cercana entre las
cepas porcinas y las humanas. Ocasionalmente ha sido detectada en vegetales
y en aguas. EIl perro y los roedores también han sido sospechados de
transmitir la yersiniosis al hombre.

Los brotes de origen alimentario son raros y lo comun son los casos
esporadicos.

Y. enterocolitica puede causar sintomasgastrointestinales que van desde
una enfermedad subclinica y diarrea leve y autolimitada hasta una linfadenitis
mesentérica que puede simular una apendicitispor presentarse unasigno-
sintomatologia de fosa iliaca derecha'®. Las manifestaciones clinicas dependen
en parte de la edad y de las condiciones fisicas e inmunolégicas del paciente.

El serotipo infectante también juega un rol en la gravedad de la infeccion. La
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gastroenteritis, causada por Y. enterocolitica es la forma mas frecuente
deyersiniosis y principalmente afecta a nifos pequefios. En un estudio de 9
afos realizado en Noruega se observo que los sintomas predominantes eran
diarrea, dolor abdominal, vémitos y pérdida de peso’®. En nifios mayores y
adultos jovenes predomina el sindrome pseudoapendicular. El apéndice puede
estar involucrado hasta en un 40% de los casos®.

En algunos casos, en adultos jovenes, puede generar secuelas como
artritis reactiva, eritema nodoso, uveitis, glomerulonefritis y miocarditis. La
sepsis es una complicacion muy rara pero puede darse en pacientes con
enfermedades de base predisponentes o puede generarse a través de
transfusiones™ 8,

Los pacientes inmunocomprometidos, los diabéticos y los que sufren de
hemosiderosis, cirrosis u otras enfermedades hepéticas son los mas
susceptibles a las infecciones diseminadas por Y. enterocolitica. Ademas de
bacteriemias, que se dan especialmente en nifios pequefios, se han descrito
casos de abscesos hepaticos, encefalitis y artritis sépticas, incluso en adultos™®
55, 65, 74. 88.

Y. enterocolitica puede generar Ulceras intestinales que pueden llevar
hasta a una verdadera perforacion. Recientemente se publicé un caso de
sangrado intestinal masivo en una mujer de 41 afios a la que tuvo que

realizarse una importante reseccién ileocecal®.

Yersinia enterocolitica es un patdégeno zoondtico de gran importancia en
ciertas zonas geograficas, en especial en paises europeos de clima templado a

frio, en Canada y menos frecuentemente en los EE.UU'.En la Argentina es
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extremadamente raro. Se lo aislado de alimentos y de aguas en diversas zonas

23, 24, 25, 26, 33, 36, 37
del pais

, pero son muy escasas las notificaciones de casos
humanos de diarrea por Y. enterocolitica. Se sospecha que esto se debe en
gran parte a la falta de inclusién de métodos adecuados para su aislamiento
primario a partir de muestras de materia fecal.Los primeros aislamientos
clinicos se realizaron durante la década de los 803" ™.

Entre 2008 y 2009 se detectd la presencia de Y. enterocolitica como
Gnico enteropatdgeno en 6 muestras de materia fecal provenientes de

pacientes pediatricos de 3 a 8 afios de la ciudad de Coérdoba. Todas las

muestras analizadas presentaron campo cubierto de leucocitos®.

Caracteristicas culturales

El aislamiento de Y. enterocolitica a partir de muestras clinicas,
ambientales y de alimentos es bastante dificultoso. Los métodos
convencionales de cultivo adolecen de ciertas limitaciones: son poco sensibles,
requieren de tiempos prolongados de incubacién, no es facil la identificacion a
nivel de especie y tampoco resulta sencillo discriminar entre cepas patégenas
de no patégenas.

Es capaz de reproducirse a 4<C.

Existe un medio selectivo (Agar CIN) (BD Yersinia Selective Agar ®, BD,
EE.UU.). Contiene cefsulodina, irgasan y novobiocina y sirve también para el
aislamiento de Aeromonas en otra versidon con menor contenido de cefsulodina.

En ambos medios, las peptonas proporcionan nutrientes. La fermentacién de
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manitol en presencia de rojo neutro crea el aspecto caracteristico de “ojo de
toro” de las colonias de Y. enterocolitica: incoloras con centros de color rojo en
ambos medios.

La inhibicion selectiva de microorganismos gram negativos y gram
positivos se obtiene mediante cristal violeta, desoxicolato sodico y los agentes
antimicrobianos nombrados. En el BD Aeromonas Yersinia Agar®, las especies
de Aeromonas producen colonias palidas con centro rojo, similares a las de
Yersinia. BD Yersinia Selective Agar® y BD Aeromonas Yersinia Agar®
también pueden utilizarse para el aislamiento de las especies de Yersinia
diferentes de Y. enterocolitica, como Y. pseudotuberculosis® 8.

Los métodos moleculares como la PCR permiten detectar a esta bacteria

en forma rapida, con buena sensibilidad y especificidad*.

Aspectos patogénicos

La infeccion por Y. enterocolitica se inicia tipicamente por ingestion de
agua o alimentos contaminados. Una vez que se encuentra en el intestino
delgado atraviesa la barrera a través de unas células epiteliales asociadas a los
foliculos linfoides y especializadas en la deteccién de antigenos (células M)**
73.

La adherencia y la invasién requieren al menos de dos genes
cromosomicos: inv (invasina) VY ail (del inglés: attachment invasion locus).
Después de invadir el epitelio intestinal la bacteria se replica en los foliculos

(placas de Peyer). La presencia de un plasmido llamado pYV (del inglés:
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plasmid for Yersinia virulence) permite la supervivencia y la multiplicacion de Y.
enterocolitica. La bacteria de este modo puede llegar a los ganglios
mesentéricos y producir una linfadenitis.

El rol enteropatégeno de Y. enterocolitica esta restringido a algunas
serobiovariedades que contienen ese plasmido. Su presencia puede
demostrarse por ensayos de autoaglutinacion.

Y. enterocolitica, al igual que Y. pestis y Y. pseudotuberculosis, infecta
eficientemente a los ratones y en ellos se reproduce muy bien la patologia
observada en el hombre.

No todas las cepas de Y. enterocolitica son patégenas para el hombre.
Incluso aquellas capaces de producir infecciones humanas pueden clasificarse
en las que tienen la capacidad de causar infecciones sistémicas y pueden
matar a los ratones en dosis relativamente bajas y las de bajo poder patdégeno
gue no son letales para los ratones.

Como ya se mencion0, ciertos bioserotipos de Y. enterocolitica son los
gue pueden producir infecciones humanas: 1B/0O:8; 2/0:5,27; 2/0:9; 3/0:3;
4/0:3. Su distribucion geogréfica es diversa. En Europa, Japo6n, Canada y
EE.UU. predomina el bioserotipo 4/0:3%,

Las cepas de cinco biotipos (1B, 2, 3, 4 y 5) pueden ser portadoras del
plasmido de virulencia pYV ademas de presentar otros marcadores
cromosémicos. Las cepas del biotipo 1A carecen de los marcadores de
virulencia asociados al plasmido pYV y se consideran como no patdgenas. No
obstante, hay evidencia epidemiolégica y experimental que sugiere que

algunas cepas de este biotipo pueden causar infecciones gastrointestinales®*.
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Varios estudios han investigado la distribucion de diferentes genes de
virulencia entre cepas de Y. enterocolitica por métodos moleculares:

ail, inv,yst, yadA, virF y yopT3* 0 60 87,

Sensibilidad a los antibioticos y tratamiento

La mayoria de los aislamientos de Y. enterocolitica presenta resistencia
a la ampicilina mediada por dos B-lactamasas: blaA y blaB. Se encontré en una
serie de 186 aislamientos que el 99% tenian los genes blaA y blaB para
producirlas, pero solo el 89% expresaba ambas enzimas'*. El 92% resultaron
resistentes a la ampicilina.

Y. enterocolitica suele ser sensible a la piperaciina y a las
cefalosporinas de tercera generacion. La resistencia a otros antibiéticos es
variable: 10% R a TMS, entre 2,5y 12% R a tetraciclina, 2% R a amicacina,

entre 5% y 13% a estreptomicina™ '

En Suiza se encontr6 que los
aislamientos de los bioserotipos 2/0:5,27 y 2/0:9, pero no los del bioserotipo
4/0:3, eran resistentes a amoxicilina/acido clavulanico y a cefoxitina®.

La resistencia a fluoroquinolonas es excepcional aunque se han
detectado tres aislamientos resistentes a acido nalidixico por mutaciones en el
gen gyrA¥.

El tratamiento de eleccion, en los casos graves, parece ser justamente la
administracion de fluoroquinolonas solas o en combinacién con cefalosporinas

de tercera generacion®’. Estas Ultimas fueron efectivas en el tratamiento de 12

casos de bacteriemias en pacientes pediatricos.

312



Yersinia pestis

Aspectos taxonomicos

Bautizada primeramente como Pasteurella pestis, actualmente es el
miembro tristemente célebre del género Yersinia: Yersinia pestis es el
agentecausal de la peste bubdnica y de la peste neumonica.

Ha derivado como un clon de Yersinia pseudotuberculosis. Este evento,
relativamente reciente, es la causa por la cual la diversidad genética es escasa

y los métodos de subtipificacién son poco efectivos®.

Importancia clinica y epidemiologia

La peste fue una de las enfermedades mas devastadoras que afectaron
a la humanidad. Se estima que en el curso de tres pandemias historicas
produjo la muerte de cientos de millones de personas. A pesar de las actuales
medidas de higiene y control de enfermedades infecciosas, del advenimiento
de los antibidticos y de la mejora en la calidad de los insecticidas, la peste
todavia es un tema importante para la salud publica en algunos paises del
mundo’® y un arma potencial para el bioterrorismo’®. La mayor parte de los
casos son de peste bubodnica. Los pacientes presentan lo que se conoce como
“bubones”, que son ganglios linfaticos inflamados en la zona inguinal, femoral y

axilar. Otras formas de presentacion son la septicémica (las bacterias estan en
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la sangre circulante pero no se localizan en ganglios) y la neuménica, con tos e

infiltrados pulmonares.

La peste en Sudamérica

Durante la tercera pandemia que se inicié en Hong Kong a fines del siglo
XIX, la peste se disemind a muchos paises del mundo y llegd a América del
Sur. Alun entre 1994 y 1999, cuatro paises sudamericanos sumados a los
EE.UU. notificaron méas de 1.700 casos y casi 80 muertes relacionadas®

En Sudamérica fueron identificadas 50 especies de roedores, un
lagomorfo y dos marsupiales como reservorios de Y. pestis. Quince especies
estuvieron involucradas en la peste de Argentina, 10 en Bolivia, siete en Peru,
9 en Ecuador, y 9 en Brasil. En los ultimos veinte afios solo se registraron

casos en Bolivia, Brasil, Ecuador y Peri*> ®°,

Segun algunos autores, la peste podria haber sido introducida en
América Latina desde Paraguay, en 1899. Luego se disemind hacia Brasil y
Argentina. No obstante hay un relato que indica que se introdujo por el Rio de
la Plata y llegd antes al puerto de Rosario que al Paraguay (ver mas adelante).

En poco tiempo lleg6 a afectar a 14 de los 25 paises estudiados (Tabla
2). Como ya se menciond, actualmente solo persiste en regiones endémicas

selvaticas de Bolivia, Brasil, Ecuador y Pert®.
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Tabla 2. Distribucién de la peste en 14 paises de América Latina desde 1899

hasta 2012

Afos | AR BO BR CH | CU EC SA ME PA PA PE PR | UR VE
G L A | B U L X N R R | U N

1899 | x X X X X X X X X

1909

1910 | x X X X X X

1919

1920 X X X X X X X X

1929

1930 | x X X X X X X X

1939

1940 | x X X X X X

1949

1950 | x X X X X X X

1959

1960 X X X X X

1969

1970 X X X X

2012

ARG: Argentina, BOL: Bolivia, BRA: Brasil, CHI: Chile, CUB: Cuba, ECU: Ecuador, SAL: El Salvador,
MEX: México, PAN: Panama, PAR: Paraguay, PER: Per(, PRI: Puerto Rico, URU: Uruguay, VEN:
Venezuela.

La peste parece haber entrado a la Argentina por el puerto de Rosario
en 1899 a través de un marinero que viajaba al Paraguay en una nave que
habia recibido en Montevideo una carga procedente de la India.Dias después
murieron otros dos marineros pero el mal no se habia diagnosticado. Desde
Rosario se propag6 a Buenos Aires en 1900, donde se produjeron 124 casos.
Desde entonces se ha producido un numero variable de casos anuales (entre

50 y 100) hasta 1919, en que se observdé un aumento de casos (N = 150).

Desde 1920 en adelante, se observé un descenso hasta 1931, probablemente
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gracias a tareas de desratizacion. Entre 1940 y 1960 existieron algunos casos
esporadicos de peste bubdnica en algunos barrios de Buenos Aires. A partir de

entonces no se registraron mas casos en la Argentina®.

La peste en el siglo XXI

En el siglo XX la peste fue el motivo de una alta mortalidad en la India y
en el Sudeste asiatico. En los primeros nueve afios del siglo XXI se reportaron
21.725 casos de peste con 1.612 muertes (relacion caso/fatalidad del 7,4%). El
pais mas afectado fue la Republica del Congo, donde se registraron incluso
dos grandes brotes de peste neuménica.

En los EE.UU. hay zonas endémicas donde anualmente se producen
algunos casos. En 2006 en los se informaron 13 casos y dos muertes en los
estados de Nuevo México, Colorado, California y Texas'’. Mas recientemente
se describid la transmision a través de un perro a tres hombres y la posibilidad
de que un caso haya sido por transmisién hombre-hombre”’.

Son destacables dos accidentes fatales vinculados a problemas de
bioseguridad: un biélogo que practicé una autopsia a un puma afectado y un
genetista con hemocromatosis subclinica que manipulé una cepa avirulenta de
Y. pestis.

La peste en la actualidad es endémica en 26 paises del mundo. Se sabe
que persiste por la presencia de roedores silvestres que actlan como
verdaderos reservorios de Y. pestis, sobre todo en Africa. Entre 2004 y 2009 se
registraron mas de 2.000 casos anuales de los cuales mas del 90% eran de la

Republica Democratica del Congo y de Madagascar®.
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. En Argelia, como lo predijera Albert Camus en su novela “La Peste”,
después de 50 afios, esta enfermedad reemergié en 2003, con 18 casos y una
muerte’.

Segun la OMS en 2012 los casos fueron 400 y las muertes 75. La
mayoria de éstas se originaron por la demora en el comienzo del tratamiento
antibiético.

