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19 Principales grupos de
bacilos gramnegativos
no exigentes

G. Algorta, F. Schelotto

Introduccion

El gran grupo de bacilos Gram negativos no exigentes incluye diferentes familias y géneros,
muchos de ellos muy frecuentes en patologfa médica. Comparten algunas caracteristicas tales
como poseer en su pared externa un lipopolisacdrido (LPS), que les otorga caracteristicas
patogénicas particulares, téxicas, la llamada endotoxina de las bacterias Gram negativas.

Muchos de ellos son ubicuos, encontrandose muy difundidos entre los animales y Ia natu-
raleza, pudiendo causar enfermedad en el hombre y los animales como es el caso de Salmonella;
otros, aunque bien adaptados al medio ambiente, son patégenos humanos exclusivos, por
ejemplo Vibrio cholerae; por tltimo, otros se encuentran bien adaptados a su huésped, como
por ejemplo Shigella. Algunos de estos bacilos Gram negativos poseen atributos de virulencia
bien definidos, comportdndose como patégenos primarios, Yersinia pestis, Salmonella typhi,
responsables de la Peste y la Fiebre tifoidea respectivamente. Otros, tales como Acinetobacter
y Pseudomonas producen infecciones oportunistas. Es de destacar que algunos de ellos, como
Escherichia coli, forman parte de la flora normal del tubo digestivo y permanecen en él sin
causar enfermedad, siempre y cuando no se modifiquen las condiciones de su habitat.

En este capitulo se har4 énfasis en aquellas familias, géneros y especies que se encuentran
ma4s frecuentemente relacionados con la patologfa humana.

Enterobacteriaceae

Esta familia comprende un ntimero muy variado de géneros y especies bacterianos cuyo habitat
natural es el tubo digestivo del hombre y los animales. No todos los bacilos Gram negativos
que tienen este habitat forman parte de la familia Enterobacteriaceae. Se los encuentra en el
suelo, agua, frutas, vegetales y otras plantas, y en los animales, desde los insectos al hombre.
La familia est4 definida por un conjunto de caracteristicas fenotfpicas (bioquimicas, fisiolégicas
e inmunoldgicas) a las que se han agregado posteriormente otros elementos establecidos por
técnicas de hibridacién de 4cidos nucleicos que miden distancias evolutivas y han definido
mejor la interrelacién de todos los microorganismos integrantes de la familia.

Son bacilos Gram negativos rectos, con un didmetro de 0.3 a 1.5 micras. Si son méviles,
presentan flagelos peritricos. No forman esporos. Desarrollan en presencia o en ausencia de
oxigeno (aerobios-anaerobios facultativos). Desarrollan rapidamente en medios simples, no
siendo exigentes desde el punto de vista nutricional. Algunos desarrollan en glucosa como
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tnica fuente de carbono, mientras otros requieren el agregado de vitaminas o minerales en el
medio de cultivo. Son quimioorganotrofos, poseen metabolismo fermentativo y respiratorio.
Son catalasa positivos y oxidasa negativos; reducen los nitratos a nitritos. El contenido de
Guanina + Citosina del DNA total es de 38 a 60 moles %. En los medios de cultivo forman
colonias lisas, convexas y circulares de bordes definidos. Algunas especies desarrollan colonias
mds mucoides que otras (por ejemplo Klebsiella).

CARACTERES BIOQUIMICOS

Los bacilos Gram negativos que integran esta familia pueden identificarse por medio de la

expresion fenotipica de algunos caracteres genéticos. Los métodos utilizados tienen como

principio:

+ Lainvestigacién de la fermentacién de azucares o alcoholes en un medio peptonado con
el agregado de un indicador de pH para detectar la produccién de metabolitos 4cidos.

» Lainvestigacién de la utilizacién de un substrato como tnica fuente de C.

+ La investigacién de produccién de ciertas enzimas sobre substratos generadores de co-
lor.

« Lainvestigacién de la produccién de un metabolito, producto final caracteristico de una
via metabdlica.

+ Lainvestigacién de la aptitud de desarrollar en presencia de un inhibidor.

CARACTERES ANTIGENICOS
Los microorganismos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae poseen una estructura
antigénica compleja.

Los antigenos O, antigenos somaticos

Son la parte més externa del LPS y estan formados por unidades polisacéridas repetidas.
Algunos contienen un tnico aziicar. Son termoestables y alcohol-estables, detectdndose por
aglutinacién simple. La naturaleza de los grupos terminales y el orden en que estos azucares
estan dispuestos en las unidades repetitivas determina la especificidad de los numerosos
antigenos O. Un mismo microorganismo puede poseer varios antigenos O. Cada género esta
asociado a grupos antigénicos especificos, por ejemplo la mayoria de los serotipos de Shigella
comparten uno o mas antigenos O con Escherichia coli (Shigella y E. coli pertenecen al mismo
género). Por otra parte E. coli puede tener reacciones cruzadas con especies de los géneros
Klebsiella y Salmonella. En E. coli algunos antigenos somaticos estdn asociados con fenotipos
virulentos especificos, por ejemplo E. coli O:111 y O:119 son frecuentemente agentes etio-
l6gicos de diarrea aguda en los nifios pequefios.

Los antigenos K, externos a los antigenos O

Algunos constituyen una verdadera capsula visible al microscopio, como sucede con Klebsiella,
mientras que en E. coli por ejemplo, su estructura no es visible al microscopio éptico y se los
denomina antigenos de envoltura por comportarse como si envolvieran la bacteria volviendo
inaglutinable el antigeno O de la pared. Son de naturaleza polisacérida. Otros antigenos de
envoltura pero de naturaleza proteica se presentan como fimbrias.

Los antigenos H, flagelares
Son de naturaleza proteica. Esta protefna que constituye los flagelos es llamada flagelina.
Este antigeno es termolabil y destruido por el alcohol. El contenido de amino4cidos y el



®

TEMAS DE BACTERIOLOGIA Y VIROLOGIA MEDICA 317

orden en que estos se encuentran en las flagelinas determina la especificidad de los diversos
antigenos. Como ya fue mencionado, los flagelos bacterianos estdn compuestos de un solo
tipo de protefna. En Salmonella existe variacién de fase. Como resultado de ello, la proteina
flagelar puede ser de dos tipos por medio de un mecanismo de regulacién genética (inversién
sitio especifico), que involucra:

 dos genes que codifican las dos proteinas, pero solo uno se expresa en cada momento;
 un gen represor de uno de estos genes;

 ylainversién de un segmento de DNA que modifica la direccién de la transcripcion.

CARACTERISTICAS PATOGENICAS

Se ha asociado a cepas de Enterobacteriaceae con abscesos, neumonfas, meningitis, septicemia,
infecciones de heridas, infecciones de las vias urinarias e intestinales. Son el componente
mayor de la flora normal intestinal, pero son relativamente poco frecuentes en otros sitios
del organismo. Algunas especies son importantes como causa de infecciones nosocomiales.
Significan el 50% de todos los aislamientos clinicos y el 80% de los bacilos Gram negativos.
Representan el 50% de los casos de septicemia y mas del 70% de las infecciones urinarias.

Hasta 1940 solo Salmonella y Shigella estaban relacionadas con gastroenteritis humana.
Actualmente es bien conocido que algunas variantes patogénicas de E. coli son causa signi-
ficativa de enfermedad diarreica y que cepas invasivas de Yersinia enterocolitica son causa de
diarrea y adenitis mesentérica.

Cl4sicamente se han descrito a las especies no relacionadas con enfermedad diarreica,
como agentes de infecciones oportunistas, capaces de producir enfermedad en el hospedero
inmunocomprometido o por transposicién de flora. Es importante destacar, algunas excep-
ciones ya mencionadas. Por otra parte salvo Shigella que raramente causa infecciones fuera
del tracto gastrointestinal, muchas especies de Enterobacteriaceae causan frecuentemente
infecciones extraintestinales.

ESCHERICHIA COLI

Es llamada asf en honor del pediatra que la aislé y caracterizé en 1885. Junto a otras especies
de incidencia excepcional, forma el género Escherichia. Constituye la especie dominante de
la flora aerobia del tubo digestivo, més de 10 serotipos coexisten normalmente en el mismo
individuo. Son estas mismas bacterias integrantes de la flora normal las que pueden causar
en diversas circunstancias infecciones abdominales, septicemias, meningitis, etc. El poseer
determinadas caracterfsticas antigénicas, como el antigeno de envoltura K1, muy parecido
por su composicién en 4cido sidlico al antigeno capsular de Neisseria meningitidis del grupo
B, darfa a este germen potencialidades invasivas. El 80% de E. coli aisladas de meningitis del
recién nacido poseen este antigeno K1.

Por otra parte el poseer plasmidos que portan genes que codifican para la produccién
de diferentes adhesinas, enzimas o enterotoxinas otorga a E. coli caracteristicas patogénicas
particulares y la capacidad en una u otra circunstancia, dependiendo de la o las proteinas
producidas, de dar infecciones urinarias o gastrointestinales.

Los caracteres bioquimicos para la identificacién de esta especie se describen en la tabla
correspondiente. Es habitualmente fermentador de la lactosa, urea y citrato negativo, indol
positivo y mévil.

Desde el punto de vista antigénico en E. coli se han descrito mas de 150 serogrupos O.
Poseen antigenos de envoltura polisacéridos K, que, como es habitual en el mundo bacteriano,
permiten a la bacteria resistir méas facilmente la fagocitosis que las bacterias no capsuladas.
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Asimismo se describen mas de 56 antigenos H que permiten completar su clasificacién en
serotipos O:H. De lo dicho se desprende que una tipificacién antigénica completa es resorte
de laboratorios especializados y no forma parte del trabajo corriente de los laboratorios.

