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20 Principales grupos de
bacilos Gram positivos
aerobios

M. Macedo, M. Vola

Comprende un amplio conjunto de bacterias agrupadas por sus caracteristicas morfoldgicas
y tintoriales. Caracteristicamente, dentro de este grupo se encuentran bacterias capaces de
esporular. Clostridium spp y Bacillus spp son capaces de sobrevivir en medios hostiles mediante
la formacién de una estructura muy resistente, la endospora (también llamada espora o és-
poro), la estructura con vida més resistente a los agentes fisico-quimicos, y por lo tanto, a la
esterilizacién y desinfecciéon. Como veremos, esto tiene grandes implicancias médicas, en la
industria alimentaria, en los procesos de esterilizacién e increiblemente, en el bioterrorismo.
La endospora puede, en condiciones favorables, germinar y dar lugar a la célula vegetativa.
Deben diferenciarse las esporas bacterianas, que constituyen una forma de resistencia y no
tienen funcién reproductora, de las de los hongos, que tienen funcién reproductora, son
externas, numerosas y que no confieren resistencia. Recuérdese que una espora bacteriana
da lugar a una tinica célula vegetativa.

Si bien dentro de los bacilos Gram positivos (BGP) se encuentran algunos de los patégenos
m4s agresivos para el ser humano, la gran mayoria de las especies bacterianas de este grupo
no son patégenos primarios. Muchos forman parte de la flora normal del cuerpo humano
(piel, tracto gastrointestinal, cavidad oral) y se encuentran ampliamente distribuidos en el
ambiente. Por este motivo, se debe ser cuidadoso en la interpretacién del hallazgo de un BGP
en un estudio microbioldgico, ya que frecuentemente se trata de contaminantes.

De acuerdo a su comportamiento frente al oxigeno los BGP se dividen en:

a) aerobios: Bacillus spp, Listeria spp, Corynebacterium spp, Erysipelothrix spp, etc.
b) anaerobios: Clostridium spp, Eubacterium spp, Propionibacterium spp, Lactobacillus spp,

Bifidobacterium spp, Mobiluncus spp, etc.

En este capitulo nos referiremos tnicamente a los BGP aerobios de importancia médica.
Estos pueden ser clasificados segtin su morfologfa en:

1. Esporulados: Bacillus spp
2. No esporulados:
2a. regulares: Listeria spp.; Erisipelothrix spp.
2b. irregulares: Corynebacterium spp.; Nocardia spp.
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Esporulados

BACILLUS
Caracteristicas generales

Este género es prototipo de la familia Bacillaceae. Son BGP grandes y esporulados, no exigentes
y en general méviles. Incluye bacterias aerobias y anaerobias facultativas. Estan ampliamente
distribuidos en la naturaleza; algunos forman parte de la flora normal y suelen ser contami-
nantes del laboratorio.

El manual Bergey’s de sistemdtica bacteriana describe 34 especies, pero Bacillus anthracis
es el mas importante en microbiologia médica y veterinaria. Existe una gran diversidad de
contenido G+C en su genoma, 32-62 mol % dentro del género, lo que refleja su gran hete-
rogeneidad. Ciertos miembros del género tienen implicancias médicas por la produccién de
antibiticos como polimixina y bacitracina, ademés de uso industrial en la produccién de
solventes, enzimas, vitaminas, etc.

Bacillus anthracis

El carbunco o 4ntrax (evitar la confusién con el término carbunclo) fue una de las primeras
infecciones bacterianas para las cuales se establecié definitivamente la causa. Dio lugar al
desarrollo de la primera vacuna bacteriana que fue desarrollada por Louis Pasteur. Es una
enfermedad que afecta sobretodo a animales herbivoros, en particular ovinos y bovinos. El
hombre la adquiere de forma accidental: en el contexto agricola como una infeccién cutdnea
local, en el contexto industrial (manipuladores de cuero y pelo de animal) como una neumonia
(poco frecuente). Es entonces, una zoonosis y una enfermedad laboral.