Diagndstico microbioldgico

Un diagnéstico presuntivo rapido puede realizarse por puncion de los
bubones y coloracion de Gram. El cultivo ha sido el método tradicional de
eleccion®.  Actualmente se dispone de métodos inmunoldgicos
(ennzimoinmunoensayo dirigido a la deteccién del antigeno F1) y moleculares

(PCR)lQ, 20, 75

Patogenia

La peste se transmite a través de la picadura de pulgas de roedores. Las
pulgas que no tienen su aparato digestivo bloqueado por sangre coagulada son
mejores transmisoras de la enfermedad que las que si lo tienen.

Y. pestis es una bacteria intracelular facultativa. Es capaz de invadir
distintos tipos de células (invasién) y contrarrestar el efecto de los fagocitos
(antifagocitosis). Los mecanismos por los cuales esta bacteria cumple con esas

funciones aun no estan del todo claros®.
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Los seres humanos adquieren la enfermedad especialmente tras la
muerte de los roedores dado que las pulgas buscan nuevos hospedadores que
les provean de sangre. El periodo de incubacién es de 2 a 10 dias.

El vector mas eficiente es la pulga Xenopsylla cheopis, pero muchas
otras pueden transmitir la peste. La mayor parte de las pulgas provienen de la
ratas domeésticas (Rattus rattus o Rattus norvegicus). Otros animales que
pueden albergar pulgas infectadas en los EE.UU. son los antilopes de cola
blanca, los conejos, los perros de las praderas, las ardillas y otros roedores
silvestres.

Se han observado picos estacionales diferentes segun la zona
geografica de que se trate: en los EE.UU. entre febrero y agosto, en Vietnam
entre enero y abril, en Madagascar entre octubre y febrero y en Tanzania entre
diciembre y marzo®.

Al igual que Y. pseudoberculosis y Y. enterocolitica, Y. pestis es
portadora de un plasmido de 70 kilobases (kb) de ADN llamado pYV o pCD1.
Este plasmido codifica un sistema de secrecidén de tipo lll, proteinas externas
(Yops) y el antigeno V. Solo Y. pestis tiene un pldsmido adicional de ~100-kb
llamado pFra o pMT1, que codifica una proteina capsular antifagocitica llamada
fraccion 1 (F1) y la toxina murina y otro plasmido de 9,5-kb llamado pPst o
pPCP1, que codifica el activador de plasmindgeno y la bacteriocina llamada
pesticina.

La muerte del individuo ocurre después de la replicacion inicial de la
bacteria en el interior de los fagocitos, seguida de la proliferacién extracelular
explosiva de los microorganismos que conduce a una bacteriemia y a la

inflamacion y necrosis de los ganglios linfaticos, el bazo y el higado. Otros
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factores de virulencia son la lipoproteina de la membrana externa y las

adhesinas!® 38 8182

Sensibilidad a los antibioticos y tratamiento

El uso de antibibticos para el tratamiento de la peste comenz6 en 1938
con las sulfamidas y continué en 1946 con la estreptomicina, lo cual derivé en
un importante descenso de la mortalidad. Actualmente es de menos del 8%. La
supervivencia de los pacientes depende de la precocidad del tratamiento,
especialmente en la septicemia y en la peste neumonica.

La mayoria de las cepas de Y. pestis son resistentes a las polimixinas y
los macrélidos pero son uniformemente sensibles a otros antibidticos
empleados para bacilos gram negativos>® * >,

Los antibidticos mas recomendados son estreptomicina, tetraciclina y
cloranfenicol, este Gltimo indicado en casos de meningitis®. La gentamicina ha
sustituido en muchos paises a la estreptomicina y se la administra sola o en
combinacion con tetraciclinas. Las fluoroquinolonas parecen ser alternativas
eficaces segun estudios in vitro y en modelo murino, pero todavia la
experiencia clinica es muy escasa*® °*.

Aunque las cefalosporinas se han considerado inefectivas para el
tratamiento de la peste®®, su actividad in vitro y en modelos animales ha sido
comparable a la de los aminoglucésidos y las fluorogquinolonas®® °.

Muy pocas cepas multirresistentes (resistentes a ampicilina,

cloranfenicol, kanamicina, sulfamidas y estreptomicina) solo han sido

319



detectadas en la isla de Madagascar*® *. Los pacientes fueron curados con la
administracion de estreptomicina intramuscular y trimetoprima-sulfametoxazol
por via oral. Los genes de resistencia [blargu-1, catl, aph(3’)-1, sull, ant3"9 y
tet(D)] estaban alojados en un plasmido conjugativo de aproximadamente 150

kb*°.

Vacunas

Las antiguas vacunas han sido utilizadas durante mas de cincuenta afios
en areas endémicas y en personal militar destinado a Vietnam. Sin embargo,
esta vacuna preparada con bacterias enteras muertas con formalina no protege
contra la forma neumonica y fue discontinuada en 1998. La vacuna preparada
con bacterias vivas atenuadas EV76 fue utilizada en Europa durante mucho
tiempo, pero actualmente no se comercializa.

Se desarroll6 una nueva vacuna que contiene los antigenos F1y V de Y.
pestis y que demostrd generar una buena respuesta de anticuerpos sin
producir efectos colaterales. No obstante, todavia quedan dudas acerca de su
efectividad en la prevenciéon de la peste neumonica, que tiene una fase
intracelular y podria requerir de una respuesta celular para producir

proteccién’.

Yersinia pseudotuberculosis

Importancia clinica y epidemiologia
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Yersinia pseudotuberculosis es una bacteria enteropatdgena que se
transmite a través de la via fecal-oral y tiene numerosos reservorios animales®,
Fue aislada por primera vez en 1883en cobayos, a partir de lesiones similares
a las tuberculosas®.

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes en el hombre son la
enterocolitis, la ileitis terminal, la pseudoapendicitis (dolor abdominal), la
bacteriemia y otras formas diseminadas (especialmente en pacientes con
condiciones predisponentes)®’ %% %,

En algunas areas especificascomo Rusia y Jap6n Y.
pseudotuberculosis puede causar una enfermedad conocida como escarlatina
del Lejano Oriente (FESLF, del inglés Far East scarlet-like fever)* 325379,

Esta enfermedad se caracteriza por presentar sintomas inflamatorios
graves, acompafnados de problemas intestinales.

La frecuencia deY. pseudotuberculosis es menor a la de Y.
enterocolitica como patdgeno humano. No obstante se describieron varios

53, 89

brotes en distintas partes del mundo: Japén , Rusia®, Francia®’y

Finlandia®® %
En la Argentina Y.pseudotuberculosis fue aislada por primera vez en
1978 a propdsito de un brote familiar de diarrea aguda que afecté a 5 personas

a partir de un cobayo enfermo**. Posteriormente se la aisl6 de ganado bovino®

y de casos esporadicos en seres humanos®.

Serotipificacion y tipificacion molecular
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Y. pseudotuberculosis se subdivide en 15 serotipos y en varios
subserotipos. Los serotipos mas comunes son el O:1, 0:2, 0:3, 0:4 y O:5.
Otros serotipos estan restringidos a ciertas areas geograficas del continente
asiatico. La mayor parte de las infecciones humanas se deben a los serotipos
0:1y 0:3%,

Y. pseudotuberculosis exhibe un cierto grado de polimorfismos
genéticos, por eso un método frecuentemente utilizado en epidemiologia
molecular es el RFLP (restriction fragment length polymorphism)?: >* .
Recientemente se ha utlizado el método de tipificacion por

secuenciacion enzimatica mulilocus (MLST). Por este método se pudieron

discriminar 52 secuenciotipos®®.

Sensibilidad a los antibi6ticos

Y. pseudotuberculosis es mas sensble a los antibiéticos que Y.
enterocolitica. De hecho en un estudio se encontré que ninguna de las cepas
ensayadas tenia los genes ni expresaba B-lactamasas®’. Las cepas ensayadas
fueron todas sensibles a ampicilina, sulfamidas, tetraciclina y estreptomicina.

En otro estudio realizado con yersinias obtenidas de cerdos, se
encontraron cepas resistentes a las sulfamidas pero no a la ampicilina, a
cefalosporinas de primera y tercera generacion, al aztreonam, a la tetraciclina,

a la estreptomicina ni a las fluoroquinolonas®.
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Budvicia

Aspectos taxonomicos

Budvicia aquatica, fue descrita por Bouvet en 1985%. Esta era la Gnica
especie del género hasta 2013 en que se describid Budvicia diplopodorum
como parte de la microbiota del tracto digestivo de diplopodos (miriapodos de la

especie Cylindroiulus fulviceps)'*.

Caracteristicas microbiolégicas

Son bacilos gram negativos moviles por flagelos peritricos. Su movilidad
es mas acentuada a 22T que a 36C. También son bio quimicamente mas
activos a 25TC. Crecen en los medios habituales para enterobacterias pero

formando colonias puntuales a 36C y unos cinco vec es mas grandes a 30C.
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Son ureasa y ONPG positivas y producen H,Sen el TSI. Dan negativas
las pruebas de indol, lisina, ornitina, arginina, citrato, Voges Proskauer,

fenilalanina y DNasa®*.

Habitat, importancia clinica y sensibilidad a los antibioticos

El habitat natural de Budvicia aquatica es la superficie del agua.
También se la encontrado en el intestino de salmonidos y de seres humanos
Hasta hace poco se consideraba que no era patdgena para el hombre, pero
recientemente se la ha aislado de uro y hemocultivos de una mujer
inmunocomprometida, de 85 afos, que sufrid una sepsis como consecuencia
del huracan Katrina®’.

También se aislaron secuencias caracteristicas de su subunidad
ribosomal 16S a partir de sangre de dos personas sanas™**.

Parece tener una [B-lactamasa natural que le confiere resistencia a

ampicilina y cefalosporinas de primera generacion.

Buttiauxella

Aspectos taxonémicos

Hasta el momento hay descritas 7 especies de Buttiauxella, la mayoria

de ellas definidas en 1996 por Miiller et al.**": Buttiauxella agrestis, Buttiauxella
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brennerae, Buttiauxella ferragutiae, Buttiauxella gaviniae, Buttiauxella izardii,
Buttiauxella noackiae y Buttiauxella warmboldiae. La especie tipo es B. agrestis
y junto a B. gaviniae y B.noackiae son, hasta ahora, las Unicas aisladas de

seres humanos.

Habitat e importancia clinica

Son bacilos gram negativos pequefios, anaerobios facultativos que se
los encuentra en el suelo y en el agua. También se han aislado de peces,
insectos y moluscos'®. Solo se han reportado unos pocos casos de infecciones
humanas asociadas a B. agrestis™>.

B. gaviniae fue aislada de una muestra de orina de un paciente de 31
afios con patologia urologica derivada de una lesion traumatica en la columna

vertebral®?.

Caracteristicas microbioldgicas

Miden entre 0,5y 0,7 um de ancho por 2-3 pum de largo y son moviles a
36T con flagelos peritricos. La temperatura Optima de crecimiento esta entre
los 30T y los 37<C; son psicrotolerantes, pueden d esarrollar muy lentamente a
4C pero no lo hacen a 41C. Crecen en los medios ¢ omunes para
enterobacterias.

Ademas de las reacciones propias de todas las enterobacterias, dan
positivas las pruebas de rojo de metilo, ONPG y gas de glucosa y dan

negativas las de Voges Proskauer, indol, produccion de H,S en el TSI, ureasa y
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DNasa®’. Las pruebas principales para diferenciar las distintas especies

pueden verse en la tabla 1.

Sensibilidad a los antibi6ticos

Se han realizado unos pocos ensayos de sensibilidad a los antibiéticos
con Buttiauxella. En un trabajo, en 13 aislamientos de B. agrestis, se observé
resistencia a ampicilina, amoxicilina-acido clavulanico, ticarcilina, cefalotina,
cefoxitina, cefotaxima, doxiciclina, trimetoprima y cloranfenicol. Todas las cepas
resultaron sensibles a gentamicina, amicacina y colistina™® %*.

Contrariamente, en otro estudio sobre Buttiauxella spp. que incluy6 solo

un aislamiento de B. agrestis se reportd sensibilidad a ampicilina, ampicilina-

sulbactama, piperacilina-tazobactama y cefalosporinas®3.

Tabla 1. Pruebas bioquimicas utilizadas para la diferenciacion de las especies

de Buttiauxella

Especies CIT PHE LIS ARG ORN MAL ADO LAC MEL RAF SBL
B. agrestis + - - - + v - + + + -
B.brenneriae - - - - \Y; + \Y; - + + -
B. ferragutiae - - + - v - - - - - +
B. gaviniae Y - - v - + + + - - -
B. izardii - - - - + + - + Vv Vv -
B. noackiae v + - v - + - - - - -
B. warmboldiae v + - - - + - - - - -
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Cit: citrato de Simmons, PHE: fenilalanina desaminasa, LIS: lisina descarboxilasa, ARG: arginina
dihidrolasa, ORN: ornitina descarboxilasa, MAL: utilizacién del malonato, ADO: adonitol, LAC, lactosa,
MEL: melibiosa, RAF: rafinosa, SBL: D-sorbitol.

+: mas del 90% de los aislamientos positivos; v: entre el 10 y el 90% de los aislamientos positivos; - :

menos del 10% de los aislamientos positivos.

Cedecea

Aspectos taxonomicos

Se le dio el nombre de Cedecea a un género conformado por bacterias
previamente incluidas en el Grupo Entérico 15 dentro de la familia
Enterobacteriaceae. El génerofue propuesto en 1980. El género Cedecea
originalmente estaba conformado por dos especies: Cedeceadavisae Yy
Cedecealapagei. Actualmente son seis especies: C. davisae, C. lapagei,
Cedecea neteri y tres especies innominadas conocidas como Cedecea especie
3, especie 5y especie 6. El nombre del género fue obtenido de las siglas de los

Centers for Disease Control and Prevention (CDC) .

Habitat

Su principal reservorio es el medio ambiente, incluido el medio acuéatico,
los peces, el interior de insectos y el intestino de animales. Puede encontrarse
sobre hortalizas de hojas verdes y en la superficie de huevos de gallina. Se la
encuentra también asociada al medio agricola en particular con maiz y sorgo:
mas del 50 % del polvo generado por la agricultura pertenece a la familia

Enterobacteriaceae y un 0,7 % al género Cedecea®® .
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Caracteristicas microbiolégicas

Es un bacilo gram negativo movil por flagelos peritricos, no forma
esporas y no presenta capsula®.