Patogenia

Como ya fue mencionado E. coli puede integrar la flora normal, causar diarrea, infeccién
urinaria, meningitis, etc. Pero una cepa que causa diarrea no causara infeccién urinaria ni
meningitis. La versatilidad de este microorganismo esta dado porque E. coli ha adquirido
conjuntos diferentes de genes de virulencia. E. coli es un excelente ejemplo de que el poseer
un conjunto de genes es lo que hace que una bacteria sea patégena, y no la designacién de
género o especie.

Se ha propuesto para E. coli agente de diarrea una clasificacién de acuerdo a sus mecanis-
mos de virulencia, los llamados virotipos. Aunque arbitraria, esta clasificacién es muy dtil. Se
describen 5 virotipos. E. coli enterotoxigenico (ETEC), E. coli enteroagregativo (EAggEC),
E. coli enteropatogénico (EPEC), E. coli enterohemorragico (EHEC), y E. coli enteroinvasor

(EIEC).

E. coli enterotoxigénico (ETEC)

Se parece mucho a V. Cholerae; la enfermedad que produce es similar, pero més leve. Adhiere
a la mucosa del intestino delgado, no la invade, y elabora toxinas que causan diarrea. No hay
cambios histoldgicos en las células de la mucosa y hay muy poca inflamacién. Clinicamente
hay diarrea acuosa, vémitos y raramente fiebre. Es la llamada infeccién no inflamatoria del
intestino delgado.

Esta clase de E. coli causante de diarrea est4 integrada por numerosos serogrupos y
serotipos (0:6, O:8, O:25, O:78, etc.), ya que los determinantes patogénicos (fimbrias y
toxinas) estan codificados en pldsmidos transferibles. Su identificacién es compleja, ya que
requiere la deteccién de su DNA caracteristico (por sondas o PCR), o la demostracién por
ELISA de la produccién de toxinas en cepas que pueden encontrarse en forma minoritaria
en el coprocultivo.

Factores de virulencia

Para adherirse a las células de la mucosa ETEC produce diversos tipos de pili. Un tipo de
ellos, los llamados factores antigénicos de colonizacién 'y II (CFA/L y CFA/II) y otros, parece
contribuir fuertemente a la colonizacién por estos microorganismos. Los receptores para estas
adhesinas estan aun en estudio, pero se piensa que son glicoprotefnas. Los genes que codifican
para CFA est4n frecuentemente localizados en plasmidos.

La diarrea producida por cepas de ETEC es causada por la accién de dos diferentes
toxinas: toxina termolabil (LT) y toxina termoestable (ST). Hay dos LT y su estructura y
mecanismo de accién es el de la toxina colérica. Tienen diferencias en la excrecién de la
célula bacteriana y en la regulacién genética de su sintesis. ST es una familia de pequefias
toxinas polipeptidicas. Los genes que codifican para LT y ST son portados por plasmidos. A
menudo el mismo plasmido lleva los genes de las adhesinas y toxinas.

E. coli enteroagregativo (EAggEC)
Son agentes de diarrea persistente en nifios. Las cepas de EAggEC se parecen a ETEC en que
se unen a las células intestinales, no son invasivas y no causan modificaciones histolégicas
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en las células de la mucosa. Difieren de ETEC en que no adhieren en forma uniforme sino
que lo hacen en pequefios agregados.

Factores de virulencia
Estas cepas poseen unas estructuras fibrilares muy delgadas que se presumen son los pili de
adherencia. Aunque es posible que estos pili promuevan la adherencia de estas bacterias entre
sf, mas que la adherencia a la célula del hospedero (forma de adherirse en agregados).
Producen una toxina similar a ST llamada EAST (ST enteroagregativa). Otra toxina
producida por EAggEC es una toxina muy similar a una hemolisina producida por cepas de
E. coli que causan infecciones urinarias. Esta toxina no hidroliza eritrocitos pero produce
poros en las membranas celulares del hospedero.

E. coli enteropatégeno (EPEC)
EPEC es causa de diarrea severa en nifios pequefios, de gran trascendencia en paises subde-
sarrollados. EPEC exhibe un patrén de adherencia en parches, pero no forma el mismo tipo
de agregados que EAggEC. A diferencia de las anteriores, la adherencia de EPEC produce
alteraciones importantes en la ultraestructura de las células del huésped. Las células a las
que EPEC est4 adherida alargan las microvellosidades donde EPEC no se encuentra y éstas
desaparecen en el sitio donde la bacteria esta adherida. Este fenémeno se refiere como de
unién y borramiento, y es el resultado de un reordenamiento de actina en la vecindad de la
bacteria adherida.

EPEC es m4s invasora que las anteriores y se produce una reaccién inflamatoria.

Esta clase de E.coli esta integrada por varios serogrupos, en general los serogrupos asociados
con EPEC estén limitados a este virotipo (existen excepciones).

Factores de virulencia

La diarrea producida por EPEC es una enfermedad més compleja y se piensa que sucede en
tres etapas. En un inicio, hay una asociacién de la célula bacteriana a la célula del hospedero
llamada unién no fntima, mediada por pili. Este pili llamado Bfp parece no ser la tinica adhesina
de EPEC. Posteriormente a través de un sistema dependiente de contacto llamado sistema de
secrecion tipo III la bacteria infecta protefnas desde el citoplasma bacteriano directamente
desde el citoplasma de la célula eucariota, produciendo alteraciones en la funcién de la céulla
eucariota con activacién de enzimas celulares y aumento de los niveles de Ca+ + intracelular,
probablemente debido a fosforilacién de proteinas del citoesqueleto y la activacién de enzimas
despolimerizantes de actina. La bacteria se asocia entonces mas proximamente con la célula
del hospedero (unién intima) produciéndose un reagrupamiento de actina en la vecindad de la
superficie celular. Histolégicamente la deformacién de algunas microvellosidades y la destruc-
ci6én de otras se acompana de la formacién de estructuras similares a pedestales en la célula,
por debajo del sitio de adherencia de la bacteria. Estos pedestales son fibras densas de actina.
La unién fntima esta mediada por una proteina de membrana externa llamada intimina, que
adhiere a receptores translocados por la bacteria al enterocito junto a otras sefiales proteicas
(TIR: translocated intimin receptor). Otras proteinas se encuentran también involucradas en este
proceso. Algunas bacterias son posteriormente internalizadas dentro de vesiculas fagociticas.
Los genes que codifican los pili Bfp estén localizados en plasmidos EAF, pero la mayor parte
de los factores patogénicos estan codificados en el cromosoma bacteriano.
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E. coli enterohemorragico (EHEC)

Se ha reconocido recientemente a EHEC como responsable de cuadros graves. Estas cepas
causan una enfermedad que clinicamente se parece a la disenterfa producida por Shigella,
aunque no invade las células de la mucosa. La enfermedad producida por EHEC puede com-
plicarse con sindrome urémico hemolitico (SUH) que puede llevar al paciente a la muerte
por falla renal aguda. O157:H7 es el serotipo caracteristico de este grupo de EHEC.

Los cultivos STEC abundan en el intestino de bovinos y otros animales. Pertenecen habi-
tualmente a serotipos no frecuentes en infeccién humana, pero pueden transferir sus atributos
patogénicos a cepas adaptadas al hombre. Un factor importante de diseminacién de estas
bacterias es la posibilidad de contaminacién de la carne durante la faena. La mala coccién de
la carne mezclada en hamburguesas y usada en la preparacién de comidas répidas ha llevado
a la existencia de brotes de diarrea 0 SUH causados por STEC O157 en pafses desarrollados.
En nuestro pafs, se han estudiado en los Gltimos afios algunas decenas de pacientes con SUH,
presentandose en forma de casos aislados, sin relacién aparente entre ellos.

Factores de virulencia
VTEC posee adhesinas fimbriales codificadas en un plasmido de virulencia de 60 mda., y genes
cromosémicos y plasmidicos que median en los enterocitos del colon un efecto de fijacién y
borramiento de las microvellosidades similar al que produce EPEC en el intestino delgado. A
diferencia de EPEC, EHEC produce toxinas iguales o parecidas a la toxina Shiga, por lo cual
se los llama también STEC (Shiga Toxin E. Coli). Estas sustancias proteicas constituyen una
familia de exotoxinas (VT1, VT2, VT2vha, VT2vhb, etc.) llamadas también verotoxinas por su
accién citotoxica sobre cultivos de células Vero de laboratorio. Cada bacteria puede codificar
una o més variantes. La diarrea con sangre y el SUH asociado a STEC son principalmente
debidas a la produccién de toxinas Stx, aunque existen otros factores participantes como la
enterohemolisina y otros productos microbianos. Las citotoxinas son producidas localmente
y contribuyen a la patologfa intestinal, pero pasan a la sangre produciendo efectos sistémicos
que derivan principalmente de la alteracién endotelial microangiopética, que favorece la
fragmentacién globular, la glomerulopatia y otras alteraciones parenquimatosas.

Los genes que codifican para las STX se encuentran en fagos temperados, lo que permite
a otras cepas productoras de diarrea adquirir capacidad toxigénica y producir una forma
grave de enfermedad.

E. coli enteroinvasor (EIEC)
EIEC produce una enfermedad indistinguible de la disenterfa producida por Shigella. Los
pasos en la invasién y diseminacién célula a célula parecen ser idénticos a los de Shigella.
A diferencia de ésta no produce toxinas, por lo cual no se han descrito casos de SUH en
relacién a estas cepas. Al igual que Shigella muchos de los genes involucrados residen en un
gran plasmido de virulencia.

La mayoria de estos gérmenes son inméviles, anaerogénicos, no decarboxilan la lisina y no
utilizan la lactosa (lactosa negativos). Pertenecen a un conjunto de serogrupos caracterfsticos,
bien estudiados por la escuela microbiolégica brasilefia.