Por producir endosporas altamente resistentes y ser capaz de producir infecciones respi-
ratorias graves, es un arma biolégica potencial. De hecho, es conocido el episodio de biote-
rrorismo que ocurri6 en Estados Unidos hace algunos afios, que dio lugar a varias muertes y
que alarmé6 enormemente al mundo entero.

Morfologia y fisiologia de B. anthracis
Microscopfa: bacilos rectos de extremos cuadrados de 3-5 um de largo y 1-1.2 um de ancho,
aislados o en pares. Es inmévil a diferencia de la mayorfa de las otras especies del género.
Cuando desarrolla in vivo presenta capsula, pero para demostrarla in vitro debe cultivarse en
medios especiales (por ej. medios con bicarbonato e incubacién a 6% de CO,). La endospora
es eliptica, ubicada centralmente, y no modifica el soma bacteriano; no se produce en tejidos
de animales vivos, pero si en cultivos de varios dias, suelos o animales muertos.

Macroscopfa: luego de 24 horas de cultivo, las colonias son grandes (2-3 mm de didme-
tro), sobreelevadas, blanco-grisaceas, opacas y de bordes irregulares, en aspecto de “cabeza
de medusa”. Tienen una consistencia membranosa con dificultad para emulsionarlas. No
producen hemdlisis.

Caracteristicas del cultivo: se realiza en aerobiosis, crecen bien en cualquier medio, pero
se visualiza mejor la morfologfa de las colonias en agar sangre al 5%, pH 7-7,4 y 37 °C.

Resistencia: la célula vegetativa es comparable con otras bacterias no esporuladas pero,
debido a su capacidad para esporular, es sumamente resistente. Las esporas permanecen via-
bles durante afios en el ambiente. Esta propiedad fue demostrada por experimentos de guerra
bioldgica realizados en Escocia, que consistieron en la dispersién de 4 x 10'* esporas, cuya
persistencia se demostré por més de 20 afios, lo que requirié posteriormente la desinfeccién
de la zona con formaldehido. Pueden ser destruidas si son sometidas a esterilizacién, siendo la
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estructura viva més resistente (solo los priones son més resistentes, pero dificil considerarlos
como estructuras vivas). En base a esto esporas de especies de Bacillus distintas a B. anthra-
cis, son utilizadas como controles biolégicos de esterilizacién (ver capitulo de Esterilizacion,
desinfeccién y antisepsia).

Estructura antigénica

Poseen tres antigenos principales:

* Polipéptido capsular de gran peso molecular formado casi exclusivamente por 4cido D-
glutdmico. Esta es la Ginica especie bacteriana de importancia médica que posee cpsula
peptidica en lugar de polisacarida. Existe un tinico determinante antigénico. Por razones
no muy bien conocidas los anticuerpos anticdpsula no son protectores. Los genes que
codifican esta estructura se encuentran en un gran pldsmido.

* Antigeno somético polisacarido, es un componente de la pared celular. Los anticuerpos
no son protectores. Reacciona en forma cruzada con la sangre de tipo A y Streptococcus
pneumoniae tipo 14.

¢ Toxinas: factor edema y toxina letal.

Determinantes de patogenicidad de B. anthracis

No todas las cepas de B. anthracis son capaces de producir carbunco. Los principales atributos
de virulencia de las cepas que producen enfermedad estdn codificados en dos plasmidos y
son:

* Toxinas

Produce dos toxinas modelo A-B, que poseen idéntica subunidad B. La subunidad B se

conoce como antigeno protector. Es la porcién de la toxina que se fija al sitio blanco y

permite el ingreso a la célula.

- Toxina edema: su subunidad A es el componente enzimaticamente activo; se denomina
factor edema. Es una adenilato-ciclasa calmodulina-dependiente. Es responsable del
importante edema en los sitios de infeccién, la inhibicién de la funcién de los neutré-
filos y obstaculiza la produccién de factor de necrosis tumoral (TNF) e interleuquina
6 (IL-6) por parte de los monocitos.

- Toxina letal: su porcién A, llamada factor letal, es una metaloproteasa que inhibe la
sefializacién transduccional intracelular. Estimula la liberacién de TNF e IL-1 por parte
de los macréfagos; este mecanismo parece contribuir a la muerte por bacteriemia.