El género Cedecea es fenotipicamente distinto al de otros géneros de la
familia Enterobacteriaceae. Estas bacterias crecen en agar nutritivo a 37C
formando colonias convexas de alrededor de 1,5 mm de diametro 8% 6% %0,

Pueden desarrollar 15C y 20C ademas de a 37°C,a pHentre 7y 9 en

caldo tripteina de soja y en agua peptonada con 0, 2 y 4% de NaC|® %1%

Pruebas bioguimicas v serolégicas

El género Cedecea comparte reacciones bioquimicas similares al
género Serratia:es resistente a colistina y cefalotina y da positiva la prueba de
lipasa®.Es anaerobio facultativo, no fermenta la lactosa la rafinosa ni la
melibiosa, no descarboxila la lisina y reduce los nitratos. A diferencia del
género Serratia no hidroliza el ADN ni la gelatina. La reaccion de Voges-
Proskauer es positiva, no produce H,Sni desdobla la urea. Produce gas a partir
de la fermentacion de la glucosa e hidroliza la esculina. Produce acido a partir
de la fermentacion de D-arabitol, D-celobiosa, maltosa, D-manitol, manosa,
salicina y trehalosa pero no de adonitol, L-arabinosa ni dulcitol®.

Las pruebas diferenciales respecto de de los géneros Enterobacter y

Serratia pueden verse en la tabla 2.
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A nivel de especiepueden diferenciarse entre simediante la prueba de la

ornitina descarboxilasa y la fermentacién de diversos azucares (Tabla 3).

Importancia clinica

Ninguno de los 17 aislamientos de Cedecea originalmente descritos
provenia de sangre o de liquido cefalorraquideo, por lo que se puso en duda su
rol en patologia humana. Actualmente son considerados como patdégenos
oportunistas pero muy infrecuentes®.

Se han encontrado en las vias respiratorias superiores y en pacientes

115

con neumonia asociada a ventilacibn mecanica .También fueron aislados en

45, 127

infecciones de tejidos blandos, como Ulceras ,abscesos y heridas, ademas

de infecciones oftdlmicas y bacteriemias. En general afectan a pacientes

inmunocomprometidos™ " 1%+,

Tabla 2. Pruebas diferenciales entre los géneros Cedecea, Enterobacter y

Serratia.

Prueba Cedecea Enterobacter Serratia
Lactosa + + -
Lipasa + - +
Arginina dihidrolasa - + +/-
Ornitina descarboxilasa v + +
Citrato - + +
Gelatina - - +
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DNasa

Ureasa

Indol

Sorbitol

Cedecea davisae ha sido aislada en cultivos de vesicula biliar,

guemaduras,

infecciones oculares,

liquido cefalorraquideo,

esputos en

pacientes afiosos con enfermedad obstructiva crénica® y bacteriemia en

pacientes neutropénicos con leucemia mieloide aguda'*®. Se la considera como

un agente probable de rinitis atréfica’® y podria tener un rol como patégeno en

las infecciones pulmonares polimicrobianas de pacientes con fibrosis quistica®.

Tabla 3: Pruebas bioquimicas diferenciales entre especies de Cedecea.

Prueba

Reaccion® a:

C.davisae

C. lapagei

C.neteri

Cedecea
especie 3

Cedecea
especie 5

Ornitina
Sacarosa
D-sorbitol
Rafinosa
D-xilosa
Melibiosa
Malonato
Crecimiento

en medio sin
tiamina

+

+

+

+

+

\Y

+

+

" +,90% a 100% (todos los datos son para 48 horas y 36°C);- 0 a 10% positivo; v 26 a 74% positivo
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Cedecea lapagei también fue descrita en casos de bacteriemia e
infecciones de piel y tejidos blandos especialmente en pacientes con
condiciones predisponentes’®. Fue documentada como el agente causal de
una bacteriemia posterior a una lesion por quemadura quimica y de casos de
peritonitis*> 4°.

Cedecea neteri fue descrita originalmente a partir de una bacteriemia en

un paciente con posible endocarditis®® y en otra bacteriemia en un paciente con

lupus eritematoso sistémico®.

Sensibilidad a los antibi6ticos

Las 17 cepas estudiadas por Grimont et al. fueron sensibles a
carbenicilina, tobramicina, gentamicina, amicacina, cloranfenicol, tetraciclina,
minociclina, acido nalidixico y nitrofurantoina. Todas presentaron resistencia a
ampicilina, cefalotina, colistina y polimixina B (excepto una cepa de Cedecea
davisae que fue sensible a estos dos Gltimos®. Cinco aislamientos de Cedecea
spp. fueron estudiados pos Stone et al. La sensibilidad obtenida sugiere la
presencia de una cefalosporinasa con menor actividad sobre ampicilina
(encontraron un aislamiento sensible y otro con sensibilidad intermedia). En
todos los casos se registré resistencia a cefazolina y cefoxitina y excepto un
caso con sensibilidad intermedia a cefotaxima, mostraron sensibilidad a
cefalosporinas de tercera generacion y a piperacilina-tazobactama®”>.

Se ha descrito un caso de resistencia a carbapenemes en un
aislamiento de C. davisae proveniente de un urocultivo debido a la expresion

combinada de una B-lactamasa de tipo Amp C vy la deficiencia de porinas™®.
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Ewingella

Caracteristicas microbiolégicas

Son bacilos gram negativos maviles por flagelos peritricos. Miden 0,6 —
0,7 um de ancho por 1 - 1,8 um de largo. Crecen en agar nutritivo y en agar
sangre como colonias no pigmentadas, mas rapidamente a 25C que a 36TC.

Dan positivas las pruebas de rojo de metilo, Voges Proskauer, ONPG y
citrato. No producen gas de glucosa, ni H,Sdel TSI. Dan negativas las pruebas

de indol, ureasa, DNasa, fenilalanina, lisina, arginina y ornitina.

Aspectos taxondémicos, hébitat e importancia clinica

Grimont et al. en 1983 describié la, hasta ahora, Unica especie del
género: Ewingella americana®.

Esta distribuida ampliamente en la naturaleza. Se la aisla de suelo, agua
y a partir de animales y vegetales. Es un reconocido patégeno de hongos
cultivables pero también un patdgeno humano oportunista y una causa poco
frecuente de infecciones hospitalarias®*.

Se la ha encontrado colonizandoel tracto respiratorio y heridas®y

36, 129, 130

originando casos de pseudobacteriemia Se la ha identificado como

probable agente causal de conjuntivitis en personas previamente sanas** %% 2!,
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27,153, 159 54, 119, 151, 152,

en infecciones respiratorias bajas , en casos de bacteriemia
182y en peritonitis en pacientes sometidos a dialisis peritoneal continua

ambulatoria®®’.

Sensibilidad a los antibi6ticos

Pareceria ser naturalmente resistente a penicilina (no a ampicilina) y
cefalotina. Se han reportado aislamientos multirresistentes, solo sensibles a
TMS, ticarcilina-acido clavulanico y cefotetan®3.

Cinco aislamientos fueron estudiados por microdilucién y todos ellos
fueron sensibles a la ampicilina, cefoxitina, cefalosporinas de tercera
generacion, y piperacilina-tazobactama. Tres de ellos presentaron resistencia o

sensibilidad disminuida a la cefazolina.

Hafnia

Aspectos taxonémicos

El género Hafnia pertenece a la familia Enterobacteriaceae y fue descrito
por primera vez en 1954. El nombre de la especie Hafnia alvei proviene del
latin “alveus” que significa colmena'®* **.

En alguna oportunidad se la incluy6 dentro del género Enterobacter y se

la denomind Enterobacter hafniae.
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Originalmente se describieron dos grupos heterogéneos a nivel de ADN
(genomoespecies) muy dificiles de distinguir por puebas bioquimicas (ver mas
adelante). Sin embargo pueden diferenciarse mediante secuenciacién del ARN
16S. Con esta técnica se renombrd a Hafnia alvei ADN grupo 2 como Hafnia

paralvei %°.

Caracteristicas microbiolégicas

En el microscopio se ve como cualquier bacilo gram negativo de la

familia Enterobacteriaceae (mide 1 — 2umde ancho x 5 um de largo). No

presenta esporos y es movil a 22-30C por flagelos peritricos™*.

Caracteristicas culturales

Crece en presencia de 2- 5% de NaCl, a pH entre 49 y 8,25 y en un
amplio rango de temperaturas (4 - 44°C). Su temperatura O6ptima de
crecimiento es 35°C. Desarrolla en medio MacConkey, agar Hektoen, agar SS,
EMB y CLDE. También puede crecer en agar MacConkey sorbitol***.

En agar no selectivo produce colonias grandes, lisas, convexas,

traslicidas de 2 -3 mm de diametro. Algunas de ellas pueden tener borde

irregular'®’.
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Como medio de enriquecimiento suele utilizarse caldo selenito o caldo
tetrationato, pero no todas las cepas crecen bien'.
Para muestras ambientales y de alimentos pueden utilizarse agar para

coliformes fecales y violet red bile lactose agar (Oxoid Ltd., UK)™.

Pruebas bioguimicas v serolégicas

H. alvei es un anaerobio facultativo y da negativa la prueba de oxidasa.
Reduce los nitratos, es indol negativo, lisina y ornitina positivas, arginina
negativa y no produce H,S del TSI. Fermenta la glucosa, la arabinosa y la
ramnosa, pero no fermenta la lactosa, la rafinosa, el D-sorbitol, el inositol ni el
adonitol. Da positiva la reacciéon de Voges Proskauer, pero a 22°C las cepas
producen mas cantidad de acetil-metil-carbinol que a 35°C** 13

El género Hafnia puede ser confundido con E. coli y Yokenella
regensburgei. Para diferenciarla de estos géneros se utilizan las pruebas de
Voges Proskauer y la fermentacion de glicerol (ambas pruebas positivas para
Hafnia) y la produccion de &cido de melibiosa (negativa para Hafnia)'®. Las
pruebas positivas de KCN, Voges-Proskauer y glicerol y la negativa de
glutamato descarboxilasa la diferencian de Escherichia albertii.

Si bien H. alvei y H. paralvei son muy dificiles de separarpor pruebas
bioquimicas, la utilizacion del malonato (leida a las 48horas), la fermentacion
de D-arabinosa y salicina (a las 96horas) y la prueba de B-glucosidasa resultan
orientadoras (Tabla 4). No obstante la secuenciacion de la subunidad 16S del

ARN ribosomal es el método de eleccion'®.
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Tabla 4. Caracteres fenotipicos utiles para distinguir ente H. alvei y H. paralvei

Prueba Hafnia alvei Hafnia paralvei
Malonato +/(+) -
D-arabinosa /- +/(+)
Salicina +/- -
B-glucosidasa +/(+) -

%+ reaccion intensa a las 24 h; (+) reaccion débil o retardada; — negativa.

La inmunoquimica del lipopolisacarido de Hafnia es extremadamente
complicada. Se reconocieron 68 tipos de antigenos somaticos O y 34 tipos de
antigenos flagelares H. Algunas cepas de Hafnia alvei pueden aglutinar con el

antisuero 0:157%%,

Habitat, epidemiologia e importancia clinica

Puede encontrarse en agua, suelos y alimentos como carne de vaca,
cerdo, quesos y miel. Los vegetales no parecen ser un reservorio frecuente de
este microorganismo. Forma parte de la microbiota habitual de mamiferos,
aves, reptiles, insectos y peces. El tracto gastrointestinal de los animales y en
particular el de los mamiferos es un habitat muy comun para las bacterias de
este género'® 1%

Es un patégeno humano poco frecuente. En general se aisla en

pacientes con cancer, cirugia, trauma, enfermedad pulmonar aguda o cronica,
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cirrosis, hepatitis y pancreatitis. Se recuperé Hafnia de muestras de orofaringe
y tracto gastrointestinal y menos frecuentemente de orina, tejidos vy
catéteres'™. Luego del tracto gastrointestinal la fuente mas frecuente de
aislamientos es el respiratorio: esputo, aspirados tragueales y bronquiales,
boca y garganta, la mayoria de los aislamientos no son clinicamente
significativos™®?.

Se estudiaron 68 aislamientos clinicos obtenidos desde 1970 hasta
2011. 39 habian sido aislados del tracto gastrointestinal, 5 del tracto

respiratorio, 3 de orina, 1 de herida y 20 de sitios desconocidos®.

Infecciones asociadas

Durante mucho tiempo se asoci6 a esta bacteria con casos de
gastroenteritis pero son pocos los datos epidemiolégicos, clinicos y de
laboratorio que avalan esta hipétesis’®. Su rol en la gastroenteritis es
controvertido debido a que si bien algunas cepas poseen el gen eae de
virulencia todos los aislamientos gastrointestinales fueron obtenidos junto a
otros enteropatégenos®’.

Se han descrito brotes de enfermedades asociadas a la industria avicola
y en otro tipo de infecciones animales como neumonia en cabras, abortos en
caballos y sepsis en conejos’.

Se comporta como un patdgeno oportunista. Puede causar infecciones
nosocomiales incluyendo bacteriemia, neumonia, infeccibn de herida

quirdrgica, endoftalmitis y absceso gluteo, favorecidas por procedimientos
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invasivos®. El foco de las bacteriemias por Hafnia alvei podria ser
gastrointestinal o del tracto respiratorio. Puede causar bacteriemia, pielonefritis
y neumonia en pacientes trasplantados renales*®.

Moreno et al. describieron cuatro casos de bacteriemia en una unidad
cardio quirdrgica pediatrica debidos a Hafnia alvei. Todos los pacientes
presentaron factores de riesgo tales como presencia de catéteres, cirugia
cardiaca y hospitalizacién prolongada. En solo dos de los casos se identificé la
fuente de la bacteriemia como el catéter venoso central™?,

También se describié un caso asociado al sindrome urémico hemolitico

y otros relacionados a trasplantes 2 2% 41162

Factores de virulencia

Las cepas de Hafnia producen: sideréforos, hemaglutininas manosa
sensibles y manosa resistentes (MR/K fimbria tipo 3). No poseen elastasas,
hemolisinas, proteasas ni lecitinasas, que si se encuentran en otras bacterias
patégenas'®*.

Abbott et al. encontraron que un alto porcentaje de aislamientos de H.
alvei eran capaces de desarrollar efecto citopatico sobre células Vero. Incluso

se las ha asociado con infecciones gastrointestinales y sus secuelas®.

Sensibilidad a los antibi6ticos
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Independientemente de la especie son uniformemente sensibles a
amicacina, gentamicina, fluoroguinolonas, TMS, cefepima y carbapenemes.