E. coli uropatogénico

Las infecciones del tracto urinario comienzan generalmente con la colonizacién de la uretra
por cepas originarias del colon previa colonizacién de la vagina. Una de las mayores defensas
del huésped es la accién lavadora de la orina. Las bacterias que no se pueden adherir van a
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ser lavadas més rapidamente de la vejiga de lo que tardan en multiplicarse. Por otra parte
las bacterias que adhieren estdn més cerca de la mucosa y tienen mayores facilidades para
provocar respuesta inflamatoria. Numerosas adhesinas de E. coli uropatégeno han sido es-
tudiadas. Los pili tipo 1 contribuyen a la colonizacién de la vagina y parecen intervenir muy
poco en la adherencia al resto del aparato urinario. La adhesina mas importante, sobre todo
en cepas que causan infeccién renal es pili P Hay diversidad antigénica en estos pili pero
todos reconocen el mismo carbohidrato como receptor, globobiosa. Este aziicar se encuentra
unido a una ceramida anclada en la membrana de las células del huésped. Estas cepas pueden
poseer otras adhesinas que no son pili, por ejemplo adhesinas afimbriales (AFAI, AFAIII) o la
adhesina Dr, que reconoce al antigeno del grupo sanguineo Dr como receptor. En general las
cepas de E. coli uropatogénico producen mltiples adhesinas por combinacién de diferentes
tipos de pili o diferentes serotipos del mismo pili. Esto podria permitir a las bacterias adaptarse
a diferentes superficies mucosas y ambientales, brindandole un mecanismo de evasién de las
defensas del hospedero.

En cuanto a la respuesta inflamatoria, hay evidencias de que LPS junto a pili P acttan
sinérgicamente provocando esta respuesta. Por otra parte, algunas cepas uropatogénicas de
E. coli producen una exotoxina llamada hemolisina, porque lisaba eritrocitos, aunque luego
se vio que también lisaba otras células. Esta hemolisina (HlyA) pertenece a una gran familia
de hemolisinas llamadas RTX. Todas ellas acttian creando poros en las membranas celulares
de los eucariotas. En el ratén las cepas que poseen HlyA vy pili P colonizan la vejiga, el rifién
y matan dos tercios de los ratones testados, por otra parte cepas isogénicas que producen
solo pili B, colonizan pero no causan dafio renal ni muerte. Las cepas que no poseen pili y
no producen hemolisina no colonizan. Al menos en el modelo animal la hemolisina media
el dafo renal.

Los genes que codifican para pili P estdn agrupados en el cromosoma. El conjunto contiene
genes para la subunidad mayor (pap A), para las protefnas del tip (pap E, E, G), para proteinas
de procesamiento y ensamblado (pap C, D, H, ], K) y protefnas reguladoras (pap B, I). Salvo
el gen I los dem4s forman un operdn transcripto desde un solo promotor. Por otra parte los
genes para hlyA también estan agrupados y en proximidad de los genes para pili. A las regiones
que contienen los genes de virulencia se las ha llamado islas de patogenicidad.

SHIGELLA

Como ya fue mencionado Shigella son bacterias estrictamente humanas. Como sucede frecuen-
temente esta adaptacién se produce con pérdida de funciones. Shigella, que por hibridacién se
encuentra tan cercano a E. coli que podrian pertenecer a una misma especie, a diferencia de
éste son auxotrofos, inmdviles, poco glucidoliticos, y practicamente no producen gas en la fer-
mentacién de glucosa. Los caracteres bioquimicos se describen en la tabla correspondiente.

En base a los caracteres bioquimicos y antigénicos se describen cuatro especies. S. dysen-
teriae, S. flexneri, S. boydii y S. sonnei. Estas especies se subdividen en serotipos sobre la base
de un factor somético O caracteristico.

Shigella produce una enfermedad inflamatoria aguda del colon con diarrea sanguinolenta,
que en su presentacién més caracteristica se manifiesta como una disenterfa o diarrea disen-
teriforme. Este sindrome clinico esta caracterizado por deposiciones de poco volumen con
mucus, pus y sangre; cSlicos y tenesmo, acompafados de fiebre; ademés es caracteristica la
presencia de abundantes leucocitos en el frotis de materias fecales. Se trasmite de persona a
persona directamente por las manos contaminadas o indirectamente por alimentos o agua
contaminados con heces humanas. Se necesita una dosis infectante pequefia para causar
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enfermedad; frecuentemente unas pocas centenas de bacterias ingeridas son suficientes para
provocarla. En el adulto sano es una enfermedad autolimitada aunque molesta; en los nifios
pequefios y de poblaciones marginadas puede ser una enfermedad grave que lleve al nifio a la
muerte. Se trata de una enfermedad mas frecuente en poblaciones con mal saneamiento. Puede
ser esporadica o dar lugar a brotes extensos, e incluso a endemias en instituciones cerradas
como cérceles u organizaciones para discapacitados. La eliminacién fecal de los gérmenes
puede prolongarse por varias semanas. Un porcentaje de los enfermos pueden complicarse,
presentando alteraciones hidroelectroliticas, neuroldgicas (letargia, cefalea, convulsiones) o
fallo renal (HUS), esto ultimo cuando se trata de S. dysenteriae 1.

Patogenia

Shigella es un buen modelo de enfermedades en las cuales la bacteria invade las células del
hospedero, se replica en su citoplasma y se disemina de célula a célula. Existen dificultades
al no poseer un modelo animal claro, salvo el mono, para estudiar los factores de virulencia.
La mayoria de las investigaciones han utilizado cultivos celulares (células HeLa, macréfagos o
fibroblastos de pollo), el test de la queratoconjuntivitis de Sereny realizado en el ojo del cobayo
y ensayos en asa ileal aislada de conejo. En estudios realizados en células HeLa, la bacteria se
adhiere en una primer etapa a las célula del hospedero. Probablemente los receptores sean
protefnas llamadas integrinas. Esta adherencia provoca reorganizacién de la actina (proteina
mayor del citoesqueleto de la célula del huésped), polimerizacién y formacién de filamentos no
solubles en la vecindad de la unién bacteriana. Esto provoca la formacién de seudépodos y de
esta forma células normalmente no fagociticas de la mucosa ingieren las bacterias adheridas.
Esta invasién es mejor descrita como fagocitosis inducida. Jugando el papel activo la célula
del hospedero, la bacteria tiene un papel relativamente pasivo luego de la estimulacién ini-
cial. Luego de ingeridas, las bacterias se liberan de su vesicula de endocitosis y se multiplican
en el citoplasma de las células. Posteriormente las bacterias utilizan filamentos de actina en
su vecindad y comienzan a moverse a través de la célula del hospedero. Eventualmente las
bacterias pueden diseminarse a células adyacentes. Esto se ha llamado ICS (diseminacién
intercelular, en inglés: intercellular spread). En este movimiento se polimeralizan filamentos
de actina en uno de los extremos de la bacteria, creando colas similares a cometas que pro-
pelen las bacterias a través del citoplasma. Una protefna bacteriana alojada en la membrana
externa, llamada IcsA se requiere para este movimiento. IcsA se localiza en un extremo de
la bacteria y tiene actividad ATPasa. Eventualmente la bacteria puede tomar contacto con
la membrana que separa dos células, protruir y escapar a la célula vecina.

En trabajos realizados en células polares, Shigella no se une a los polos apicales de estas
células diferenciadas. Las integrinas se encuentran solo en la superficie basal de la mucosa.
Por lo que otro modelo se ha propuesto para la entrada inicial de Shigella. Esta se harfa en
tres etapas. En primer lugar, Shigella atraviesa la mucosa a través de las células M de las pla-
cas de Peyer, células fagociticas naturales cuyo papel principal es tomar antigenos del lumen
intestinal por fagocitosis y presentarlos al tejido linfoide subyacente de las placas de Peyer.
En una segunda etapa, Shigella usa sus invasinas para invadir las células de la mucosa desde
abajo, donde estdn ubicadas las integrinas, para, en una tercera etapa, diseminarse a células
adyacentes, causando la muerte de estas células e inflamacién.

La forma como se produce la muerte de las células no esta del todo aclarada. Por un lado,
cuando las bacterias estan multiplicAndose en forma intracelular disminuyen los niveles de ATP
de la célula y aumentan draméaticamente los niveles de piruvato, indicando una alteracién del
metabolismo energético. Por otra parte, Shigella puede inducir la muerte celular programada
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en los macréfagos, un fenémeno llamado apoptosis, lo que sugiere otra via de muerte celular
y, por supuesto, de inflamacién. El LPS contribuirfa también al dafio celular.

Shigella dysenteriae fue aislada por primera vez por Shiga en 1896, durante una epidemia
de disenterfa en Japén. Produce una toxina, denominada toxina de Shiga, que est4 asociada
al espacio periplasmico y se libera durante la lisis bacteriana. Esta posee una subunidad de-
nominada A que tiene accién enzimética y 5 subunidades chicas B, cuya accién es de fijacién
a la célula intestinal, endotelial, etc., a través de receptores glicolipidos Gb3 de la membrana
celular. Una vez que ingresa a la célula por endocitosis, A inhibe la sintesis proteica, clivando
un residuo adenina de la subunidad 28 S del ribosoma eucariota, e inhibiendo la funcién
del factor de elongacién 1. Se ha visto que la toxina no es esencial para la invasién ni para
la muerte de la célula intestinal. S{ se piensa que juega un rol fundamental en la patogenia
del SUH.

En nuestro pafs, S. dysenteriae es una bacteria rara. Los 2 aislamientos que tenemos regis-
trados en los Gltimos 30 afios no corresponden al tipo 1. Los casos de SUH que se diagnos-
tican localmente no parecen deberse a este germen, sino a VTEC. S. boydii se afsla también
en forma esporadica. Las especies de Shigella prevalentes en nuestra poblacién son S. sonnei,
que es lactosa positiva tardfa, y forma en agar MacConkey colonias relativamente grandes y
rosadas, confundibles con otras enterobacterias, y S. flexneri, que predomina todos los afios.
Muchas de las cepas de S. flexneri recuperadas de los nifios montevideanos son resistentes
a la ampicilina, al cotrimoxazol, o a ambos productos, utilizados tradicionalmente para el
tratamiento de estas infecciones. S. sonnei sigue siendo habitualmente sensible.