* Capsula

Al igual que sucede con otras bacterias la cdpsula es un importante factor de virulencia

al inhibir la fagocitosis.

Infeccién clinica de B. anthracis

Epidemiologia

La infeccién veterinaria tiene una alta tasa de mortalidad por sepsis. En los humanos es una
enfermedad actualmente poco frecuente. Dependiendo de la via de transmisién, produce
dos clases de infecciones principales: una cuténea relativamente benigna y una respiratoria
que compromete la vida del paciente. La infeccién cutdnea se produce por contacto directo
con animales infectados. La infeccién respiratoria requiere la via inhalatoria, la cual, para
ser efectiva, requiere que los ésporos bacterianos sean aerosolizados. Por este motivo, esta
via raramente ocurre de manera natural y despierta la sospecha de intencionalidad (biote-
rrorismo), aunque se han asociado casos de 4ntrax inhalatorio con el procesamiento a gran
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escala de pelos y lana de animales contaminados realizado en espacios pequefios y cerrados.
Excepcionalmente se produce una forma gastrointestinal por la ingesta de esporas bacterianas,
a partir de carne contaminada. No se transmite de persona a persona.

Patogenia

El carbunco cuténeo se produce por contacto de la piel con material infectado. Los ésporos
ingresan a través de una lesion de la piel. Al ser ingeridos por los macréfagos en el sitio de
entrada, los ésporos germinan y las células se multiplican produciendo c4psula y toxinas.

El carbunco pulmonar ocurre cuando las esporas ingresan a la via aérea y se depositan en
los espacios alveolares, donde son fagocitadas por los macréfagos alveolares. En el interior de
los mismos germinan y producen las toxinas, para ser luego transportadas por la circulacién
linfatica a los ganglios mediastinales. Alcanzan el torrente sanguineo pudiendo causar shock
séptico. La germinacién puede ocurrir hasta 60 dias después del ingreso de las esporas a la
via respiratoria; de ahf la importancia de que la profilaxis antibiética en casos de exposicién
se prolongue por 60 dias. Se estima que la dosis inhalatoria letal para los seres humanos es
de 2500 a 55000 esporas.

Manifestaciones clinicas
La infeccién cutdnea, que comprende el 95% de los casos humanos, se manifiesta por una
papula indolora de centro color negro-azulado con un gran borde edematoso. Sin tratamiento
tiene un 20% de mortalidad.

Lainfeccién pulmonar es una severa infeccién respiratoria que evoluciona a la insuficiencia
respiratoria aguda y tiene una muy alta tasa de mortalidad (100% sin tratamiento).

Sensibilidad antibiética
Es sensible a penicilina (aunque existen informes de unos pocos casos resistentes), eritromicina,
tetraciclina, gentamicina, cloranfenicol y quinolonas.

Prevencion

El control del carbunco humano depende fundamentalmente del control del carbunco animal.
Asi, deben tomarse medidas como la vacunacién del ganado y manejo adecuado del ganado
muerto, ropa y material de trabajo, etc.

Inmunizacién activa

Se dispone de vacuna elaborada con subunidades B, obtenidas por filtracién. Actualmente
no se usa en forma sistemdtica, solo es utilizada en situacién de mayor riesgo (personal mi-
litar, sobre todo). A nivel veterinario se utiliza una vacuna de mayor eficacia, elaborada a
partir de esporas vivas, de cepa no capsulada. Esta en estudio una vacuna recombinante de
subunidades B.

Otros Bacillus de importancia

B. cereus: es agente de toxiinfeccion alimentaria, es capaz de producir una enterotoxina ter-
moestable que produce vémitos y una termolébil responsable del sindrome diarreico. El arroz
y otros vegetales son los principales vehiculos de transmisién. En Uruguay, entre 1995y 2001,
se notificaron 3 brotes de enfermedad transmitida por alimentos (ETA). Morfol6gicamente
es similar a B. anthracis pero se diferencia por ser mévil y resistente a la penicilina. Produce
una f3-lactamasa y es también resistente al trimetoprim-sulfametoxazol.
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Es agente también de infecciones oculares.