Son resistentes a penicilina, oxacilina, amoxicilina y amoxicilina-acido
clavulanico. Son sensibles a carbapenemes, monobactames, aminoglucdsidos,
quinolonas y trimetoprima sulfametoxazol. La sensibilidad a tetraciclinas,
cloranfenicol y cefalosporinas es variable.

Poseen en su cromosoma una enzima de tipo AmpC*®. Algunas cepas
de Hafnia alvei producen bajos niveles de esta cefalosporinasa cromosOmica
inducible, pero pueden aumentar la cantidad de enzima producida, y de esta
manera se puede afectar la actividad de las cefalosporinas de tercera
generaciénml, 134, 135, 168, 169.

Aproximadamente un 25% de los aislamientos presentan resistencia a
colistina por difusiéon®.

Skurnik et al.*®® reportaron resistencia a carbapenemes por pérdida de la

proteina de membrana OmpK36. Dicha proteina es justamente la que regula la

permeabilidad a los carbapenemes.

Kluyvera spp.

Aspectos taxonomicos

Las bacterias del género Kluyvera son bacilos gram negativos moviles
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae que fueron definidos en 1936

|109

por Kluyver y van Niel™~.Su ubicacion taxonémica fue confirmada por métodos

moleculares en 1981°%2.
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El género tiene cuatro especies: Kluyvera cryocrescens, Kluyvera
ascorbata, Kluyvera georgiana y Kluyvera cochleae,de las cuales solo las tres

primeras se han aislado en humanos>* %,

Habitat

Se encuentra en el medio ambiente como un microorganismo de vida
libre: en agua, suelos y aguas residuales, también en sumideros de hospitales
y productos comestibles de origen animal.

Forma parte de la microbiota habitual del tracto digestivo humano pero

por lo general se encuentra en bajas concentraciones®®.

Caracteristicas microbiolégicas

Kluyvera crece bien en todos los medios de cultivo comunes. Las

colonias son semejantes a las del género Escherichia.

Las bacterias del género Kluyvera son oxidasa negativas, moviles,
catalasa positivas y reducen los nitratos a nitritos. Fermentan la glucosa y otros
carbohidratos con formacion de acido y generalmente gas produciendo grandes
cantidades de acido a-cetoglutarico. Producen indol y dan negativa la reaccion
de Voges Proskauer. Descarboxilan la ornitina y la lisina y pueden utilizar el
malonato y el citrato. Dan positiva la prueba de larafinosa® . Estas pruebas

las diferencian de otros miembros de la familia Enterobacteriaceae (Tabla 5). K.
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ascorbata y K. cryocrescens pueden separarse por medio de unas pocas
pruebas (Tabla 6). No obstante es necesario apelar a métodos moleculares

para lograr una correcta identificacion a nivel de especie.

Epidemiologia e importancia clinica

Su aislamiento en infecciones clinicas es raro. Se desconoce si las
infecciones por Kluyvera son predominantemente de origen enddgeno, son
adquiridas a través del medio ambiente o si ambas rutas son igualmente
frecuentes.

Todas las especies han sido aisladas de muestras clinicas excepto
Kluyvera cochleae que solo fue aislada de caracoles y babosas.

No se han descrito factores especificos de virulencia pero, a semejanza
de otras enterobacterias.Kluyvera posee el lipopolisacarido de la pared y
antigenos de superficie que le confieren poder patdégeno.

Puede causar infecciones graves, incluso en individuos
inmunocompetentes y se han reportado muertes atribuidas a este
microorganismo.

Tabla 5: Diferenciacion de Kluyvera spp. de otras especies de enterobacterias

indol positivas y Voges Proskauer negativas

Especie
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Lisina descarboxilasa +/- -
Arginina dihidrolasa - -
Ornitina descarboxilasa % +
Malonato - +
Pigmento amarillo - -
B-glucuronidasa + -
Gas de D-glucosa +/- +
Lactosa + -
Adonitol - +
L-sorbosa -/+ -
Sacarosa \ Y
Salicina % -
Rafinosa -/+ -
Melibiosa +/- -

- +/- -
-+ - -
+ + -
- + +/-
+ +/- +
- + Vv
+ - -
- + -
- + Vv
- +/- -
- + +

+% 90 -100% positivo. +/-  75-89% positivo. V: 26-74 % positivo. -: 11- 25% negativo. - /+ 0-10
%negativo
Tabla 6: Diferenciacion bioquimica de K. ascorbata y K. cryocrescens®

Prueba K. ascorbata K. cryocrescens
Ascorbato +° 97% " - 0%
Acido de D-glucosa 0 0
(5°C, 21d) 3% + 100%
Lisina descarboxilasa + 100% % 50%
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Gas de D-glucosa +/- 86% % 50%

Dulcitol \ 45% - 0%

%: tabla basada sobre 29 cepas de K. ascorbata y 10 cepas de K.cryocrescens

b- 4 36°C durante 48h.+:90-100% positivas ; . +/- :75-89% positivas; v:26-74% positivas; - : 0-10%
positivas

Tienen la capacidad de invadir multiples 6rganos y tienen una tendencia
a formar abscesos*®.

Se describieron dos series de casos de bacteriemia nosocomial por
Kluyvera sp., uno de ellos fue un brote asociado a heparina contaminada en
pacientes con cardiopatia isquémica'™® y otro se dio en cuatro pacientes
hospitalizados cuya evolucion fue satisfactoria sin necesidad de tratamiento
antibiotico™.

117, 185

Se han descrito infecciones de piel y tejidos blandos en adultos y

una mediastinitis posterior a una operacién cardiaca*'®. Se han comunicado

tres casos de colecistitis, uno de pancreatitis aguda y una bacteriemia por K.

ascorbata secundaria a una colangitis aguda de origen litiasico***1®144,

También se aislo Kluyvera cryocrescens en un liquido de dialisis peritoneal en

una paciente adulta con peritonitis*®3.

En pediatria se han documentado desde infecciones urinarias a sepsis®”
139,179 ge describi6 un caso de una bacteriemia asociada a catéter de Broviac
por Kluyvera cryocrescens en un nifio de 17 meses de edad con un falla

188

cardiaca congénita’®®y bacteriemias en neonatos® **°. En 1990 se publicé un

caso fatal de peritonitis'®

y recientemente se describieron 4 infecciones
diversas (sepsis, bacteriemia asociada a catéter, pielonefritis y coleccion

intraabdominal) en nifios de 6 meses a 17 afios*®.
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Sensibilidad a los antibi6ticos

El nimero de cepas estudiadas es pequeiio debido a la escasa
frecuencia con que estos microorganismos se aislan de materiales clinicos
humanos.

Los agentes mas activos frente a Kluyvera spp. son las cefalosporinas
de tercera generacion, las fluoroquinolonas, los aminoglucésidos, el imipenem,
el cloranfenicol y los nitrofuranos. Los antimicrobianos con actividad variable
son piperacilina, ampicilina-sulbactama, tetraciclinas y trimetoprima
sulfametoxazol ' 9. La ampicilina, las cefalosporinas de primera y segunda
generacion, asi como también la ticarcilina tienen una escasa actividad sobre
Kluyvera spp. debido a la produccion cromosémica de una B-lactamasa KLUA-
1. Se ha descrito la capacidad de K. ascorbata para transferir los genes
codificadores de esta B-lactamasa a E. coli,a través de plasmidos. En E. coli
esta enzima se manifiesta como una B-lactamasa de espectro extendido (tipo
CTX-M) 94,158

Moonah et al. comunicaron un caso de sepsis por K. ascorbata
mutirresistente (solo sensible a ampicilina, tobramicina e imipenem) en un

132

adulto™“y en Brasil se describié un aislamiento de K. georgiana resistente a

carbapenemes, portadora de KPC-2, en una muestra de secrecion respiratoria
155

de un paciente intubado".

Leclercia

Aspectos taxondémicos, hébitat e importancia clinica
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Originalmente denominada Escherichia adecarboxyata por Leclerc en
1962 e incluida en el Grupo Entérico 41, Leclercia adecarboxylata es la Unica
especie del género’”.

Esta ampliamente distribuida en la naturaleza, sin embargo solo
esporadicamente se la aisla a partir de materiales clinicos**. Su presencia en
el intestino humano no implica produccién de diarrea u otros cuadros
gastrointestinales. Principalmente se la ha aislado de infecciones en pacientes
inmunocomprometidos y a veces como parte de flora mixta.

Se la ha aislado de artritis séptica en pacientes inmunocompetentes %%
149 "en un caso de peritonitis espontanea y en pacientes sometidos a dialisis

peritoneal 3% % 1% 157 ge han descrito dos casos de sepsis neonatal™® *° | un

122 47, 48, 50, 51, 70, 114, 128, 178

caso de endocarditis™“y bacteriemias de diverso origen

También se la aisl6 en pacientes con infecciones relacionadas a

catéteres periféricos, centrales y de didlisis, tanto en individuos

53, 65, 122, 124, 166

inmunocomprometidos como en normoinmunes , en quemados®,

105 19, 38, 87, 125,

en un caso de colecistitis™, en infecciones de piel y tejidos blandos

131, 164, 174, 178 57,178

y en infecciones respiratorias bajas y altas™®.

Caracteristicas microbiolégicas
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Son bacilos gram negativos moviles a 25-36C. Forman colonias
amarillentas y desarrollan en medios comunes para enterobacterias. Su
temperatura 6ptima de crecimiento esta entre los 30C y los 37<C.

Dan positivas las pruebas de indol, rojo de metilo y ONPG. Ademas de
glucosa (con produccion de gas), fermentan la lactosa y otros azucares. Dan
negativas las pruebas de Voges Proskauer, lisina, arginina, ornitina,

fenilalanina y DNasa. No producen H,S en el TSI.

Sensibilidad a los antibi6ticos

Resistencia natural

Leclercia adecarboxylata presenta resistencia natural solo a los
antibiéticos a los cuales son resistentes las enterobacterias: oxacilina,
bencilpenicilina, macrdlidos, cetdélidos, lincosamidas, dalfopristina-quinupristina,

acido fusidico, glucopéptidos, oxazolidinonas y rifampicina™.

Resistencia adquirida

Pocos aislamientos multirresistentes fueron descritos en esta especie.
En primer lugar se aisl6 una cepa resistente a cefalosporinas de tercera
generacion y al aztreonam, portadora de una B-lactamasa de espectro

extendido de tipo SHV (SHV-12)'%,

355



En un caso de bacteriemia se aisl6 L. adecarboxylata resistente a
sulfamidas, aminoglucésidos, aztreonam vy cefalosporinas de tercera
generacion. La cepa era portadora de los genes bla(TEM-1), bla(CTX-M1) e
intl1 (dfrA12-orfF-aadA2) como determinantes genéticos de resistencia™®.

En un aislado no clinico se determiné la presencia de una metalo-$-
lactamasa VIM-1 que le confiri6 resistencia a cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion 'y sensibilidad disminuida a meropenem y piperacilina-

tazobactama®.

Leminorella

Aspectos taxonomicos, habitat e importancia clinica

Son solo dos especies (Leminorella grimontii y Leminorella richardii)
descritas por Hickman — Brenner et al. en 1985%. Anteriormente pertenecian al
Grupo Entérico 57.

Se las aisla de agua, suelo y materiales clinicos humanos,
especialmente orina y materia fecal®*.

Se ha discutido su importancia en clinica humana, pero se describio un
caso de peritonitis espontanea por L. grimontii en un paciente cirrético de 63

afios™*,
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Caracteristicas microbiolégicas

Son bacilos gram negativos rectos no moviles. Crecen en agar
MacConkey, agar nutritivo y en agar sangre como colonias no pigmentadas; su
temperatura 6ptima de desarrollo, es de 30 - 36<TC.

Fermentan lentamente la D-glucosa (a las 48 h) y producen H,S del TSI.
Dan negativas las pruebas de Voges Proskauer, ONPG, indol, ureasa, DNasa,
fenilalanina, lisina, arginina y ornitina.

Las dos especies: Leminorella grimontii y Leminorella richardii se
diferencian por las pruebas de rojo de metilo, dulcitol y citrato, que son

negativas para la primera.

Sensibilidad a los antibi6ticos

Parecen ser naturalmente resistentes a estreptomicina, penicilina,
T T . 89 -
ampicilina, carbenicilina y cefalotina®. Algunas cepas adquirieron B-lactamasas

de espectro extendido®.

Photorhabdus

Aspectos taxonomicos, habitat e importancia clinica

Las bacterias del género Photorhabdus, al igual que las de su género

relacionado Xenorhabdus,se encuentran principalmente asociadas con
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nematodes como simbiontes. Se las ha utilizado en el control de insectos por
su capacidad larvicida’.

Originalmente su especie tipo Photorhabdus luminescens formaba
parte del género Xenorhabdus como Xenorhabdus luminescens. Actualmente
se reconocen tres especies: Photorhabdusluminescens, Photorhabdus
temperata y Photorhabdusasymbiotica. Esta Ultima es la Unica capaz de
producir infecciones en el hombre®®. En ella se reconocen dos
subespecies:Photorhabdusasymbiotica subsp. asymbiotica y
Photorhabdusasymbiotica subsp. australis®.

Los primeros 6 aislamientos clinicos humanos fueron estudiados por los
CDC de Atlanta, EE.UU. en 1989°. Posteriormente, entre 1994 y 1998 se

17 Todos ellos se identificaron

informaron 4 casos de infecciones en Australia
incorrectamente como Xenorhabdus luminescens o como Photorhabdus
luminescens®.

Estos microorganismos han sido aislados principalmente en casos de
bacteriemia e infecciones de piel y tejidos blandos. La mayor parte de los
pacientes efectuaba actividades al aire libre, especialmente durante los dias
humedos y calurosos del verano. Algunos de ellos eran diabéticos’® 78 147 184,

Los genes responsables de la patogenicidad en insectos y en el hombre,
en el caso de Photorhabdus asymbiotica estan codificados en el mismo
genoma y podrian tratarse de factores de virulencia igualmente apropiados
para insectos como para seres humanos®®3.

El ciclo de vida de las bacterias del género Photorhabdus es complejo.

Se asocia con una gran variedad de sustratos biolégicos y hospederos:

nematodes del género Heterorhabditis, una ampolia variedad de insectos y los
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seres humanos, en el caso de P. asymbiotica. En esta instancia no nos vamos
a referir a las interacciones con invertebrados, las cuales han sido motivo de
varias publicacioness4' 35, 56, 66, 67, 68, 72, 77, 84, 187.