Muchos de los genes que intervienen en la adherencia, invasién de la mucosa y disemi-
nacién se encuentran en un gran pldsmido de virulencia. Los genes que intervienen en la
invasién son llamados Ipa. Dos de las proteinas codificadas por estos genes, IpaB y IpaC se
encuentran expuestas en la superficie de la bacteria y pueden encontrarse libres en el liquido
extracelular. Otras protefnas no estdn aun bien estudiadas. IpaB no s6lo intervendrfa en la
invasién sino que también lo harfa en la liberacién en el citoplasma por lisis de las vesiculas,
probablemente por formacién de poros en la pared de las mismas. Algunos loci cromosémi-
cos contribuyen a la invasién pero codifican sobretodo protefnas reguladoras. Otros genes
involucrados en las etapas posteriores de la patogénesis de Shigella se encuentran también en
el cromosoma (por ej.: toxina Shiga).

SALMONELLA
La mayorfa de los serotipos de Salmonella habitan el intestino del hombre y los animales. Hay
algunos serotipos que se encuentran adaptados a una sola especie animal, como por ejemplo
Salmonella typhi, responsable de la fiebre tifoidea, que se encuentra solamente en el hombre.
Las caracteristicas patogénicas son tan variadas como su h4bitat natural. Las salmonelosis se
pueden dividir segtin las presentaciones clinicas en:
 Formas digestivas, gastroenteritis, el m4s frecuente de los cuadros clinicos causados por Sal-
monella. Estas son las diarreas del nifio pequefio y las clasicas toxiinfecciones alimentarias,
consecutivas a la ingestién de alimentos contaminados con una cepa de Salmonella.
+ Formas septicémicas, graves, prototipo de las cuales es la fiebre tifoidea.
» Formas diversas de gravedad variable: meningitis, osteitis, etc.; mucho menos frecuen-
tes.
La clasificacién de Salmonella es compleja. Dentro del género Salmonella practicamente
una Gnica especie tiene importancia en patologfa humana y animal y una tnica subespecie
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llamada Salmonella enterica subespecie enterica, pero se describen aproximadamente 2000
serotipos dentro de esta subespecie, por lo que corrientemente se los llama por el nombre del
serotipo, por ejemplo Salmonella typhi, ya mencionada, o Salmonella enteritidis.

Salmonella son méviles y, salvo los serotipos bien adaptados a una especie animal, son
prototrofos. Las caracteristicas bioquimicas se describen en la tabla correspondiente.

Desde el punto de vista antigénico, poseen antigenos O somaticos, antigenos de envoltura
y antigenos flagelares H con dos especificidades antigénicas expresadas alternativamente,
como ya fue descrito.

Presentaciones clinicas

Gastroenteritis: los sintomas aparecen 6 a 24 horas luego de la ingestién del alimento o agua
contaminados, y pueden durar hasta una semana o m4s. Nduseas, vomitos, dolor abdominal
y diarrea, son los sintomas principales. La severidad varfa de una persona a otra, pudiendo
llegar a presentar dolores que hagan pensar en apendicitis y diarreas severas, inclusive con
sangre. La mayorfa de los casos ocurren en nifios menores de 10 afios y los sintomas pueden
ser més severos en este grupo. La infeccién puede volverse sistémica. La infeccién sistémica
es mds frecuente en lactantes o enfermos inmunocomprometidos (cancer, SIDA). En adultos
inmunocompetentes, ello ocurre s6lo con S. typhi, y a veces con S. choleraesuis y otras, pero
en los nifios puede ocurrir con muchos serotipos. Esto fue estudiado y descrito por la escuela
microbiolégica uruguaya, que contribuyé histéricamente al estudio de las gastroenteritis infan-
tiles y sus agentes etiolégicos (identificacién de Salmonella montevideo, S. cerro, S. bertay otras).
Funciona actualmente en el Instituto de Higiene, Departamento de Bacteriologfa y Virologfa,
el Centro Nacional de Salmonelas, que realiza la identificacién bioquimica y antigénica de
cepas aisladas en el pafs o en el exterior, y que contribuye al estudio y control de los Gltimos
brotes. En general se trata de una enfermedad molesta pero poco peligrosa, aunque durante
los grandes brotes se ven algunos enfermos graves y pueden morir algunos pacientes.

S. enteritidis y S. typhimurium son los serotipos mas frecuentes aislados en toxiinfecciones
alimentarias. Diversos alimentos estan involucrados, los derivados c4rnicos y huevos son
algunos de los mas frecuentes. Las técnicas modernas en la crfa de las aves, el hacinamiento
y las dietas hiperprotéicas llevan a altos niveles de portacién intestinal de Salmonella. En los
mataderos es frecuente la contaminacién de las carcasas y de las superficies de los huevos. Se ha
demostrado también la transmisién transovarica de Salmonella de las gallinas a sus huevos. La
idea de que huevos de cascara sana son seguros es por lo tanto falsa. La enfermedad resulta del
consumo de alimentos contaminados mal cocidos o de contaminacién cruzada con alimentos
crudos en las cocinas. Con escasa frecuencia esto tltimo puede ocurrir a partir de portadores
humanos del germen que manipulan alimentos, (el hombre puede excretar Salmonella durante
meses después de la infeccién clinica, o en forma permanente con reservorio habitualmente
biliar, xomo puede suceder con S. typhi.

Otra forma de propagacién de la enfermedad, no desdefiable, dejando de lado las toxi-
infecciones alimentarias, es la transmisién interhumana, de persona a persona por medio de
las manos contaminadas.

S. typhi es el serotipo especifico que causa la fiebre tifoidea. El hombre la adquiere por con-
sumir alimentos o agua contaminados por heces humanas. La contaminacién de los alimentos
puede también ocurrir durante su preparacién con manipuladores de alimentos portadores
de S. typhi y que eliminan gran ntimero de bacterias en sus materias fecales. Infectados asin-
tomaticos y portadores que han padecido la enfermedad previamente, son los que mantienen
la fuente de infeccién. En los pafses desarrollados y aquellos que han logrado buenos niveles
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de saneamiento y educacién no es un problema de salud piblica. El periodo de incubacién
es de 1 semana a 1 mes. Puede presentar diarrea. Posteriormente el paciente presenta fiebre
y anorexia que puede durar hasta 2 o 3 semanas. La enfermedad sin tratamiento antibi6tico
puede llevar al paciente a la muerte.

Patogenia

Es sorprendente lo limitado del conocimiento en la patogenia de las infecciones causadas por
Salmonella. S. typhi atravesarfa la mucosa por medio de las células M, se multiplicarfa en la
submucosa y de alli se diseminarfa. Las bacterias se multiplican en higado y bazo y pasarfan
desde allf a la circulacién general. Se han visto, en otros serotipos, bacterias dentro de las
células mucosas absortivas y en macréfagos asociados a la mucosa. No es claro el mecanismo
por el que se produce la diarrea.

S. typhimurium produce en el ratén un cuadro muy similar al de la fiebre tifoidea en el
hombre por lo que se lo ha aceptado como un buen modelo para su estudio.

Salmonella, al igual que otros patégenos digestivos, induce a las células del huésped a eng-
lobarlos, pero de modo algo diferente a la fagocitosis inducida ya descrita para otros patégenos.
Luego de adherida la bacteria a la superficie celular, se produce un pliegue en la célula, que la
rodea y la introduce en una vesicula de endocitosis. Hay intensa polimerizacién de actina en
la vecindad y luego de introducida, ésta desaparece. La bacteria no escapa de la vesicula ni
entra en el citoplasma, se multiplica en este fagosoma para ser posteriormente liberadas. Por
otra parte, estas bacterias pueden sobrevivir a la fagocitosis, resisten la muerte por el comple-
mento. Al menos 200 genes se encuentran involucrados. S. typhimurium posee un plasmido de
virulencia cuya presencia otorga a la bacteria la capacidad de causar enfermedad sistémica en
el ratén. En S. typhi todos los genes son cromosémicos. Los genes de virulencia de Salmonella
estan regulados por un gran ntimero de factores ambientales, tales como falta de nutrientes,
anaerobiosis, pH, etc. El LPS tiene un papel importante en la respuesta inflamatoria durante
la invasién de la mucosa y es responsable de los sintomas de la infeccién sistémica.

KLESBIELLA

La principal especie de este género es Klebsiella pnewmoniae, muy expandida en la naturaleza.
Se la afsla frecuentemente de materias fecales del hombre y los animales, pero también de
aguas, vegetales y alimentos. Son bacilos Gram negativos inméviles, a menudo capsulados.
La c4psula es de naturaleza polisacérida. Las propiedades bioquimicas se describen en la tabla
correspondiente.

Desde el punto de vista antigénico, es ttil en epidemiologia la determinacién de los an-
tigenos capsulares. Existen més de 70 tipos capsulares diferentes. Pueden existir reacciones
cruzadas con antigenos capsulares de otras especies bacterianas. El poseer cépsula otorga a
estas bacterias un aspecto colonial mucoide.

Se trata de patégenos oportunistas, pueden provocar diversos cuadros clinicos en el
hombre: infecciones urinarias, bacteriemias, neumontas, infecciones hepatobiliares, etc. Un
porcentaje elevado de aislamientos de Klebsiella, particularmente aquellos de infecciones
nosocomiales, contienen pldsmidos de resistencia a los antibiéticos. Puede ser resistencia a
betalactdmicos, aminoglucésidos, etc.