B. stearothermophilus: se utiliza como control biolégico en el autoclave.

B. subtilis: presente en el aire y polvo, es un contaminante del laboratorio pero puede
producir enfermedad en inmunodeprimidos. Se utiliza como control biolégico en el horno
Pasteur y esterilizacién con ETO gas.

B. thuringiensis: es utilizado como pesticida por producir una toxina letal para ciertos
insectos.

No esporulados regulares

LISTERIA

Género de cocobacilos cortos ubicuos en la naturaleza. El mds importante en microbiologfa
médica es L. monocytogenes, ya que es el principal patégeno humano. Excepcionalmente se
han reportado infecciones por L. ivanowii (en animales es responsable de abortos). Las mujeres
embarazadas son especialmente susceptibles a las infecciones por Listeria, también afecta a
otros individuos con alteraciones del sistema inmune, en especial de la inmunidad celular:
personas afosas, recién nacidos, cirréticos, trasplantados, personas afectas de cancer, las que
reciben terapia inmunosupresora, etc.

L. monocytogenes
Morfologia y fisiologia
Microscopfa: cocobacilos, Gram positivos, de 0,5 - 2 um por 0,5 wm, que se presentan aislados
o agrupados en cadenas cortas; méviles por presentar de 1 a 5 flagelos a 282C.
Macroscopfa: colonias pequefias (0,5 — 1,5 cm.), translicidas. En agar sangre produce
colonias similares a Streptococcus spp. Las cepas patégenas producen un halo muy estrecho de
B-hemdlisis; frecuentemente es necesario remover las colonias para visualizar la hemdlisis.
Fisiologfa y caracteristicas bioquimicas: son aerobios facultativos, pero su crecimiento es
estimulado con la disminucién en la tensién de O, y CO, al 5-10%. Su crecimiento ptimo
es a 30-379C pero puede proliferar a 4°C en unos dfas; esta caracteristica fisiologica es util
para su aislamiento selectivo, ya que otras bacterias de interés médico no son capaces de
desarrollar a tan bajas temperaturas (técnica de enriquecimiento en frio). Por otra parte, le
confiere a la bacteria una ventaja ya que es capaz de desarrollar en alimentos refrigerados y
asf dar origen a infecciones a partir del consumo de los mismos. No son exigentes nutricio-
nalmente. Son catalasa positivos (a diferencia de los Streptococcus spp), fermentan azicares
como la glucosa, manosa y ramnosa, pero no el manitol (a diferencia de otras especies no
patdgenas); también hidrolizan la esculina. Tienen cuatro flagelos, los que se pierden cuando
ingresan al ser humano. Cuando se siembran en medios semisélidos en tubo y se incuban a
259C, muestran una movilidad caracteristica en aspecto de “sombrilla”, la cual no se observa
cuando se incuba a 37°C.

Estructura antigénica

Los determinantes antigénicos m4s caracterizados son el antigeno O (somético) y antigeno H
(flagelar) que permiten la clasificacién en diferentes serotipos. Hasta la fecha se han descrito 13
serotipos. La mayoria de las infecciones humanas son producidas por un serotipo en particular
(4b), mientras que en alimentos predominan otros serotipos diferentes. La serotipificacién es
ttil en estudios epidemiolégicos.
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Determinantes de patogenicidad

Explicarfan en parte la capacidad de L. monocytogenes de proliferar dentro de las células ya

que es un microorganismo intracelular facultativo (principalmente en macréfagos y células

epiteliales).

*  Productos solubles excretados: listerolisina O (LLO), es una hemolisina. Su prototipo es la
estreptolisina O y la pneumolisina, de los estreptococos. Rompe la membrana del fagosoma
y permite la reproduccién de la bacteria en un medio menos hostil, el citoplasma de la
célula huésped. Adem4s, inhibe el procesamiento del antigeno mediado por macréfagos.
Recientemente se ha demostrado que genera un influjo de calcio extracelular que estimula
el ingreso de la bacteria en las células epiteliales. Codificada por el gen hly.

* Internalinas: se conocen dos protefnas, A y B, que estdn involucradas en el ingreso a las
células.

* Sider6foros: componentes bacterianos que captan hierro, mineral indispensable para la
supervivencia bacteriana.