Ademas de su ciclo de vida en nematodes e insectos, P. asymbiotica,
como ya se menciond es agente etiolégico de infecciones humanas conocidas
como fotorrabdosis. Este tipo de infecciones se caracterizan por tratarse de
lesiones cutaneas seriamente ulceradas, tanto en el sitio inicial como en
localizaciones distales, producto de su diseminacién. Algunos casos requirieron
tratamientos antibidticos intensivos, a pesar de los cuales, a veces

recidivaron’® 78 184,

Caracteristicas microbiolégicas

Son bacilos gram negativos moviles por flagelos peritricos. Sus
dimensiones son 2-6 um de largo por 0,5-1,4 um de ancho. Su temperatura
Optima de crecimiento es de 28T, aunque P. asymbiotica crece muy bien a
36T y puede hacerlo incluso hasta en una atmaésfera de 40<C.

Probablemente muchos casos de fotorrabdosis fueron mal
diagnosticados debido a que los métodos automatizados y miniaturizados
sistematicamente han fallado en su identificacion. En un trabajo
especificamente se resalta la necesidad de contar con especialistas en
Microbiologia para poder orientar la identificacién de estos microorganismos*®*.

Prestando atencion al desarrollo en agar sangre, donde P.asymbiotica
produce swarming, un pigmento amarillo amarronado y un anillo de hemolisis

caracteristico, alejado unos 10 mm de la colonia, puede tenerse una primera
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impresion de que se trata de un bacilo gram negativo poco comun. Si se
realizan pruebas bioquimicas clasicas como oxidasa (negativa), catalasa
(positiva), TSI, donde se observa fermentacién de la glucosa y reducciéon de
nitratos (negativa, a pesar de ser una enterobacteria), se confirma la sospecha
de Photorhabdus. La bioluminiscencia es una prueba que no siempre puede
observarse a o0jo desnudo aun utilizando lamparas adecuadas en una
habitacion oscura. No obstante resulta consistente si se determina a través de
un contador de centelleo. Esta propiedad es Unica entre las enterobacterias de
hébitat terrestre.

Las pruebas de indol, rojo de metilo, Voges Proskauer, fenilalanina,
lisina, ornitina y arginina son negativas. No produce H,Sdel TSI, puede utilizar
el citrato y el acetato, da positiva la prueba de gelatinasa a los 2 dias y la de
DNasa a los 5 (solo P. asymbiotica subsp. australis). La subespecie P.
asymbiotica subsp. asymbiotica da positiva la prueba de esculina a diferencia
de la otra subespecie.

Los métodos moleculares resultan esenciales para la documentacion de
género y especie. Se ha comprobado la gran diferencia entre el genoma de P.
asymbiotica y el de las otras especies de Photorhabdus no patégenas para el

hombre!°,

Patogenia

Photorhabdus asymbiotica, produce patologia en el hombre y en los

insectos a través de mecanismos no del todo conocidos. Se ha observado que
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es un patégeno intracelular facultativo que puede replicarse en el interior de los
macréfagos humanos™.

Comparando bacterias de los EE.UU. y Australia, se vio que solo estas
ltimas eran capaces de invadir células no fagociticas. Una de las principales
diferencias entre esas cepas era la presencia de un plasmido (pPAA3) similar
al pCRY de Yersinia pestis. Esto podria explicar el mayor grado de
virulenciaobservado con las cepas australianas tanto en cultivos de tejidos
como en las infecciones humanas®.

P. asymbiotica presenta una citotoxina (PaTox) que explica en parte su

actividad en cultivos de tejidos e in vivo'®,

Sensibilidad a los antibi6ticos

Los pocos aislamientos estudiados parecen presentar una resistencia
natural a la ampicilina y a las cefalosporinas de primera generacion.
Habitualmente son sensibles a fluoroquinolonas, tetraciclinas vy

aminoglucésidos®.

Rahnella

Aspectos taxondmicos y caracteristicas microbiologicas
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Rahnella aquatilis, la especie tipo de este género, fue descrita en 1981
por Izard et al.%®.

En la literatura se mencionan tres genomoespecies que no pueden ser
diferenciadas por pruebas bioquimicas y que se denominan Rahnella aquatilis
genomospecies 2 y 3%

Son bacilos gram negativos de 0,5 — 0,7 um de ancho por 2 — 3 um de
largo. A veces presentan movilidad a 25<C. Las colo nias no son pigmentadas y
su temperatura 6ptima de crecimiento esta entre los 30 y los 37C. Son
psicrotolerantes ya que desarrollan lentamente a 4°C. Crecen bien en agar
nutritivo, agar tripteina de soja y agar sangre.

En su identificacion por pruebas bioquimicas suele confundirse con
Pantoea (Enterobacter) agglomerans. Da positivas las pruebas de ONPG,
fenilalanina (en 48 horas), rojo de metilo, Voges Proskauer y citrato. Las
pruebas de indol, ornitina, lisina, arginina, ureasa y DNasa son negativas. En el

TSI no produce H,S y se manifiesta como no fermentadora de lactosa®.

Habitat e importancia clinica

Rahnella aquatilis es una bacteria que se puede encontrar en el agua, en
suelos, vegetales, heces humanas y de animales y en alimentos (carne,
pescado, lacteos)*" .

Se la ha aislado de pacientes con bacteriemia de diverso origen, en
algunos casos graves, especialmente en pacientes inmunodeprimidos, pero

también en inmunocompetentes?®: 30 32 7479, 142,177
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75, 93

Se describieron infecciones relacionadas a catéteres y también un

caso de endocarditis infecciosa en una nifia de 11 meses portadora de una
. , 7 . 126
cardiopatia congénita™".
Se la aisl6 de secreciones respiratorias y de materia fecal en dos nifios
158, 85, 154 H H : 2z
con gastroenteritis . Fue descrita como responsable de una infeccion
urinaria en un paciente trasplantado renal y de una infeccibn de herida

quirargica® *%°.

Sensibilidad a los antibi6ticos

Parece tener resistencia natural a ampicilina, cefalosporinas de primera
y segunda generacion, cefoxitina, amoxicilina-acido clavulanico y
fosfomicina®?® 143,

Se estudiaron 72 aislamientos clinicos y ambientales de R. aquatilis. Se
vio que ademdas de su resistencia a amoxicillina, ticarcilina, cefuroxima y
cefalotina, también mostraban una sensibilidad intermedia a cefotaxima y
ceftriaxona, pero no a ceftazidima e imipenem*".

En concordancia con estos resultados fenotipicos se descubrié la
presencia de una B-lactamasa cromosémica no inducible de clase A de Ambler
a la que se denomin6 RAHN-1, con un pl de 7, 2 y una identidad de
aminoacidos del 76, 73, y del 71% con la B- lactamasa de espectro extendido
(BLEE) de Serratia fonticola llamada SFO-1 y con las BLEE CTX-M-2 y CTX-

M-1, respectivamente. La presencia El &cido clavulanico es capaz de hidrolizar

a RAHN-1 y asi expandir la sensibilidad a cefaslosporinas de segunda y tercera
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generacion como cefuroxima, cefotaxima y ceftriaxona, pero no a ceftazidima,
lo cual coincide con el patrén de las enzimas CTX-M'. No obstante por
microdilucién se observaron aislamientos sensibles a la ampicilina (1/5), a

ampicilina-sulbactama (5/5), a cefazolina (1/5) y a cefoxitina (5/5)'"3.

Tatumella

Aspectos taxonémicos

El género Tatumella pertenecia al Grupo Entérico EF-9 y actualmente
comprende seis especies: Tatumella ptyseos (la especie tipo), Tatumellacitrea.
Tatumellamorbirosei, Tatumella punctata y Tatumella terrea. La restante,
Tatumella saanichensis es una especie recientemente propuesta, aislada de un
paciente con fibrosis quistica®®".

Tatumella ptyseos fue descrita por Hollis et al. en 1981. Luego, en 2010,
Brady et al. cambiaron la denominacién de Pantoea citrea, Pantoeapunctata y
Pantoea terrea por T. citreaT. punctata y T. terrea. Ademas, estos

investigadores definieron la especie T. morbirosei® .

Caracteristicas microbioldgicas

Son bacilos gram negativos de 0,8 — 12 um de ancho por 1 -3 um de

largo. Las colonias son lisas, redondas y convexas, de un color marréon o
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anaranjado palidos. Su temperatura éptima de crecimiento es de 37<C, pero no
crecen a 42<.

T. ptyseos se diferencia de otras enterobacterias por producirse un gran
halo de inhibicion alrededor de un disco de penicilina y por su tendencia a no

6091 " presenta cierta similitud en

sobrevivir mas de una semana en agar sangre
las pruebas bioquimicas respecto de P. agglomerans y Chromobacterium
violaceum. Con la primera existe una fuerte homologia genética a juzgar por
las caracteristicas observadas tras la secuenciacién parcial del gen que
codifica el factor de elongacién Tu (gen tuf) y el gen de la subunidad & de la
<F-ATPasa (gen atpD)'*°.

Puede presentar movilidad a 25T pero no a 36C. N o fermenta la
lactosa, pero si la sacarosa, no produce gas de glucosa ni H,S en el TSI.

Da negativas las pruebas de indol, Voges Proskauer, citrato a 36T,

ureasa, lisina, arginina, ornitina, ONPG y DNasa. Da positiva la prueba de

fenilalanina.

Habitat e importancia clinica

A estas bacterias se las ha encontrado en suelo, agua, carcasas de aves
y vegetacign® 104 133. 141,167 ‘T ‘hiyseos es la Unica especie de este género que
ha sido aislasda de muestras clinicas humanas a excepcion de la
recientemente descrita Tatumella saanichensis.

También se publicé el hallazgo de T. ptyseos en férmulas lacteas

infantiles'?3,
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Hollis et al. describieron 44 aislamientos de T. ptyseos obtenidos 30 de
esputo, 7 de exudados de fauces, 3 de sangre, 1 de aspirado traqueal, 1 de
un tubo de alimentacion, 1 de materia fecal y 1 de orina®. Se reporté un caso

|l76

de sepsis neonatal'’® y otros dos casos de sepsis en adultos®.

Sensibilidad a los antibi6ticos

Los aislamientos de T. ptyseos estudiados por Hollis et al., Tan et al. y
Stone et al. eran sensibles en alguno de los trabajos en que fueron ensayados
a ampicilina, cefalosporinas de primera generacion, cloranfenicol, gentamicina,
amicacina, tobramicina, kanamicina, trimetoprima-sulfametoxazol vy
tetraciclina® ’® "3, También se observé un patrén similar de sensibilidad en
1%,

los dos aislamientos de Brasi Sin embargo, los cuatro aislamientos

obtenidos de férmulas infantiles presentaron un 100% de resistencia a la

ampicilina y a trimetoprima-sulfametoxazol*?.

Yokenella (Koserella)

Aspectos taxonomicos

Yokenella regensburgei es la Unica especie del género® 2. Situada
previamente dentro del Grupo Entérico 45, fue denominada Koserella trabulsii
por los Centers for Disease Control and Prevention (CDC) de los EE.UU. El
nombre actual de género y especie fue tomado de una descripcidbn muy anterior
realizada por Kosako et al. en 1984,
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Habitat e importancia clinica

Yokenella regensburgei fue aislada de agua, alimentos y del tracto
intestinal de insectos y de reptiles. Raramente se la describi6 como implicada
en infecciones humanas. En ese contexto se pueden mencionar infecciones de
heridas e infecciones urinarias. Se la aisl6 también del tracto respiratorio,

. . . P . - ~12, 88, 110, 172 H i
sangre, contenido intestinal y liquido sinovial . Bioquimicamente se

. : : 88, 110
asemeja a Hafnia spp. y a Salmonella enterica .

Se han descrito bacteriemias, una en un cuadro similar a una fiebre
entérica en un nifio de 5 afios, otras dos, a punto de partida de infecciones de
piel y tejidos blandos pacientes inmunocomprometidos, otra asintomética
también en una paciente inmunocomprometida y otra a partir de una artritis

séptica® %t %% 189 También fue aislada a partir de infecciones con menor

impacto clinico®®.

Caracteristicas microbiolégicas

Es un bacilo gram negativo movil a 36C por flagelos peritricos.

Desarrolla en agar sangre o en agar nutritivo entre 27C y 37T, pero no lo

hace a 4C. La reaccion negativa de Voges Proskauer y las reacciones

positivas de citrato, celobiosa, melibiosa y D-arabitol la separan de Hafnia alvei.
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Da positivas las pruebas de rojo de metilo, lisina y ornitina y produce gas
de glucosa. Da negativas las pruebas de indol, ureasa, arginina y fenilalanina,
no fermenta la lactosa y no produce H,S en el TSI.

Sensibilidad a los antibi6ticos

Stone et al. compararon el método de difusion con discos y el VITEK 2
como métodos de prueba de sensibilidad a los antibidticos para estos bacilos
gram negativos infrecuentes (15 géneros y 26 especies que incluian a
Buttiauxella, Cedecea, Kluyvera, Leminorella y Yokenella). Se utilizé el método
de microdilucion realizado en el CDC de los EE.UU. como método de
referencia. Se incluyeron aminoglucésidos, carbapenemes, cefalosporinas,
fluoroquinolonas, penicilinas y trimetoprima-sulfametoxazol. La concordancia
fue del 95% aungque menor para ampicilina y cefazolina. Los autores sefalaron
gue los métodos automatizados que requieren identificar a la bacteria para dar
los resultados de sensibilidad, pueden fallar por no contemplar a alguna de
estas especies poco frecuentes en su base de datos*’>.

En otro estudio se ensayaron 75 antibidticos con 10 cepas de Y.
regensburgei por microdilucién. Todas las cepas resultaron ser resistentes o al
menos presentaron sensibilidad intermedia a penicilina G, oxacilina,
amoxicilina, amoxicilina-acido clavulanico, cefaclor, cefazolina, cefoxitina,
macrolidos, lincosamidas, estreptograminas, cetolidos, &cido fusidico,
glucopéptidos, linezolid y rifampicina. Todas ellas presentaron sensibilidad a los
aminoglucésidos, cloranfenicol, varios B-lactamicos, inhibidores de la sintesis

del folato, fosfomicina, nitrofurantoina, quinolonas y tetraciclinas. En todas las
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cepas se determind la presencia de productos de la amplificacion del gen

ampC y su expresion fue fuertemente inducible!’?.