ENTEROBACTER - SERRATIA
Estos dos géneros comprenden diversas especies presentes en general en el tubo digestivo
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Tabla 1. Propiedades bioquimicas de Enterobacteriaceae
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+: positivo,-: negativo,X: irregularmente positivo,(+): positivo tardio,d: diferentes
reacciones,ONPG: orotonitrofenil-B-D-galactopyrtanésido, PH-alanina DA: fenilalanina deami-
nasa, LDC: lisina decarboxilasa, ODC: orinitina decarboxilasa, ADH: arginina dihidrolasa, RM:
rojo de metilo, VP: Voges-Proskauer

del hombre y los animales, en el suelo, vegetales y en aguas. Las caracteristicas bioquimicas
se describen en la tabla correspondiente.

Son patégenos oportunistas. Al igual que Klebsiella los aislamientos hospitalarios gene-
ralmente presentan resistencias a maltiples antibiéticos.

PROTEUS-MORGANELLA-PROVIDENCIA

Estos tres géneros forman un grupo caracterizado por poseer la capacidad de desaminar
oxidativamente los amino4cidos formando 4cidos ceténicos. Habitan el tubo digestivo del
hombre y los animales, encontrdndose también en el suelo, vegetales y aguas. Las especies
m4s frecuentemente aisladas en cada genero son Proteus mirabilis, Morganella morgagnii y
Providencia rettgeri.
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Son bacilos Gram negativos muy polimorfos, méviles. Proteus spp. poseen una movilidad
extrema que les permite invadir los medios s6lidos bajo forma de “hauch”. Las propiedades
bioquimicas se describen en la tabla correspondiente.

Desde el punto de vista patogénico, son agentes de infecciones del tracto urinario,
pudiendo causar infecciones sistémicas en huéspedes inmunocomprometidos. P mirabilis
ha sido mas estudiado, encontrdndose factores de virulencia para el aparato urinario, tales
como adhesinas y una hemolisina; se ha sostenido por afios el papel de la ureasa producida
por Proteus y Morganella en la patogenia de pielonefritis.

YERSINIA

Este género comprende varias especies, entre ellas Y. pestis, agente de la peste o plaga bubénica
o neumoénica, cominmente llamada la muerte negra, enfermedad de los roedores, trasmitida
ocasionalmente al hombre por las pulgas, con pandemias histéricas desde el siglo VI, donde
maté a un tercio de la poblacién en Europa. Luego de la edad media han habido brotes en
diversas partes del mundo, sobre todo en relacién con las guerras. Se han denunciado casos
en 1995 y comienzos de 1996 en India, Madagascar y otros pafses africanos, en Brasil y Pert.
Y. pestis es endémica en algunas regiones tales como Irédn y el oeste de Estados Unidos.

Otra especie, Y. enterocolitica es muy ubiquitaria. Algunos biotipos estdn relacionados
con enterocolitis en el hombre. Raramente presenta infecciones sistémicas, sin embargo, las
bacterias atraviesan con frecuencia la mucosa y se multiplican en los nédulos linfaticos mesen-
téricos. Debido a los intensos dolores abdominales el cuadro puede confundirse con apendicitis.
Ocasionalmente puede haber una artritis reactiva 2 a 6 semanas luego de la infeccién. Esto
se ve frecuentemente en pacientes con antigeno HLA-B27 de histocompatibilidad. Y. ente-
rocolitica posee la caracteristica de crecer mejor in vitro a 28 2C que a 37 2C, y de desarrollar
también a 4 °C, siendo esta Gltima la causa de la existencia de brotes de infeccién intestinal
a partir de agua o alimentos conservados (leche, pescado, carnes, especialmente porcina), o
de infeccién parenteral con origen en derivados sanguineos refrigerados.

Son relativamente frecuentes como agentes de gastroenteritis en paises frios (Canads,
Suecia, Bélgica). En el nuestro son escasos los aislamientos clinicamente significativos.

Y. enterocolitica posee un plasmido de virulencia de 40-45 mda. que le confiere expresién
de ciertas protefnas de superficie, invasividad, resistencia al suero humano normal, y otras
propiedades. También Y. pestis posee al menos un gran plasmido de virulencia.

Vibrionaceae

La familia Vibrionaceae agrupa diferentes géneros de bacilos Gram negativos con un habitat
primario acudtico. Se los encuentra en el mar en aguas frescas y en relacién con animales
acuaticos. Diversas especies son patégenas para el hombre, peces, asi como otros vertebrados
e invertebrados.

Aunque la familia fue definida inicialmente en un intento de agrupar especies oxidasa
positivas y méviles por flagelos polares, para diferenciarlas de los integrantes de la familia
Enterobacteriaceae, se vio que todos estos microorganismos comparten atributos distintivos
que sugieren un origen evolutivo comun.

Son bacilos Gram negativos, rectos o curvos. Méviles por flagelos polares. No forman
esporos. Quimioorganotrofos, desarrollan en medios simples, son anaerobios facultativos,
capaces de tener un metabolismo fermentativo o respiratorio. La mayorfa oxidasa positivos. La
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Tabla 2. Propiedades bioquimicas de Vibrionaceae

Vibrio Aeromonas Plesiomonas

Manitol + + -

0129 S R R

Tween 80 estearasa + + ;

LDC + - +

ObC (+) - +

ADH - (+) +

Inositol - - (+)

+: positivo, -: negativo, (+): positivo tardio, S: sensible, R: resistente.

Tabla 3. Propiedades bioquimicas de V. cholerae

Oxidasa +
LDC +
oDC +
ADH -
Manitol +
Inositol -
Sacarosa +
VP d
Gelatinasa +
NaCl gr% 0-5

LDC: lisina decarboxilasa, ODC: ornitina decarboxilasa, ADH: arginina dehidrolasa, VP: Voges-Pros-
kauer.

mayoria de las especies requiere 2-3% de CINa o agua marina para desarrollar. El porcentaje
G + Cdel ADN va de 38 a 63%.

Los géneros que forman esta familia son: Vibrio, Photobacterium, Aeromonas y Plesiomonas,
teniendo importancia médica especies de los géneros Vibrio, Aeromonas y Plesiomonas. Las
propiedades bioquimicas se describen en la tabla correspondiente.

Por muchos afios la tnica especie que interesé a los microbiélogos fue V. cholerae, agente del
cblera epidémico. Otras especies tales como V. parahemolyticus pueden causar toxiinfecciones
alimentarias en el hombre luego de la ingestién de productos del mar; siendo la primera causa
de diarrea en el Japén, donde se consume pescado crudo. Otras especies de Vibrio y Plesio-
monas shigelloides también estdn relacionadas con gastroenteritis. Por otra parte, Aeromonas
hydrophila es responsable de infecciones de heridas que han sido expuestas a aguas poluidas,
y ocasionalmente, puede provocar infecciones sistémicas en enfermos inmunodeprimidos.

VIBRIO CHOLERAE

Es el agente del célera, una enfermedad epidémica grave que ha matado millones de personas
y continda siendo un importante problema de salud en todo el mundo. Conocida desde la
antigiiedad, permanece endémica en las regiones del delta del Ganges y en el Sudeste Asiatico.
A partir del comienzo del siglo XIX la enfermedad se ha expandido en todo el mundo en
ondas sucesivas, junto a grandes movimientos poblacionales. La historia moderna del célera
comienza en 1817 con la primera de las 7 pandemias. El continente americano estuvo libre
de colera desde el comienzo del siglo XX, la tltima epidemia en Uruguay fue en 1895. Luego
de cada introduccién todas duraban unos afios y parecfan haber desaparecido. En 1950 s6lo
habfa célera en Asia.
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En 1961 V. cholerae O:1 biotipo el Tor se diseminé fuera de Indonesia, primero a otros
pafses asidticos y Medio Oriente luego en la década de 1970 a Africa, Sureste europeo e islas
del Pacifico. En enero de 1991 se notificaron los primeros casos de célera en Perd. En unas
semanas se disemind rapidamente en el pafs. La enfermedad afect6 todas las edades con una
muy alta incidencia y al principio alta mortalidad. Esta tltima fue disminuyendo a medida que
se implement6 la asistencia médica. Entre 1991 y 1992 el ndmero acumulativo de casos en
Pert, representd el 2,5% de la poblacién. Dada la alta incidencia de la epidemia y asumiendo
que ademds muchas de las infecciones fueron asintométicas, luego de 2 afios, la mayorfa de la
poblacién habifa estado infectada. Hacia 1993 todos los pafses de América Central y América
del Sur, salvo Uruguay, habfan reportado casos. Y todos los afectados en 1991 continuaron re-
portando en los siguientes afios. El comportamiento es de oscilacién estacionaria, apareciendo
el mayor ntimero de casos en los meses célidos. Luego de la diseminacién epidémica inicial,
es posible que el célera persista en algunas dreas por afios en un estado de endemia.

Esindiscutible que la mejor forma de controlar el célera en las poblaciones es el poseer agua
potable y un adecuado saneamiento, que, junto a la educacién, son los pilares fundamentales
del control de estas epidemias y ademés contribuyen al desarrollo de estas poblaciones. De todas
formas, desde 1880 se ha tratado de desarrollar vacunas; los intentos més recientes se dirigen
a la utilizacién de vacunas orales, atenuadas, buscando una respuesta IgA secretoria.

V. cholerae es un bacilo Gram negativo, curvo, con forma de coma. Desarrolla bien en
medios simples. Aunque su desarrollo esta estimulado por la presencia de sodio, esta especie,
a diferencia de las otras especies del género, desarrolla en medios sin el agregado de CINa. V.
cholerae tolera condiciones de alcalinidad y es capaz de desarrollar a pH 10. Estas propiedades
se utilizan para aislar el germen de las muestras clinicas, de alimentos o del agua. Las cepas
epidémicas de V. cholerae se dividen en dos biotipos: cl4sico y el Tor.