*  Otros: fosfolipasas, etc.

Infeccidn clinica

Epidemiologia

De distribucién mundial, ubicuo en la naturaleza se encuentra en diferentes animales, suelos,
plantas y agua. Al parecer su habitat primario es el suelo y la materia vegetal en descompo-
sicion. Ademas se halla en el intestino del 5 al 10% del hombre, sin causar enfermedad. Es
un importante patégeno veterinario y se transmite al hombre por el consumo de alimentos
contaminados de origen animal. Es por lo tanto, otro ejemplo de zoonosis y ETA. Tiene una
tasa de mortalidad mayor a la de otras bacterias de transmisién alimentaria.

Patogenia
Es importante recordar que la inmunidad del huésped es en general efectiva contra Listeria
y que se desarrolla enfermedad dependiendo de la dosis infectante (se requiere altas dosis,
mayor a 10°), de los determinantes de virulencia, y de la inmunidad celular del huésped.

Ingresan por via digestiva e inducen la fagocitosis por parte del enterocito, siendo inclui-
das en un fagosoma (antes de formarse el fagolisosoma), del cual escapan rapidamente para
multiplicarse en el citoplasma de la célula huésped. Una de las proteinas responsables de esto
es la LLO. En el interior del citoplasma celular son capaces de polimerizar los filamentos de
actina en uno de los polos bacterianos. De esta forma es impulsada hacia la periferia, a la
membrana citoplamatica, formando allf protrusiones o pseudépodos lo que le permite luego
penetrar en otra célula adyacente. Asi, es capaz de moverse célula a célula sin estar expuesta
a los anticuerpos, el complemento o los polimorfonucleares. Por ello es mds importante la
inmunidad celular que la humoral.

Finalmente alcanzan el torrente circulatorio y de allf alcanzan otros 6rganos, teniendo
predileccién por el sistema nervioso central y la placenta.

La infeccién connatal se trasmite de diferente manera. Las mujeres embarazadas infec-
tadas pueden transmitir la infeccién al feto por via transplacentaria. No se ha demostrado
claramente la transmisién en el canal de parto.

Manifestaciones clinicas
Se describen dos tipos de listeriosis: materno-fetal y no materno-fetal.
En el primer caso, la mujer embarazada sufre infecciones en general leves y autolimitadas
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(excepto cuando se produce corioamnionitis) que pueden incluso pasar desapercibidas, o
que se manifiestan por malestar general, cefaleas, mialgias, fiebre de bajo grado. En cambio
la infeccién en el feto es grave y puede dar lugar a ébito o al parto prematuro de un recién
nacido infectado. El espectro de manifestaciones clinicas en el recién nacido es similar al
producido por Streptococcus agalactiae, son: un cuadro de instalacién precoz de sepsis, y un
cuadro de instalacién tardfa que se manifiesta en general por meningitis. Es discutido si
este Gltimo ocurre cuando la transmisién se produce en el canal de parto, ya que esta via de
infeccién no se ha demostrado claramente.

La principal forma de presentacién de la listeriosis no materno-fetal es la bacteriemia sin
foco evidente. Le sigue en frecuencia la meningitis. En los Gltimos afios, varias investigaciones
han sugerido que Listeria puede causar gastroenteritis, incluso en adultos inmunocompetentes.
Debido a que por lo menos un 5% de personas sanas son portadoras intestinales de Listeria,
es dificil determinar si son agentes etiolégicos de diarrea. Otras infecciones mucho menos
frecuentes incluyen: endocarditis, infecciones localizadas (conjuntivitis, infecciones de piel,
linfadenitis), abscesos profundos, etc.; se descarté como agente de infeccién cervicovaginal
clinica.

Sensibilidad antibié6tica

Es sensible a penicilina, ampicilina, eritromicina, tetraciclina, cloranfenicol y rifampicina. Es
moderadamente sensible a las quinolonas y las cefalosporinas de tercera generacién carecen de
efectividad in vitro. Recientemente aparecieron cepas resistentes a cloranfenicol, macrélidos y
rifampicina. Para el tratamiento es necesario que estos antibidticos penetren las células, y en
casos de meningitis que atraviesen la barrera hematoencefélica; para esto se utiliza ampicilina
con un aminoglucésido como gentamicina.