Tabla 7. Pruebas diferenciales entre bacterias de los géneros descritos en este

capitulo

Género Ind RM VP Cit H,S Phe Lys Arg Orn Lac Sac DN ON
Budvicia - + - - +/- - - - - + N _ +
B. agrestis - + - + - - - - + + - - +
B. garviniae - + - - - - -+ - v - - +
B. noackiae -I+ + -+ - - - +/- - - - R +
Cedecea - +H- o+ + - - - - -+ -+ 4 - +
Ewingella - + + 4 - - - - - +/- - - 4
Hafnia - v oo+ - - - + - H- - - - 4
Kluyvera + + - + - - + - + + + R +
Leclercia + + - - - - - - + v - +
Leminorella - % - v + - - - - - - - -
Photorhabdus -1+ - - -+ - - - - - - - +P -
Rahnella - +H- o+ + - + - - - + + - +
Tatumella - - - - - + + v + - + - -
Yersinia -+ o+ - - - - - - +/- - +/- - +
Yokenella - + - + - - + - + - - - +

- : méas del 90% negativas, +: mas del 90% positivas, +/-: entre el 75 y el 90% positivas, -/+: entre el 75 y el 90%
negativas, v: entre el 25 y el 75% positivas, +* mas del 90% positivas a 22T, + bpositivo a los 5 dias de incubacion.
Ind: indol; RM: rojo de metilo; VP: Voges Proskauer, Cit: citrato de Simmons, SH,: produccién de &cido sulfhidrico del
TSI, Phe: fenilalanina, Lys: lisina, Arg: arginina, Orn: ornitina, Lac: lactosa; Sac: sacarosa; DN: DNasa; ON: ONPG.

B. agrestis, B. garviniae y B. noackiae pertenecen al género Buttiauxella.
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Otras enterobacterias

Otras bacterias, de importancia clinica incierta como las de los géneros
Erwinia, Pragia, Obesumbacterium, Traboulsiella y Xenorhabdus escapan a los
alcances de este manual.

En la tabla 7, en la que se describen los resultados de las pruebas
bioquimicas béasicas de los géneros incluidos en este capitulo, no fueron
considerados los géneros Erwinia, Pragia, Obesumbacterium, Traboulsiella y

Xenorhabdus.
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Apéndice IV. Pruebas bioquimicas manuales: fundamento y
meétodo.

Agar hierro tres azucares (TSI)

Fundamento

El medio fue disefiado para determinar la habilidad de las bacterias de
fermentar hidratos de carbono y producir sulfuro de hidrogeno (H,S). El medio
contiene una parte (0.1 %) de glucosa y diez partes (1.0 %) de lactosa y
sacarosa. El indicador de pH es el rojo fenol y el sulfato ferroso pone en

evidencia la formacion de H,S. Si el microorganismo fermenta glucosa, tanto el
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fondo como la superficie apareceran de color amarillo. Si la bacteria fermenta
lactosa y/o sacarosa, la superficie permanecera acida (amarilla). Si no fermenta
lactosa, la superficie se vuelve alcalina (roja). Los microorganismos que no
fermentan glucosa no producen cambios en el pH del medio o produciran
productos alcalinos y el medio TSI permanecera rojo. La produccién de H,S se

manifiesta por un ennegrecimiento del medio por formacion de SFe.

Materiales

El medio esta disponible comercialmente. Disolver en agua destilada y
dispensar volimenes de 5.0 ml en tubos con tapa a rosca; autoclavar a 121 °C
durante 15 minutos y enfriar inclinado dejando un fondo de 5 a 10 mm. El
sustrato es estable por 3 meses. Rotular indicando fecha de preparacion y de

expiracion.

Guardar en heladera; si hay cambio de color no usar.

Procedimiento

A. Con un ansa estéril tomar la colonia a identificar.

w

Punzar el fondo en el centro.

Retirar el ansa y estriar sobre la superficie del agar.

o 0O

Dejar la tapa floja para permitir intercambio de aire.

m

Incubar a 37 °C durante 18 - 24 h.

Resultados
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A. Superficie acida / fondo acido (amarillo / amarillo): fermentacion de
glucosa, sacarosa y/o lactosa (p. €j. E. coli).

B. Superficie alcalina / fondo acido (rojo / amarillo): fermentacion de
glucosa solamente (p. ej. Shigella spp.).

C. Superficie alcalina / fondo alcalino (rojo / rojo): no fermentador de
glucosa (p. ej. Pseudomonas aeruginosa).

D. Precipitado negro en el fondo: produccion de H,S(p. ej. Salmonella spp).

E. Burbujas o roturas: produccion de gas (p. €j. E. coli, Salmonella spp.).

Control de Calidad

Bacteria Superficie Fondo H.S
Salmonella ser. Typhi K A + ()
Salmonella ser. Paratyphi A K Aclg -
Salmonella spp. K A +
Shigella spp. K A -
Enterobacter aerogenes A Acl/g -
Enterobacter cloacae A Aclg -
Escherichia coli A Ac/g -
Citrobacter A Ac/g +
Klebsiella A Acl/g -
Proteus vulgaris A A o Aclg +(sucio)
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Proteus mirabilis K Ac/go A + (sucio)

Klebsiella pneumoniae A Ac/go A -

(*) Solo en la parte superior de la puncién o formacion de un anillo.

A: acido; K: alcalino; c/g: con gas

Consideraciones

A. Cuando se agrupan los miembros de la familia Enterobacteriaceae, las
reacciones del TSI pueden variar ligeramente. Algunos no
fermentadores de lactosa pueden fermentar sacarosa.

B. La prueba se debe leer entre las 18 - 24 h. Lecturas tempranas pueden
dar falsos resultados acido/acido, mientras que lecturas tardias pueden
dar falsos resultados alcalino/alcalino.

C. Una gran produccién de H,S enmascara la reaccion de la glucosa. Sin
embargo la glucosa fue fermentada aunque no se vea el cambio de
color. Observar si hay produccién de gas.

D. En el TSI, la utilizacion de sacarosa puede suprimir el mecanismo

enziméatico que resulta en la produccion de H,S.

Agar lisina hierro (LIA)

Fundamento

La descarboxilacién de la lisina a cadaverina produce una alcalinizacion
del medio y un viraje al violeta del indicador purpura de bromocresol. Como la
reaccion tiene lugar en medio acido, es necesario la fermentacion previa de la

glucosa.
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Los microorganismos que no descarboxilan la lisina, pero fermentan la
glucosa producen un viraje al amarillo en todo el medio.La formacion de H,S
produce una coloracion negra debido al sulfuro ferroso producido.

Las bacterias del grupo Proteus-Providencia, con excepcion de
Morganella morganii, desaminan la lisina a acido a-cetocarbonico que forma
compuestos pardo-rojizos en el medio de cultivo con la sal de hierro y en

aerobiosis.

Materiales

El medio estad disponible comercialmente. Disolver el polvo en agua
destilada y dispensar en volumenes de 3 ml en tubos con tapa a rosca.
Esterilizar a 121 °C durante 15 minutos. Enfriar de manera de tener estria y

fondo. Guardar en heladera.

Procedimiento

Inocular punzando el fondo y luego estriar la superficie del agar. Incubar

a 37°C durante 18 - 24 h (a veces pueden ser necesarias 48 h).

Resultados

Los microorganismos que descarboxilan la lisina producen un viraje al

violeta.
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Los microorganismos que no descarboxilan la lisina y fermentan glucosa
producen un viraje al amarillo.

La formacién de H,S se indica por la aparicién de una coloracion negra.

Control de Calidad

Bacteria Estria Puncién H.S

Salmonella sp.
Proteus mirabilis
Proteus vulgaris
Morganella morganii
Providencia. rettgeri
Providencia spp.
Citrobacter spp.

Escherichia coli

X X X OO X U O X

Shigella spp.

> > >» > > > > > > X

Klebsiella spp.

~

A: 4cido; K: alcalino; D: desaminacién de la lisina

Este medio no es un sustituto del método estandar de Moeller.

Consideraciones

Dado que descarboxilacion de la lisina ocurre unicamente a pH éacido,
este medio sélo puede utilizarse para diferenciar cultivos que fermenten

glucosa.

Prueba de la oxidasa

Fundamento
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La prueba de la oxidasa se basa en la produccién bacteriana de una
enzima (oxidasa) y se debe a la presencia de un sistema citocromooxidasa.

Todas las bacterias aerdbicas obtienen su energia por la respiracion,
proceso responsable de la oxidacion de diversos sustratos. El oxigeno
molecular oxida un sustrato con la intervencién del transporte de electrones y
es el aceptor final, produciendo agua o perdoxido de hidrégeno al combinarse
con hidrégeno segun la especie bacteriana y su sistema enzimatico.

Se demostrd que todas las bacterias oxidasa positivas que se estudiaron
eran aerobias 0 anaerobias facultativas.

Los microorganismos anaerobios estrictos carecen de actividad oxidasa
porque no pueden vivir en presencia del oxigeno atmosférico y no poseen el
sistema citocromooxidasa.

Si la bacteria produce oxidasa, cuando ésta se encuentra en presencia
de oxigeno, citocromo y un reactivo factible de oxidar, oxidan dicho reactivo
para formar un compuesto coloreado. Se sustituyen los aceptores electrénicos
en cualquier sitio de la cadena de transporte, por sustratos artificiales, y este es

el fundamento de la técnica de esta reaccion.

Técnica

En la practica se usan discos comerciales embebidos en una solucién
estabilizada de oxalato de N,N-dimetilparafenilendiamina (hay otros reactivos
como opciones).

En un tubo de hemodlisis, se prepara una suspension densa del

microorganismo en estudio, en aproximadamente 0,2 ml de agua destilada.
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Colocar un disco del reactivo: rapidamente se producira un color rosado que se
intensificara hacia el fucsia, cuando la reaccién es positiva.

La reaccion ocurre en forma inmediata; una reacciéon lenta (mas de dos
minutos) debe ser considerada negativa.

Si hubiera escaso numero de colonias sospechosas, se humedece el
disco con una gota de agua y luego se coloca sobre él una de las colonias en
estudio, extendiendo con un ansa. Se observara de inmediato la pigmentacion
ya descrita en la zona correspondiente a la colonia transferida.

Aclaracion: Deben emplearse cultivos frescos (18-24 h) y en lo posible
no desarrollados en medios de cultivo con pH acido o con hidratos de carbono
utilizables (ej: glucosa), ya que su fermentacién podria inhibir la actividad de la

enzima y podrian obtenerse resultados falsamente negativos.

Agar SIM

Fundamento

Es un medio que se usa para determinar la formacién de sulfuro de
hidrogeno, la produccion de indol y la movilidad en el diagndstico de

enterobacterias.

Materiales

El medio esté disponible comercialmente.
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Disolver en agua destilada, calentar suavemente hasta su disolucién y
dispensar en volimenes de 5 ml en tubos con tapa a rosca. Autoclavar a 121

°C durante 15 minutos; enfriar en posicion vertical y guardar en heladera.

Procedimiento

A. Con un ansa tomar material de una colonia y sembrar por puncion.

B. Incubar a 37 °C durante 18 - 24 h.

Resultados

A. Para la producciéon de H,S
Ensayo positivo: ennegrecimiento del medio.
Ensayo negativo: no hay ennegrecimiento.
B. Para la movilidad
Ensayo positivo: hay una turbiedad difusa del medio.
Ensayo negativo: sélo hay crecimiento a lo largo de la puncion.
C. Para la produccion de indol
Ensayo positivo: aparicion de color rojo cuando se agrega el reactivo de

Ehrlich.

Ensayo negativo: no hay aparicién de color.

Control de Calidad

Escherichia coli: H,S -, indol +, movilidad +

Klebsiella pneumoniae:H,S -, indol -, movilidad -
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Proteus vulgaris:H,S +, indol +, movilidad +

Consideraciones

Una bacteria que produce sulfuro de hidrégeno podria mostrar
ennegrecimiento del medio SIM aunque no lo haga en el TSI, por la presencia
de sacarosa en este ultimo medio. La utilizacion de la sacarosa puede suprimir
los mecanismos enzimaticos responsables de la produccion del sulfuro de

hidrogeno.

Prueba del indol

Fundamento

El indol es uno de los productos del metabolismo del aminoacido
triptéfano. Con un medio rico en triptéfano, el indol se puede detectar por su
habilidad para combinarse con ciertos aldehidos para formar un compuesto
coloreado. El ensayo constituye un método rapido para detectar bacterias
productoras de indol. Como indicador de la presencia del aldehido se usa el
reactivo de Ehrlich. Es especialmente util en la identificacion preliminar de

Escherichia coli, y para diferenciar Edwardsiella (+) de Salmonella (-).
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Materiales

A. Caldo triptéfano

* Peptona 20,0 gr
e Cloruro de sodio 5,0 gr
* Agua destilada 1000 ml

A este caldo se le incorpora triptéfano en una concentracion del 1%. El
medio se esteriliza a 121 °C durante 15 minutos. Dejar enfriar antes de su
empleo y guardar a 4-10 °C para su conservacion.

B. Reactivo de Ehrlich

* p-dimetilaminobenzaldehido 109
* alcohol etilico, 95% 95,0 ml
* acido clorhidrico, concentrado 20,0 ml

Se disuelve el aldehido en el alcohol (puede requerir un calentamiento
suave), luego se agrega lentamente el acido. El reactivo de color amarillo es
estable por un afo. Identificar el reactivo con una etiqueta y guardar refrigerado

en botellas color caramelo.

Procedimiento

1) Con un ansa tomar material de una colonia aislada e inocular el caldo
gue contiene triptofano.

2) Incubar a 37 °C durante 18 - 24 h.

3) Transferir 2 ml de la suspensién de caldo a un segundo tubo.

4) Agregar 5 gotas del reactivo de Ehrlich por la pared del tubo.
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5) Agitar el tubo y observar un color rosado en la interfase entre el caldo y
el reactivo.

6) Si el ensayo es negativo, el cultivo se debe reincubar otras 24 h.

Resultados

Ensayo positivo: desarrollo de un color rojo en la interfase del reactivo y el
caldo, segundos después de agregar el reactivo.
Ensayo negativo: no hay cambio de color o hay un color amarillo en la

interfase.

Control de Calidad

Cualquiera de los reactivos debe ser controlado con cultivos positivos y
negativos conocidos, antes de su empleo general. Como controles resultan
convenientes cepas de facil obtencion y que su conservacion en cultivos madre
no ofrezca problemas.

Escherichia coli +
Enterobacter aerogenes -

Klebsiella pneumoniae -

Consideraciones
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1) El pH 6ptimo para la actividad de la triptofanasa es ligeramente alcalino
(7,4-7,8). La disminucién del pH provoca una reduccién en la produccion de
indol y una reaccién falsamente negativa o débilmente positiva.
2) Los cultivos a los cuales se les efectia la prueba del indol deben ser
incubados aerébicamente. El descenso en la tension de oxigeno disminuye la
produccion de indol.