Estructura antigénica

Se puede dividir en base a sus antigenos somaticos. Se describen al menos 139 serogrupos
diferentes. Todos comparten un mismo antigeno flagelar. Las cepas pertenecientes al sero-
grupo O:1 hasta 1992 fueron las Gnicas asociadas con célera epidémico. Desde 1992 un
nuevo serogrupo O:139 ha sido relacionado con célera epidémico en India y Bangladesh.
Los biotipos son aplicables solamente a V. cholerae O:1. Las cepas pertenecientes a los otros
serogrupos se asocian a casos de diarrea ocasional o enfermedades extraintestinales. Las
cepas del serogrupo O:1 se dividen clasicamente en 3 serotipos: Ogawa, Inaba e Hirojima.
Las cepas aisladas pueden sufrir conversiones de Inaba a Ogawa, por lo que los serotipos son
de escaso interés epidemiolégico.

Patogenia

V. cholerae causa enfermedad en el hombre porque es capaz de colonizar el intestino delgado
luego de ingerido. Se adhiere a la superficie mucosa y produce una enterotoxina, la toxina
colérica que acttia en las células mucosas intestinales. Esta accién estd dirigida a alterar el
balance hidroelectrolitico de estas células, disminuyendo la entrada de sodio y aumentando
la salida de cloro y agua hacia la luz intestinal, resultando en diarrea importante y disbalance
electrolitico, que puede llevar al paciente a la muerte por shock hipovolémico. Con un buen so-
porte de liquido y electrolitos el paciente sobrevive, siendo una enfermedad autolimitada.

Factores de virulencia
Hasta hace cinco afios se crefa entender muy bien los mecanismos patogénicos de V. cholerae.
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Estos se explicaban por tres factores: flagelo, que permitia a la bacteria nadar hasta la mucosa
intestinal; pili, que mediaba la adherencia a las células de la mucosa; y la toxina colérica, que
producia diarrea severa. Investigaciones recientes demuestran una mayor complejidad en este
modelo. Primero, la regulacién de los factores de virulencia ha demostrado ser mucho mas
compleja de lo esperado, con muchos cambios adaptativos al huésped humano. Segundo,
muchas cepas producen otras toxinas ademas de toxina colérica, aunque esta es indiscutible-
mente la causa mas importante de los sintomas en el célera. Tercero, las células del huésped
no son s6lo blancos pasivos de la accién de la toxina.

Colonizaciéon de la mucosa del intestino delgado.

Ademas de las evidencias descritas de que la motilidad flagelar puede ayudar a V. cholerae a
alcanzar la mucosa intestinal, la mayorfa de las investigaciones han sido dirigidas a ver lo que
sucede cuando V. cholerae alcanza la mucosa. Una contribucién importante a la colonizacién
es la presencia de largos filamentos formando un agrupamiento en la superficie de la bacteria.
Cepas que carecen de estos pili son avirulentas. Se los ha llamado Tcp pili (pili coregulado
con la toxina). Tres genes estan involucrados en la regulacién de la expresién de los genes
de la pilina, y al menos cuatro lo estdn en la secrecién y ensamblaje. Son un conjunto de 15
genes que tienewn origen fagico y forman una isla de patogenicidad. A diferencia de lo que
sucede en otras bacterias estos pili estdn localizados solamente en una porcién de la superfi-
cie celular. Por otra parte, V. cholerae produce una hemaglutinina que podria contribuir a la
adherencia, adem4s de otra posible adhesina codificada por unos genes llamados factores de
colonizacién accesorios (acf). V. cholerae secreta una proteasa originalmente llamada mucinasa
que no parece tener un papel importante en la virulencia.

Toxina colérica

No hay dudas sobre la relevancia de esta toxina como factor de virulencia. Es una toxina
que acta por ADPribosilacién tipo A-B. Posee una subunidad A (enzimatica), y 5 subuni-
dades B idénticas (unién). Tienen un peso molecular de 27 y 11,7 kDa respectivamente. La
subunidad A debe ser clivada para ser enzimaticamente activa en Al y A2. Los genes que
codifican la subunidad A (ctxA) y la subunidad B (ctxB) son parte del mismo operén y se
encuentran en el cromosoma, en un segmento mévil que tiene origen fagico. Los pili Tcp,
constituyen los receptores del fago codificante de la toxina. El gen ctxB es mas activamente
transducido, produciéndose en exceso. Las subunidades A y B transducidas son secretadas
al espacio peripldsmico donde son ensambladas. Una protefna (TcpG) que actia en la for-
macioén del pili, intervendria también en la liberacién de la toxina. La toxina excretada en
la proximidad de las células de la mucosa intestinal, se adhiere a la célula del hospedero por
unién a los gangliésidos Gm1 celulares, que son oligosacaridos que contienen 4cido silico
unido covalentemente a una ceramida. El oligosacérido es reconocido por la subunidad B.
Luego la toxina cambiarfa su configuracién vy, presumiblemente por reduccién de un puente
disulfuro, el fragmento Al es liberado de la toxina y entra a la célula del hospedero por un
mecanismo aun no aclarado.

El fragmento A1 ADPribosila una proteina de membrana llamada Gs. Gs son proteinas
de la familia GTP hidrolizantes que regulan muchos aspectos de la funcién de las células eu-
cariotas. Las protefnas G estdn compuestas de tres subunidades (Ga,, GB, Grt). La asociacién
y disociacién de estas subunidades, junto a la hidrélisis de GTE, activa o desactiva la proteina
G. Gs es la protefna G que regula la actividad de la adenilciclasa de la célula del hospedero
de una forma hormonodependiente y esto determina los niveles de AMP ciclico (cAMP)
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de las célula. La forma activa de Gs (unida a GTP) aumenta la actividad de la adenilciclasa,
mientras que la inactiva vuelve la adenilciclasa inactiva. Normalmente la forma activa se
produce en respuesta a una estimulacién hormonal y luego de un tiempo se convierte a la forma
inactiva. La ADPribosilacién de Gs cortocicuita este control natural, dejando a Gs activada y
los niveles de cAMP descontroladamente elevados. La variedad de efectos que se producen
incluye la alteracién de las actividades de los transportadores de sodio y cloro. Esto lleva a
un disbalance iénico que causa la pérdida de agua asociada al célera. En células polarizadas
como las de la mucosa intestinal, la adenilciclasa se localiza en la membrana basolateral, por
lo que la toxina unida a la superficie apical debe actuar al otro lado de la célula. Diversos
modelos buscan explicar este mecanismo, aunque queda claro que la accién de la toxina es
un proceso complicado que involucra A1, Gs, adenilciclasa y otras proteinas del hospedero.
Cualquiera sea los pasos que se produzcan en esta interaccion, la célula del hospedero es un
participante activo en la accién de la toxina.

OTRAS TOXINAS

A pesar que la toxina colérica es indiscutiblemente la toxina m4s importante en la patogenia
de V. cholerae, este germen produce otras toxinas. En ensayos para producir vacunas se vio que
cepas desprovistas de Al eran capaces de seguir produciendo la enfermedad en voluntarios,
administradas en forma oral. Recientemente se han clonado los genes que codifican para la
produccién de dos enterotoxinas: toxina Zot y toxina Ace. El descubrimiento de estas nuevas
toxinas abre grandes expectativas sobre factores de virulencia aun no determinados.

Bacilos Gram negativos no fermentadores

Este gran grupo de bacilos Gram negativos incluye gérmenes pertenecientes a diferentes
familias y otros géneros de incierta clasificacion. Pseudomonas, Flavobacterium, Alcaligenes,
Acinetobacter, son algunos de ellos, en general desprovistos de grandes atributos de virulencia
demostrables, no producen enfermedad en el individuo sano, pero pueden comportarse como
oportunistas en enfermos inmunodeprimidos.

PSEUDOMONAS

De las numerosas especies de Pseudomonas descritas s6lo unas pocas tienen importancia
en patologia humana. Pseudomonas mallei y P pseudomallei causan enfermedad severa en el
hombre, pero se afslan raramente en el hemisferio occidental. Por otra parte P cepacia es un
oportunista poco frecuentemente asociado con enfermedad en el hombre.

Nos referiremos en particular a la especie Pseudomonas aeruginosa por su frecuencia en
patologia humana y por estar mejor estudiada que otros. Es un microorganismo versatil,
ampliamente distribuido en el suelo, agua, plantas e intestino de animales. Puede causar en-
fermedad en el hombre, ciertos animales, plantas e insectos. El agua contaminada puede ser
una fuente de infeccién para el hombre. Es susceptible a la desecacién, pero sus habilidades
metabdlicas le permiten sobrevivir y multiplicarse en liquidos y ambientes himedos de los
hospitales. Sus requerimientos nutricionales son variados, se ha aislado P aeruginosa de aguas
termales, e incluso de soluciones desinfectantes en el hospital.

La mayorfa de las infecciones humanas estan restringidas a los pacientes hospitalizados,
que adquieren el microorganismo de fuentes ambientales (infeccién exégena) por contacto
con vectores humanos o inanimados.
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P aeruginosa desarrolla bien en medios simples, utilizindose para su aislamiento los
medios de cultivo de uso corriente en el laboratorio clinico. La identificacién de cepas de P
aeruginosa tipicamente productoras de pigmento no es dificil, pero las cepas no pigmentadas
pueden presentar un problema. La mayorfa se identifican por la produccién de un pigmento,
pyocyanina, soluble en agua, azul, no fluorescente. P aeruginosa produce ademas otro pigmen-
to, pyoverdina, soluble en agua, verde-amarillento, fluorescente; otras especies del género
Pseudomonas también producen pyoverdina. Otros pigmentos, menos frecuentes pueden ser
producidos por P aeruginosa.

La morfologia colonial y el olor frutado de aminoacetofenona son elementos de una
identificacién sencilla, y aunque existen caracteres de identificacién confirmatorios, son de
uso poco corriente.

Son bacilos Gram negativos, rectos o ligeramente curvos, méviles, con un solo flagelo
polar. Oxidasa y catalasa positivos, aerobios estrictos, no fermentan glucosa, utilizan diversos
azlcares oxidativamente con produccién de dcido. Uno de los caracteres mas constantes es su
capacidad de desarrollar a 42 C. Producen varias enzimas, proteasas, lipasas, lecitinasas.

Patogenia

Las defensas inespecificas del huésped son en general suficientes para prevenir la infeccién
por P aeruginosa, pero brechas en esta barrera permiten a P aeruginosa invadir y causar in-
fecciones de diversa gravedad. Producen el 10% de las infecciones nosocomiales, infectan
heridas y quemaduras y causan infecciones pulmonares, sobre todo, neumonia nosocomial
e infecciones respiratorias en pacientes con fibrosis quistica. La fibrosis quistica es una
enfermedad genética asociada a un defecto en la secrecién de cloro, caracterizada por la
produccién de mucina con una alteracién de su composicién iénica, inusualmente espesa.
Esto lleva a una menor eficiencia de la mucina para limpiar las bacterias del pulmén vy las
vias aéreas y puede impedir el movimiento de las células fagociticas. Estos hechos explican
la susceptibilidad de los pacientes con fibrosis quistica a la colonizacién con P aeruginosa. Si
los enfermos son tratados los sintomas pueden desaparecer pero las bacterias permanecen,
presentando infecciones recurrentes. Las condiciones del paciente se ven agravadas con la
infeccién a P aeruginosa por las dificultades terapéuticas que se plantean debido a su alta
resistencia a los antimicrobianos.

Factores de virulencia

P. aeruginosa posee los mismos tipos de factores de virulencia que otras bacterias capaces de
causar enfermedad en el hombre inmunocompetente. Pero algo interesante es {por qué P
aeruginosa no es un patégeno franco y sélo es capaz de producir infecciones oportunistas?
Es probable que P aeruginosa sea ineficiente en su habilidad para llevar a cabo los primeros
pasos de la infeccién; puede colonizar pero no invadir piel y mucosas sanas y tampoco dar
infecciones persistentes con produccién concomitante de factores téxicos que dafien los
tejidos del huésped.

Adhesinas

Produce al menos dos tipos de adhesinas proteicas, pili y adhesinas no pili. Los pili son pili tipo
4, similares a los de N. gonorrhoeae y se parecen también a los pili Tcp de V. cholerae. Permiten
a la bacteria adherirse a las células epiteliales, preferentemente a receptores asialo-GM1. P
aeruginosa produce una neuraminidasa que saca los residuos de 4cido sidlico de GM1, crean-
do sitios de unién para la pilina. Por otra parte, P aeruginosa es capaz de unirse a la mucina
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y lo hace por medio de las adhesinas no pili. Ademas del gen que codifica para la proteina
estructural del pili otros genes codifican protefnas ensambladoras y reguladoras.

Exoenzima S

Es una enzima excretada que puede actuar como exotoxina. Tiene actividad de ADPribosi-
lacién como otras toxinas, pero aplicada en forma exégena no dafa las células del huésped.
Luego de internalizada intervienen proteinas de las células del huésped en la activacién de
la toxina para lograr su méxima actividad. Se sostiene que actuarfa dificultando la accién de
los fagocitos lo que facilitarfa la sobrevida de P aeruginosa en el torrente sanguineo y érganos.
En el pulmén actuarfa inhibiendo la muerte intrafagocitica de las bacterias y promoviendo
la infiltracién fagocitica en el 4rea. También puede presentar efecto téxico directo en los
pulmones.

Exotoxina A
Esta exotoxina tiene el mismo mecanismo que la toxina diftérica. Es una toxina A-B con tres
unidades funcionales:
+ dominio R (regién de unién al receptor celular);
+ dominio T (regién que media la translocacién de la porcién enzimética al interior de la
célula);
» dominio C (regién catalitica).
Los dominios Ry T se localizan en la cadena By el dominio C en la cadena A. La cadena
A es enzimaticamente activa por ADPribosilacién del factor de elongacién 2 (EF-2) de la
sintesis proteica, que lo vuelve inactivo. Su receptor es una glicoprotefna de las células del
hospedero. La mayorfa de los aislamientos clinicos la producen, y actuaria produciendo dafio
en los tejidos y disminuyendo la actividad de los fagocitos.

Elastasas

Elastina es el 30% de las proteinas del tejido pulmonar. Adem4s estd presente en la pared
de los vasos sanguineos. Es responsable de las propiedades elésticas de estos 6rganos que
se expanden y contraen. P aeruginosa tiene actividad elastolitica, produce dos enzimas que
actuarfan concertadamente: LasA y LasB. LasA actuarfa clivando la elastina y permitiendo
la accién de LasB, que es una zinc metaloproteasa, uno de cuyos substratos es la elastina.
Estas enzimas actuarfan en las etapas tempranas de la enfermedad, por dafio directo de los
tejidos, pero no en infecciones crénicas, debido a la presencia de anticuerpos antielastasas.
También pueden intervenir degradando componentes del complemento e inhibidores de a1
proteinasa (inhibe el dafio de los tejidos por las proteasas de los polimorfonucleares). En las
infecciones crénicas, altos niveles de anticuerpos producidos pueden llevar a la formacién
de complejos inmunes y su depésito en el pulmén activar complemento y atraer polimor-
fonucleares (PMNs). Los PMNs producen su propia elastasa, mas potente que LasA-LasB.
Pequenias cantidades de LasA pueden facilitar la degradacion de la elastina pulmonar causada
por la elastasa de los PMNs.

Otras enzimas extracelulares

Produce varias enzimas ademés de las mencionadas. Una lipasa alcalina y dos fosfolipasas,
no bien estudiadas. Por otra parte, pyocianina puede funcionar como factor de virulencia.
Puede danfar el tejido endotelial in vitro, lo que sugiere una accién in vivo. Un atributo de
virulencia muy importante es la produccién de alginato. Es un polimero de 4cido mannurénico
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y gulurénico que forma un gel viscoso alrededor de la bacteria. Las colonias que lo producen
tienen aspecto mucoide. Para las bacterias marinas esto es un atributo importante para su
supervivencia. P aeruginosa ha adaptado esto a su supervivencia en el pulmén. En medios
de cultivo ricos pierde esta propiedad. Esta capa que rodea a la bacteria y a las colonias de
bacterias en el pulmén puede actuar como adhesina y probablemente, previene la ingestién
fagocitica de la bacteria. Los genes que intervienen en su codificacién estédn agrupados en
un sector del cromosoma y organizados en un operdn, poseen un sistema de regulacién ex-
tremadamente complejo.

El LPS también varia durante la transicién mucoide-no mucoide. En cepas no mucoides
el antigeno O del LPS tiene cadenas largas y carga negativa mientras que las cepas mucoides
tienen cadenas mas cortas y una composicién de azdcares que lo hacen mucho més neutro;
esto serfa importante en la alta resistencia a algunos antibi6ticos que presenta P aeruginosa,
situacién problemética en pacientes internados, pero dramética en los pacientes con fibrosis
quistica, que muchas veces presentan infecciones por P aeruginosa resistente a todos los
antibidticos disponibles.

Practico de bacilos Gram negativos

B. Amorin

e CASO 1: paciente de 30 afios, sexo femenino, que comienza hace cuatro dias con fiebre,
disuria, polaquiuria y tenesmo. El dfa de la consulta agrega dolor en fosa lumbar izquierda.
Al examen fisico se presenta dolorida, febril (39 2C axilar). Abdomen: dolor en puntos
ureterales superior y medio. Tacto vaginal: punto ureteral inferior positivo.

Diagnéstico clinico: infeccién urinaria.

Prdctico: se observaran placas de agar sangre y agar Mac Conkey, sembradas con la orina de
la paciente, en las cuales se podran apreciar colonias bacterianas. Se realizar4, a partir de
ellas, siembra con punta en medios de TSI (Triple azicar hierro), citrato, urea y SIM (Movi-
lidad-Indol-Sulfidrico), (ver descripcién de medios y procedimiento al final del capftulo). Se
mostraran tiras reactivas comerciales, método que determina distintos pardmetros urinarios,
entre ellos esterasas leucocitarias.

Discusién: se hablara de posibles etiologias, factores determinantes de las infecciones
urinarias (gérmenes, mecanismos de agresién y vias de llegada), factores predisponentes
(anatémicos, higiénicos y malformaciones). Se discutird cdmo se realiza la toma de muestra,
el transporte, el procedimiento a emplear para sembrar un urocultivo.

e CASO 2: paciente de 30 afios, sexo femenino, con antecedentes personales de ser
portadora de litiasis renal, que se encuentra internada desde hace varias horas con el
diagnéstico de infeccién urinaria. A las 48 h del ingreso presenta picos febriles de 39 °C,
chuchos de frio y mal estado general. Al examen fisico: depresién de conciencia, fascies
toxica, piel palida y sudorosa. FC: 120 cpm, oliguria. Examen abdominal: hepatomegalia.
Con el diagnéstico de sepsis a punto de partida urinario se comienza inmediatamente con
el tratamiento.
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Prdctico: se observaran placas de agar sangre sembradas a partir del hemocultivo en caldo
de la paciente. Las colonias se sembraran en medios de TSI, citrato, urea y SIM.

Discusién: se discutira el significado de la sepsis, como se expresa clinicamente, el punto
de partida de la infeccién, diseminacién y multiplicacién del germen, mediadores y efectos
fisiopatoldgicos de la sepsis, y se mencionaran que antibidticos se pueden utilizar en estos
casos.

e CASO 3: paciente de 52 afios, con antecedentes personales de ser un alcoholista crénico,
es traido al hospital. Al examen fisico se encuentra somnoliento, en mal estado general.
Febril (38,5 °C axilar) y taquicardico. Frecuencia respiratoria 36 rpm. Pleuropulmonar: el
hemitérax derecho se moviliza menos con la respiracién. A la percusién dolor y matidez en
dos tercios superiores de dicho hemitérax. A la auscultacién: murmullo alvedlovesicular
abolido en esa topograffa y soplo tubario. La radiografia de térax muestra una imagen
homogénea que ocupa los dos tercios de la superficie del hemitérax derecho, con borra-
miento del fondo de saco pleural.