No debe emplearse un medio con peptona que contenga glucosa porque
la elevada acidez producida por la fermentacién del azicar puede inhibir la
actividad de la triptofanasa. El agregado de triptofano estimula la produccion de

indol, mientras que la glucosa la inhibe.

Prueba de la B-galactosidasa (ONPG)

Fundamento

La fermentacion de la lactosa requiere de dos enzimas. Mientras la
permeasa facilita la penetracién de la molécula de lactosa dentro de la célula
bacteriana, la [-galactosidasa hidroliza la lactosa para formar galactosa y
glucosa. Las bacterias no fermentadoras de lactosa carecen de ambas
enzimas, sin embargo hay bacterias que tienen la B-galactosidasa pero no la
permeasa. El o-nitrofenil-B-D-galactopirandsido (ONPG) es un compuesto

incoloro estructuralmente similar a la lactosa. En presencia de [3-galactosidasa,
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el ONPG se rompe en galactosa y o-nitrofenol, un compuesto de color amarillo.
Como los miembros de la familia Enterobacteriaceae se agrupan de acuerdo a
su habilidad de fermentar lactosa, esta prueba es util en la identificacién de

bacterias fermentadoras de lactosa.

Materiales

A. Solucion de ONPG

Disolver 80,0 mg de ONPG en 15,0 ml de agua destilada a 37 °C, agregar 5,0
ml del buffer fosfato, ajustar a pH 7,0 y esterilizar por filtracion. La solucion es
estable por 6 meses. Rotular la solucién y guardar refrigerada (4 a 8 °C), en

recipientes de color caramelo o envueltos en papel de aluminio.

B. Buffer fosfato de sodio 1M (pH 7,0)

Disolver 6,9 gr de NaHPO4.H,0 en 45,0 ml de agua destilada. Agregar 3,0 ml
de una soluciéon de NaOH al 30 % (w/v) y ajustar el pH a 7,0. Llevar el volumen

a 50,0 ml con agua destilada y guardar a 4 °C.

Procedimiento

A partir de un cultivo en agar TSI, hacer una suspension espesa de la
bacteria a ensayar en 0,5 ml de solucién salina. El volumen no tiene mayor
importancia porque es una prueba basada en la observacion de un cambio de
color.
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A. Agregar un disco o dos gotas de solucion de ONPG.

B. Incubar la mezcla a 37 °C y examinar cambio de color hasta 24 h.

Resultados

Ensayo positivo: desarrollo de color amarillo.

Ensayo negativo: no hay desarrollo de color.

Control de calidad

Escherichia coli +
Salmonella spp.(-)(excepto Salmonella enterica subsp. arizonae y Salmonella

enterica subsp. diarizonae).

Consideraciones

A. Se puede partir de estrias de agar nutritivo con 1 % de lactosa, cuando
no se dispone de TSI.

B. La solucion de ONPG preparada debe ser incolora antes de su empleo.

C. A veces se puede favorecer la liberacion de la enzima agregando una
gota de tolueno, se deja reposar unos minutos a 37 °C y se agrega luego la

solucién de ONPG.

Pruebas de utilizacion de azlcares
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Fundamento

Es un ensayo para determinar la capacidad de un microorganismo de
fermentar un hidrato de carbono con produccion de &cido o acido y gas. El
patron de utilizacion de azlcares ayuda en la diferenciacion e identificacion de
muchas bacterias. En este ensayo, determinados azlUcares se agregan a un
medio basal estéril. La produccién de acido se manifiesta por un cambio de
color del indicador.La eleccion del medio y del indicador dependen del camino

metabdlico del microorganismo y de la claridad visual del cambio de pH.

Materiales
A. Medio base
* Peptona 10,0 g
» [Extracto de carne 109
* Cloruro de sodio 50¢9
e Azul de bromotimol 10,0 ml

* Indicador de Andrade 5,0 ml

* Agua destilada 1000 ml

Rehidratar los ingredientes con agua destilada, calentando suavemente
si es necesario; ajustar el pH a 7,1-7,2. Autoclavar a 121 °C durante 15 minutos
y enfriar en bafio de agua a 50°C. Fraccionar el medio base en alicuotas y
agregar los azucares esterilizados por filtracion en concentraciones de 0,5 %

para dulcitol y salicina 'y 1,0% para los otros azucares. Dispensar en volimenes
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de 4-5 ml en tubos con tapa a rosca, estériles. El medio se guarda en heladera
y es estable por 3 meses.

Para la glucosa y glicerol, el medio base se dispensa en tubos con
campanita de Durham antes de autoclavar. La campanita se llenara con el

medio y luego se agrega el azucar estérilmente después de enfriar a 50°C.

B. Indicador de Andrade

Disover 0,5 gr de fucsina acida en 100 ml de agua destilada, agregar
15,0 ml de NaOH 1N (4 %); mezclar bien y dejar descansar a temperatura
ambiente durante 24h, agitando frecuentemente. El color rojo se debe
transformar en un color castafio. Si no se produce una decoloracién suficiente

agregar 1,0 ml de NaOH 1N (4 %).

C. Solucién de azul de bromotimol

Mezclar 47,5 ml de agua destilada con 2,5 ml de NaOH 0,1N y luego agregar

0,1 g de indicador.

Procedimiento

1) Con un ansa estéril tomar material de un cultivo en medio sélido.

2) Sumergir el ansa en cada tubo de hidrato de carbono.

Para una bateria de 8 a 10 azlcares, es suficiente un unico inoculo, no hay necesidad

de esterilizar el ansa entre tubo y tubo. La posibilidad de transportar el hidrato de carbono de
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tubo a tubo es infinitesimal y no afectara los resultados. Para una bateria grande (15 a 20) de
azlcares, puede ser necesario emplear 2 a 3 inéculos, esterilizando el ansa antes de tomar

nueva muestra.
3) Incubar a 37°C y examinar dia por dia durante 4 a 5 dias.

Para algunos microorganismos puede ser necesario una incubaciéon mas prolongada (7

dias), registrando los resultados dia por dia.

4) En laboratorios de referencia las lecturas se deben prolongar hasta 30

dias.

Resultados

Ensayo positivo: viraje del indicador al rojo-rosado por acidificacion del medio.

Ensayo negativo: no hay cambio de color.

Control de calidad

Con distintos microorganismos que fermenten los azucares, como por ejemplo:
Escherichia coli: glucosa +
Klebsiella spp: lactosa +

Yersinia enterocolitica: sacarosa +

Consideraciones

A. Inocular un medio basal sin azlcar para cada microorganismo
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B. La campanita de Durham se usa solo en el tubo que contiene
glucosaporque si el microorganismo produce gas a partir de glucosa,
producird gas con los otros azlcares

C. Como cualquier indicio de gas (aun una burbuja pequefia) es evidencia
de produccion de gas, observer cuidadosamente la campanita antes de

inocular

Prueba de utilizacion del citrato (Citrato de Simmons)

Fundamento

Ciertos microorganismos tienen la habilidad de utilizar citrato, un
metabolito intermedio del ciclo de Krebs, como unica fuente de carbono
externa. Es un medio para evidenciar la utilizacion del citrato en presencia de
sales de amonio inorganicas. Las bacterias capaces de utilizar citrato como
unica fuente de carbono, utilizan también las sales de amonio como Unica
fuente de nitrégeno, que se desdoblan para dar amoniaco. El resultado es un
medio ambiente alcalino que hace virar el indicador azul de bromotimol a un
color azul intenso cuando se logra obtener un pH por encima de 7,6. Esta
caracteristica se puede usar para diferenciar los miembros de la familia

Enterobacteriaceae.
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Materiales

El medio comunmente usado es el agar citrato de Simmons, disponible
comercialmente. Se disuelve la cantidad necesaria en agua destilada; se
dispensan ml en tubos con tapa a rosca y se esteriliza en autoclave a 121 °C,
durante 15 minutos. Se deja enfriar en forma de estria. El medio es estable por
3 meses.

Rotular los tubos y guardar en heladera. Si se observa un cambio de

color no usar.

Procedimiento

A. Inocular material de una colonia estriando sobre la superficie del agar,
sin punzar.

B. Incubar a 37°C durante 24 h o hasta 4 dias, registrando los resultados
dia por dia.

C. Latapa del tubo debe estar floja.

Resultados

Ensayo positivo: hay crecimiento con un color azul intenso en la estria.

Ensayo negativo: no hay crecimiento ni cambio de color (verde).
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Control de Calidad

Klebsiella pneumoniae +

Escherichia coli —

Consideraciones

A. Un crecimiento abundante sobre la estria pero sin cambio de color
podria indicar un resultado positivo, sin embargo se debe repetir el
ensayo con menos indculo.

B. Inocular sobre la superficie del agar, sin punzar porque la reacciéon
requiere oxigeno.

C. Para evitar falsos positivos, prevenir el arrastre de sustratos de otros
medios.

D. Con algunos miembros del género Providencia, a veces se obtienen
resultados no muy netos. Repetir el ensayo e incubar a temperatura

ambiente por 7 dias.

Pruebas de descarboxilasas y arginina dihidrolasa

Fundamento

La descarboxilacion es un proceso en el cual las descarboxilasas atacan
el extremo carboxilo de los amino&cidos, formando la correspondiente amina.
Los tres amino&cidos que se ensayan en la identificacion de las enterobacterias
son arginina, lisina y ornitina. La descarboxilacion de lisina y ornitina da

cadaverina y putrescina (diaminas), mientras que arginina da citrulina por
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accion de una dihidrolasa. La prueba se debe acompafar con un tubo control
gue contiene el medio base sin aminoacido.Como la descarboxilacion es una
reaccion anaerobica, se debe cubrir el medio con una capa de aceite mineral
estéril. El proceso ocurre en dos etapas: por fermentacion de la glucosa se
produce una acidificacion del medio (pH < 6,0), apareciendo color amarillo. La
acidificacion es necesaria para que ocurra la descarboxilacién. Este ultimo
proceso da lugar a la formacion de las aminas que elevan el pH con el
consiguiente viraje del indicador al color violeta.

La prueba de la lisina ayuda en la diferenciacion de Edwardsiella (+) y
Salmonella (+) de Citrobacter (-), de Enterobacter aerogenes (+), de
Enterobacter cloacae (-) y de Pantoea agglomerans (-).

La prueba de ornitina ayuda a diferenciar Klebsiella pneumoniae(-),
Proteus mirabilis (+) de Proteus vulgaris (-),Morganella morganii (+) de
Providencia rettgeri (-),Yersinia enterocolitica (+) de Yersinia pestis y Yersinia

pseutuberculosis (-).

Materiales

El medio basal mas comunmente utilizado es el medio de descarboxilasa
de Moeller. El medio esta disponible comercialmente. Las concentraciones de
aminoacidos a usar son: 1 % para la forma L y 2 % para la forma DL.
Fraccionar el medio base en 4 porciones de 250 ml cada una. Agregar los
aminoacidos a 3 porciones del medio. El pH se debe ajustar después de
agregar el aminoacido y antes de esterilizar a 6 — 6,2. Fraccionar en volimenes

de 3 a 4 ml en tubos con tapa a rosca y autoclavar a 121 °C durante 10
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minutos. El sustrato es estable por 3 meses. Rotular los tubos y guardar en

heladera.

Procedimiento

A. Tomar material con un ansa e inocular el tubo control y los tubos con los
aminoacidos.

B. Cubrir todos los tubos con una capa de vaselina estéril.

C. Incubar a 37°C

D. Efectuar las lecturas dia por dia hasta 4 dias, registrando los resultados

cada dia.

Resultados

Ensayo positivo: medio turbio y purpura a purpura amarillento.
Ensayo negativo: color amarillo

Tubo control: permanece con su color original o se vuelve amarillo si la bacteria

es fermentadora de glucosa (se debe ver turbiedad en el tubo)

Control de calidad

Bacteria Arginina Lisina Ornitina
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Proteus vulgaris - - -

Morganella morganii - - +
Enterobacter cloacae + - +
Enterobacter aerogenes - + +
Salmonella entérica serovarTyphimurium + + +
Klebsiella spp. - + -

Consideraciones

A. Inocular siempre un tubo control.

B. Debe haber desarrollo para que el resultado sea valido.

C. Si se observan capas de color amarillo y violeta, agitar suavemente
el tubo antes de interpretar la reaccion.

D. Comparar todos los tubos positivos con el tubo control. Un color
grisaceo puede indicar reduccion del indicador mas que formacion de
productos alcalinos. Se debe agregar mas indicador antes de
interpretar el resultado.

E. Si la reaccion es dificil de interpretar, comparar el tubo con un tubo
sin inocular. Luego de 24 horas cualquier traza de color purpura
indica un resultado postivo.

F. Si se usa el medio de Moeller, se debe incubar por lo menos 18 h
antes de interpretar los resultados.

G. Sino se agrega el aceite mineral, las reacciones se deben leer so6lo a
las 24 h.

H. Un pequefio precipitado floculento en la ornitina no interfiere con su

uso.
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Prueba del malonato

Fundamento

El ensayo pone en evidencia la capacidad de las bacterias de utilizar
malonato como fuente de carbono. Las cantidades minimas de glucosa del
medio, permiten el desarrollo de bacterias que no pueden usar malonato o
sales de amonio, sin embargo esos microorganismos no pueden mantener un
pH alcalino. La produccion de acido por la fermentacion de la glucosa impide
una posible alcalinizacién. Solamente los microorganismos que pueden usar
simultdneamente malonato de sodio como fuente de carbono y sulfato de
amonio como fuente de nitrdgeno son capaces de ejercer una accion buffer
produciendo hidroxido de sodio.

El aumento de la alcalinidad resultante hace que el azul de bromotimol
cambie de verde a azul. Los microorganismos malonato negativos que
fermentan glucosa hacen que el indicador cambie de verde a amarillo. La
mayoria de las especies de Enterobacter y Klebsiella utilizan malonato de
sodio. El ensayo también sirve para diferenciar distintas subespecies del

género Salmonella.

Materiales
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A. Medio

e Extracto de levadura 1,0qgr

» Sulfato de amonio 2,00r

» Fosfato dipotasico 0,6 gr

» Fosfato monopotasico 0,4 gr

» Cloruro de sodio 2,00r

* Malonato de sodio 3,0qr

* Glucosa 0,25 gr

* Azul de bromotimol (1/500) 12,5 ml

* Agua destilada c.s.p. 1000 ml

Disolver en agua destilada, dispensar 3 ml en tubos con tapa a rosca y
autoclavar a 121 °C durante 10 minutos. Enfriar antes de usar; el sustrato es
estable por 2 a 3 meses. Rotular los tubos y guardar en heladera. Si hay

cambio de color en el medio no usar.