Diagnéstico: neumonfa aguda con derrame pleural. El cultivo del esputo y los hemocultivos
fueron positivos para un bacilo Gram negativo.

Prdctico: observaremos placas de agar sangre y medio Mac Conkey. Las colonias sospechosas
se sembraran en TS], citrato, FA y SIM. Se observaran frotis tefiidos con tinta china para
observacién de la cépsula.

Discusién: discutiremos los agentes etiolégicos, factores predisponentes y los mecanismos
defensivos a nivel del aparato respiratorio.

e CASO 4: paciente de 4 afios que recibe quimioterapia por leucemia linfocitica aguda (en
remisién). Ingresa por fiebre de 41 2C rectal y fatiga. Al examen fisico: palido, polipneicoy
taquicardico. Frialdad periférica y sudoracién. En el cuello presenta una via venosa central,
sin signos inflamatorios. Pleuropulmonar: sin particularidades. El resto del examen fisico
fue normal. Luego de las tomas para hemocultivo se inici6 antibioticoterapia por via i/v.
En las horas siguientes su estado se agrava, requiriendo intubacién orotraqueal, asistencia
respiratoria mecénica y reposicién de fluidos.

Diagnéstico: shock séptico. Los hemocultivos fueron positivos para Pseudomonas aerugi-
nosd.

Prdctico: se observaran en placas de agar sangre, TSA y Mac Conkey, las colonias sos-
pechosas, y se sembraran con punta en TSI y el medio OF (6xido-reduccién). También
realizaremos la prueba de oxidasa.

Discusion: enfatizaremos en los factores predisponentes que explican en este nifio la
infeccién por Pseudomonas aeruginosa; qué otros cuadros clinicos puede ocasionar, sus
mecanismos patogénicos y la terapéutica antibitica que se emplea en estos casos.

e CASO 5: paciente de 20 afios, sexo masculino, internado en el CTI por sufrir politrau-
matismos al chocar con su moto. Por presentar traumatismo de térax con neumotdrax e
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insuficiencia respiratoria, requirié un tubo de drenaje bajo agua, intubacién orotraqueal
y conexién a un ventilador mecénico. A los 4 dias de internacién se presenta febril con
40 9C, fascies toxica, palidez cutaneomucosa. Taquicardia. Presién arterial de 70/50.
Abdomen: hepatoesplenomegalia.

Diagnéstico: shock séptico. Se realizaron tres hemocultivos que fueron negativos. Se
realiza fibrobroncoaspiracién de secreciones respiratorias, donde se aisla bacilo Gram
negativo.

Prdctico: se procederé a la observacién del crecimiento en placas de agar sangre y de
TSA. Las colonias sospechosas se sembraran con punta en TSI. Realizaremos la prueba
de oxidasa y mostraremos otro método de diagnéstico comercial que es facil de realizar y
rapido.

MEDIOS Y PRUEBAS BIOQUIMICAS

Para el cultivo de los bacilos Gram negativos se utilizardn diferentes tipos de medios:

*  Medios simples: son aquellos que contienen pocas sustancias nutritivas. Ejemplo: agar
nutriente.

«  Medios ricos: son aquellos a los cuales se afiaden ingredientes nutritivos, habitualmente
de composicién quimica no bien definida, como peptona, extracto de carne, extracto de
levadura, liquidos organicos; que permiten el desarrollo de una gran variedad de micro-
organismos de la m4s amplia exigencia nutricional. Ejemplo: agar sangre.

+  Medios diferenciales: son aquellos a los que se agrega un indicador de pH de distinta
indole y que contienen un azicar degradable por la bacteria, el cual cambiar4 de color
(viraje del indicador) cuando un grupo de organismos determinado se desarrolla en él
utilizando ese carbohidrato. Ejemplo: agar-lactosa-rojo-fenol.

«  Medios selectivos y diferenciales: son medios a los que se agrega por €j. lactosa, rojo neutro
y otras sustancias tales como cristal violeta, que permite el crecimiento de bacilos Gram
negativos e inhibe el desarrollo de los Gram positivos. Ejemplo: agar Mac Conkey.

Medios de identificacién

Se incluyen bajo este nombre todos aquellos medios que ponen en evidencia distintas pro-
piedades fisioldgicas de las bacterias, por ejemplo: reacciones bioquimicas o enziméticas,
movilidad, produccién de pigmento, etc.

Prueba de la oxidasa
Pone en evidencia la enzima indofenol-oxidasa, mediante la oxidacién de un colorante pre-
viamente reducido, que cambia de color en su presencia. Permite diferenciar entre bacilos
Gram negativos no fermentadores, como Pseudomonas, que son oxidasa positivos, de aquellos
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. Se toma una porcién de una colonia pura de 24
horas, con una pipeta pasteur, se deposita sobre una tira de papel impregnada en el reactivo
de oxidasa.

LECTURA: Reaccioén positiva: aparicién de un color rojo violdceo entre los 10 y 60
segundos.
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Metabolismo energético (oxidativo-fermentativo)

El medio utilizado se denomina OF, que es semisélido y tiene azul de bromotimol como indi-
cador de pH, y una baja concentracién de glucosa. Se siembra en dos tubos en profundidad
con una punta, un tubo sin vaselina y el otro con vaselina. Se incuba a 37 °C por 24 h.

Ver tabla 4

Tabla 4.
Tipo de metabolismo | Tubo abierto Tubo cerrado
oxid./ferm. amarillo en todo el tubo amarillo en todo el tubo
oxidativo amarillo en superficie no viraje
inactivo no viraje no viraje

Metabolismo de los carbohidratos

Se explora por la adicién al medio (que puede ser sélido, semisélido o liquido), de el o los
carbohidratos deseados més un indicador de pH. Ejemplo: TSI. Este medio sirve de gufa
como primera aproximacién al estudio de bacilos Gram negativos. Es un medio sélido con
una concentracién de lactosa y sacarosa al 1% y de glucosa al 0,1%, peptonas, sulfato ferroso
y rojo fenol como indicador de pH (pH 4cido = amarillo, pH alcalino = rojo, pH neutro =
rojo palido). Se reparte en tubos dejando una superficie inclinada (slant), y un fondo (butt)
de 3 a 4 cm de profundidad. Se siembra por puntura y en superficie. Se incuba a 37 2C por
18-24 horas.

LECTURA: se lee el cambio de pH (viraje del indicador) desde la superficie al fondo, la
produccién de gas (burbujas) y de gas sulfhidrico; registrandolo del modo siguiente: por ej.
A/A gas (+) HS ().

Si el Gnico carbohidrato utilizado es la glucosa, se observara la superficie roja y el fondo
amarillo (K/A). La superficie alcalina indica que luego de la degradacion aerdbica de la glucosa,
debido su baja concentracién en el medio, el organismo comienza a utilizar las peptonas como
nutrientes, cuyos productos finales son alcalinos. En el fondo, la degradacién de la glucosa
produce metabolitos 4cidos que viran el indicador al amarillo y no pueden ser transferidos al
ambiente. Si adem4s de usar la glucosa, la bacteria utiliza la lactosa o la sacarosa, se produce
una reaccién 4cida tanto en la superficie como en el fondo del tubo. Si ninguno de los azticares
es metabolizado, se observa un viraje al rojo por la utilizacién de las peptonas del medio. Si
hay produccién de gas sulfhidrico el medio se observa de color negro.

Metabolito proteico
Puede ser explorado estudiando los procesos de desaminacién y decarboxilacién de varios
amino4cidos, como por ejemplo, la prueba de la desaminacién de la fenilalanina a 4cido fenil
pirtvico por actividad enzimética microbiana. Es un medio sélido repartido en tubo inclinado,
se siembra en superficie con asa y se incuba a 37 C por 18 a 24 h. Para la lectura se agrega
al cultivo 4 o 5 gotas de cloruro férrico al 10%.

LECTURA: la reaccion es positiva si se observa un color verde en la superficie. Es negativa
si no hay cambios, observandose un color amarillo caracteristico del cloruro férrico.

Prueba del citrato

Determina la capacidad de un germen de utilizar el citrato como tGnica fuente de carbono y
energfa. El desarrollo bacteriano provoca un viraje del indicador de pH (azul de bromotimol)
del verde (neutro) al azul (alcalino), porque los gérmenes producen metabolitos alcalinos a
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partir de las sales de amonio contenidas en el medio. Es un medio sélido repartido en tubo
inclinado; se siembra en superficie y se incuba 24 a 48 h a 37 °C.

LECTURA: reaccién positiva: se observa un intenso color azul. Reaccién negativa: no
hay desarrollo ni cambio de color.

Prueba de la ureasa
Determina la habilidad de un microorganismo de hidrolizar la urea formando dos moléculas
de amoniaco por accién de la enzima ureasa. La alcalinizacién del medio por el hidréxido
de amonio hace virar el indicador de pH (rojo fenol). Es un medio liquido, de color naranja
palido que se siembra con asa, y se incuba a 37 2C por 24 horas.

LECTURA: reaccién positiva: cuando hay viraje del indicador al rosa intenso. Reaccién
negativa: el color permanece incambiado.

SIM

Es un medio semisélido que contiene 0,3% de agar. Se siembra con punta en profundidad.

Se incuba 24 horas a 37 °C. Se observan tres caracterfsticas:

+ Movilidad, cuando el desarrollo se produce en todo el medio causando turbidez difusa; o
inmovilidad, cuando el desarrollo se produce sélo a lo largo de la linea de siembra.

Produccién de sulthidrico: se observa un precipitado de color negro.

+ Produccién de indol a partir del triptofano: al agregar un reactivo (Kovacs o Ehrlich) se
forma un anillo rojo intenso en la superficie del medio.
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