Procedimiento

A. Con ansa estéril tomar material e inocular el medio.
B. Incubar a 37 °C por 24 a 48 h.
C. Reincubar los tubos negativos hasta 4 dias, registrando los resultados

dia por dia.

Resultados

Ensayo positivo: reaccion alcalina (azul).
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Ensayo negativo: no hay cambio de color (verde).

Ensayo negativo: reaccion acida, solo fermentacion de glucosa (amarillo).

Control de Calidad

Enterobacter aerogenes +

Escherichia coli -

Consideraciones

A. Algunos microorganismos malonato positivos producen una ligera
alcalinidad, que hace la interpretacion dificil. Cuando hay duda se debe
comparar con un tubo sin inocular. Cualquier vestigio de color azul denota
una prueba positiva luego de una incubacién de 48 h.

B. No se debe hacer una interpretacion final negativa hasta no haber incubado
los tubos durante 48 h.

C. A veces es necesario agregar extracto de levadura y glucosa para estimular
el crecimiento de algunas bacterias.

D. Algunas cepas malonato negativas dan color amarillo por la fermentacion de
la glucosa solamente. Esto produce una disminucion del pH y el viraje del

indicador al amarillo.

Prueba del rojo de metilo
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Fundamento

La prueba se usa para determinar la presencia de iones hidrégeno
cuando un microorganismo fermenta glucosa. Todos los miembros de la familia
Enterobacteriaceae convierten glucosa en acido piravico por el camino de
Embden-Meyerhof. Las bacterias que metabolizan &cido pirdvico producen
acido y bajan el pH a menos de 4,4. Las que utilizan, en cambio, el camino del
butilenglicol producen acetoina y butanodiol (diacetilo). El indicador del medio,
rojo de metilo, es rojo a pH < 5,0 y amarillo a pH > 5,8. La prueba es util para la
diferenciacion de Escherichia coli (rojo metilo positivo) de Klebsiella (rojo metilo
negativo). La mayoria de las Enterobacteriaceae tienen uno u otro camino

metabalico, pero raramente ambos.

Materiales

A. Preparacion del medio

El medio (MRVP) esta disponible comercialmente. Disolver en agua destilada,
dispensar 5 ml en tubos con tapa a rosca y autoclavar a 121 °C durante 15
minutos. El sustrato es estable por 2 a 3 meses. Rotular los tubos, indicando

fecha de preparacion y de expiracion. Guardar en heladera.

B. Preparacion del reactivo

Disolver 0,1 gr de rojo de metilo en 300 ml de etanol y diluir con 200 ml de agua
destilada, para alcanzar un volumen total de 500 ml. El reactivo es estable por

1 afo. Rotular y guardar en heladera.

Procedimiento
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A. Con un ansa estéril tomar material e inocular un tubo con caldo MRVP.
B. Incubar a 35 °C durante un minimo de 48 h.
C. Transferir 2,5 ml de la suspension a un tubo.

D. Agregar 5 gotas del indicador y observar si hay cambio de color.

Resultados

Ensayo positivo: el reactivo permanece rojo.
Ensayo negativo: el reactivo se torna amarillo-naranja.

Si el resultado es negativo continuar la incubacion por 24 horas mas.

Control de Calidad

Escherichia coli +

Klebsiella pneumoniae —

Consideraciones

A. Variaciones en la cantidad de peptona del medio puede afectar el resultado.

B. Aumentando la concentracién de glucosa en el medio no se acelera la
reaccion del rojo de metilo.

C. No sobreinocular; el crecimiento bacteriano se inhibe cuando el inéculo es
grande.

D. Una incubacion de 48 h es suficiente para la mayoria de los cultivos; pero el
ensayo no se debe realizar con cultivos que tengan menos de 48h de

incubacion.
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Prueba de Voges Proskauer

|. Fundamento

El piruvato es un intermediario en el metabolismo de la glucosa. A partir
del acido pirtvico un microorganismo puede seguir varios caminos. Algunos lo
rompen para formar como productos finales acidos lactico, acético o formico.
Otros metabolizan el piruvato por el camino del butilenglicol para formar como
productos finales acetoina (acetilmetilcarbinol) y 2,3-butanodiol (diacetilo). El
ensayo de Voges-Proskauer (VP) detecta estos productos metabdlicos. En
presencia de oxigeno e KOH, la acetoina se oxida a diacetilo, que da un
complejo rojo. La sensibilidad del ensayo se aumenta por el agregado de a-

naftol antes del agregado de KOH.

Il.Materiales

A. Preparacion del medio

El medio esta disponible comercialmente. Para la preparaciéon del caldo

MRVP, ver el procedimiento indicado para el test de rojo de metilo.

B. Preparacion de solucion de a-naftol

Disolver 5,0 gr de a- naftol en una pequefa cantidad de alcohol absoluto

y luego llevar el volumen a 100 ml. La solucién debe ser incolora. El
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reactivo es estable por 1 afio. Rotular indicando fecha de preparacion y

de expiracion. Guardar en heladera en frascos color caramelo.

C. Preparacion de la solucion de KOH

Disolver los pellets de KOH en agua destilada y luego llevar el volumen
final a 100 ml (trabajar sobre bafio de agua fria para evitar
recalentamiento). El reactivo es estable por 1 afo. Rotular indicando

fecha de preparacion y de expiracion.

I1l. Procedimiento

A. Con un ansa estéril tomar material e inocular un tubo de caldo RM/VP.
B. Incubar a 37 °C durante un minimo de 48 h.

C. Transferir 2,5 ml de la suspension a otro tubo.

D. Agregar 0,6 ml del reactivo de a-naftol.

E. Agregar 0,2 ml del reactivo de KOH.

F. Agitar el tubo y dejar descansar 10 a 15 minutos.

G. Observar la formacién de un color rosado a rojo.

IV. Resultados

Ensayo positivo: desarrollo de color rojo dentro de los 15 minutos.

Ensayo negativo: no hay desarrollo de color.
V. Control de Calidad

Klebsiella pneumoniae+

Escherichia coli -
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VI

Consideraciones

Cuando hay una incubacion prolongada (mas de 3 dias) algunos
microorganismos VP + pueden producir un aumento de la acidez del medio,
dando reacciones positivas débiles o falsas reacciones negativas.

La mayoria de los miembros de la familia Enterobacteriaceae dan
reacciones opuestas entre el rojo de metilo y VP, sin embargo algunos
organismos como Hafnia alvei pueden dar ambas reacciones positivas.

Los reactivos se deben agregar en el orden indicado. Una inversion del
orden puede dar un resultado positivo débil o un falso negativo.

No se debe agregar KOH en exceso, porque se puede enmascarar una
reaccion positiva débil por la formacion de un color cobrizo por la reaccion
del KOH con el a-naftol. No leer el ensayo después de 1 hora; puede

aparecer una coloracion cobriza dando un resultado falso positivo.

Prueba de la fenilalanina desaminasa

|. Fundamento

La prueba se basa en la desaminacion de la fenilalanina para dar acido

fenilpiravico por medio de la enzima. El ceto-acido fenilpiravico reacciona con el

cloruro férrico para formar un compuesto de color verde.

La actividad enzimatica es caracteristica de todas las especies de

Proteus,Morganella y Providencia, y se usa para separar estos géneros de

otros miembros de la familia Enterobacteriaceae.

420



Il. Materiales

A. Preparacion del medio

El medio esta disponible comercialmente. Disolver en agua destilada, dispensar
2,5 a 3,0 ml en tubos con tapa a rosca y autoclavar a 121 °C durante 15
minutos. ElI pH se debe ajustar a 7,2. Enfriar el medio en forma de estria.

Rotular los tubos y guardar en heladera. El sustrato es estable por 2 a 3 meses.

B. Solucion de cloruro férrico

Cloruro férrico 12,0g
Agua destilada 94,6 mi
Acido clorhidrico concentrado 5,4 ml

Disolver 12,0 g de cloruro férrico en 94,6 ml de agua destilada. Agregar
suavemente el acido clorhidrico (nunca agregar agua al acido). Rotular,

guardar a temperatura ambiente.

Descartar el reactivo cuando se obtiene una reaccion débil o negativa con el

microorganismo control.

I1l. Procedimiento

A. Con un ansa estéril tomar material e inocular la superficie del agar.
B. Incubar a 37 °C durantel8 - 24 h.
C. Agregar 0,5 ml (5 gotas) de cloruro férrico sobre la superficie del agar.

D. Observar desarrollo inmediato de color verde.
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IV. Resultados

Ensayo positivo: desarrollo de un intenso color verde en el liquido de sinéresis
y en el medio.

Ensayo negativo: el medio permanece amatrillo.

V. Control de calidad

Enterobacter aerogenes —; Escherichia coli —
Proteus mirabilis +
Proteus vulgaris +

Providencia +

VI. Consideraciones

A. Las reacciones positivas desaparecen dentro de los 10 minutos de
agregado el reactivo

B. El agregado posterior de reactivo regenera el color.

C. No se puede usar extracto de carne o hidrolizado de proteina en lugar

de extracto de levadura porque varia su contenido de fenilalanina.

Prueba de la ureasa
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|. Fundamento

La urea es una diamida del acido carbonico, cuya hidrolisis por accion de
la ureasa da 2 moléculas de amoniaco. La ureasa es una enzima constitutiva
gue se sintetiza independientemente de la presencia o no de la urea. La prueba
determina la capacidad de la bacteria de desdoblar la urea, con la consiguiente
alcalinizacion del medio.

Es una actividad caracteristica de especies de Proteus y se usa para
diferenciar Klebsiella (+) de Escherichia coli (-) y Yersinia pseudotuberculosis

(+) de Yersinia pestis (-)

Il. Materiales

El medio base esta disponible comercialmente, es el medio base de urea
de Christensen. Disolver el medio en agua destilada y esterilizar a 121 °C
durante 15 minutos. Enfriar a 50 °C y agregar 5 ml de una solucién de urea al
(40 %) por cada 100 ml de medio. Mezclar y fraccionar en volumenes de 2,5 ml
en tubos estériles. Guardar en heladera. La urea se pesa asépticamente, se
disuelve en agua y se calienta a 70 °C durante 20 minutos, se guarda en

frascos estériles con cloroformo (igual que para los azlcares).

I1l. Procedimiento

A. Con un ansa estéril se toma abundante material y se inocula por puncién
B. Se incuba a 37 °C y se efectuan lecturas a las 2, 4, 6 y 18 h. Los tubos

negativos se observan diariamente por 4 a 7 dias para detectar reacciones
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tardias que dan ciertos miembros de la familia Enterobacteriaceae,

registrando los resultados dia por dia.

IV. Resultados

Ensayo positivo: aparicion de color rojo en el medio por una alcalinizacion del
mismo.

Ensayo negativo: no hay cambio de color.

V. Control de Calidad

Enterobacter aerogenes —
Escherichia coli —

Proteus vulgaris +

VI. Consideraciones

Las especies de Proteus dan una reaccion positiva en muy corto
tiempo.Citrobacter freundii y Klebsiella pneumoniae pueden dar una reaccion

positiva entre las 24 y 48 h.

Prueba del mucato
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[. Principio
Se utiliza para determinar la capacidad de los microorganismos de

metabolizar el acido mucico. Es util para diferenciar Escherichia coli de Shigella

spp.

[l. Materiales

Bactopeptona 109
Acido mucico 109

Azul de bromotimol 1/500 1,8 ml

NaOH 4N 1,2 mi

Pesar el acido macico y disolver en 80 ml de agua destilada Colocar el
recipiente sobre un agitador magnético y agregar 1,2 ml de NaOH 4N
aproximadamente (para 100 ml de solucion se debe agregar 2,0-2,5 ml de
NaOH 4N gota a gota), hasta virar el color amarillo de la solucion al azul-
verdoso; este color debe persistir durante 5 minutos de agitacion. El agregado
del alcali es para transformar el acido mucico poco soluble en la sal soluble,
mucato de sodio. A continuacion agregar 1,0 g de bactopeptona, 8 ml de azul
de bromotimol y 15,0 ml de agua destilada. Ajustar el pH a 7,4 por medio de
NaOH 0,1IN o HCI 0,1N, si se ha pasado el pH. Esterilizar por filtracion y
fraccionar en forma estéril en volumenes de 3 ml por tubo. Guardar en

heladera.

Procedimiento
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Tomar material con un ansa estéril e inocular un tubo con mucato.

Incubar a 37°C durante 48 h, realizando lecturas a las 24 horas.

Resultados

Ensayo positivo: viraje del color al amarillo o amarillo verdoso.

Ensayo negativo: no hay cambio de color el medio permanece azul verdoso.

Control de Calidad

Cepas mucato (+): Escherichia coli, Salmonellaenterica subsp. enterica

Cepas mucato (-): Proteus vulgaris, Shigella spp.

Prueba de la DNasa.

El agar DNA se dispone en cépsulas de Petri. Se efectia una estria con
la bacteria a ensayar sobre la superficie del medio. Se deja incubar una noche
a 25T. Luego se vuelca sobre la superficie desarro llada una solucion de HCI
IN.

Prueba positiva: se observa un halo transparente alrededor de la estria
(degradacién del ADN)

Prueba negativa: se observa todo el medio turbio, inclusive alrededor de

la estria
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Prueba no interpretable: no se observa desarrollo visible de la bacteria

en la estria 0 no se observa turbiedad en ninguna zona de la placa.

Control de Calidad

Cepa DNasa (+):Serratia marcescens

Cepa DNasa (-):Escherichia coliATCC 25922

Prueba de utilizacion del acetato

El agar acetato es un medio desarrollado para verificar la capacidad de

ciertos microorganismos de utilizar acetato como unica fuente de carbono.

Preparacién del medio

Pesar las cantidades exactamente siguiendo las indicaciones del prospecto
[Acetate differential agar (Difco): 8,8¢]

Rehidratar con 300 ml de agua destilada

Calentar suavemente hasta disolucion

Distribuir aproximadamente 3 ml por tubo de hemalisis

Esterilizacion en autoclave 121° durante 15 minutos

Dejar que el medio se solidifique en pico de flauta

El medio preparado es de color verde.
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Inoculacién

Este medio se inocula por estrias en el pico de flauta

Interpretacion de los resultados

Reaccion positiva: viraje a azul del medio.

Reaccion negativa: el medio permanece sin cambios.

Control de calidad

Control de esterilidad: Incubar a 37°C durante toda la noche. Verificar ausencia
de desarrollo.
Control de desarrollo
Control positivo: Escherichia coli ATCC25922: buen crecimiento y viraje a
azul.
Control negativo: Shigella sp: ausencia de crecimiento y no viraje del

indicador. Permanece de color verde
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