Prevencion

No se dispone de vacunas. La profilaxis depende de las medidas de control que se aplican
para cualquier enfermedad de transmisién alimentaria, con especial cuidado en las mujeres
embarazadas y personas inmunocomprometidas.

ERYSIPELOTHRIX RHUSIOPATHIAE

La enfermedad humana por este agente es muy poco frecuente y se limita a trabajadores de la
pesca, de mataderos, carniceros, etc., configurando una enfermedad laboral. Es un microor-
ganismo ampliamente distribuido en la naturaleza. Es un bacilo Gram positivo, microaerdfilo
y exigente, que no produce cpsula ni esporas. Es inmoévil, catalasa negativo, produce H,S
y alfa hemdlisis. Como uno de los mecanismos de patogenicidad presenta hialuronidasa y
neuraminidasa.

Produce una celulitis “erisipeloide” caracterizada por una lesién eritematosa pirpura,
dolorosa, no supurada, pruriginosa. En general el proceso es autolimitado y rara vez causa
enfermedad sistémica. Produce ademas endocarditis. Es sensible a penicilina (puede sustituirse
por eritromicina en alérgicos).

No esporulados irregulares

CORYNEBACTERIUM
Es un género con numerosas especies (méas de 46), algunas de ellas forman parte de la flora
normal de mucosas y piel del ser humano; excepcionalmente algunas de ellas causan enfer-
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medad en pacientes inmunodeprimidos. La especie patégena por excelencia es C. diphtheriae,
responsable de una grave enfermedad: la difteria.

Son bacilos pleomérficos, no esporulados y no 4cido-alcohol resistente. La mayoria
fermentan la glucosa y son catalasa positivos. Su genoma contiene de 51 a 68 mol % de G
+ C, y mediante el estudio del 16s tARN se lo encontré estrechamente relacionado con
Mycobacterium, Nocardia y Rhodococcus.

Corynebacterium diphtheriae
Es por excelencia la especie mas importante del género. Se describen cuatro biotipos: gravis,
mitis, belfanti e intermedius; su importancia es epidemiolégica.

Morfologia y fisiologia de C. diphteriae
Microscopfa: bacilo delgado en forma de clava, mide 1,5-5 um de ancho y 0,5-1 wm de largo;
es Gram positivo, no esporulado e inmévil. Aparecen agrupados formando estructuras que
semejan letras chinas. Con azul de metileno se observan granulos metacrématicos caracte-
risticos que los diferencian de otras especies de Corynebacterium.

Macroscopfa: las colonias tipicas son pequeias, blanco griséceas brillantes. En medios selec-
tivos con telurito se ven grisiceas a negras. La presencia y el tipo de hemdlisis es variable.

Es un microorganismo anaerobio facultativo, pero crece mejor en medios aerobios. Es
exigente desde el punto de vista nutricional. Su pared celular estd compuesta por acido
mesodiaminopimélicos (no L-lisina), polimeros de arabino galactano y 4cidos micélicos de
cadena corta (por ello su posicién taxondémica y su relacionamiento con Nocardia, Mycobac-
terium y Rhodococcus).

Resistencia: dentro de las bacilos no esporulados C. diphtheriae es uno de los més resis-
tentes a la luz, desecacién y congelamiento. Pero son susceptibles a los desinfectantes de uso

habitual.

Estructura antigénica

Los més caracterizados son:

* Antigeno K: son protefnas termolébiles localizadas sobre la superficie, son uno de los
principales factores de virulencia. Responsables de la especificidad de tipo.

* Antigeno O: es un polisacirido que contiene arabinogalactanos y es el antigeno respon-
sable de la reactividad cruzada con Mycobacterium y Nocardia.

*  Factor de cordén: glicolipido un muy importante factor de virulencia.

* Toxina

Determinantes de patogenicidad

Los més importantes son:

* Factor de cordén: contiene los 4cidos micélicos propios de C. diphtheriae, tiene actividad
similar al de Mycobacterium spp; en las células del ratén provoca rotura de las mitocondrias,
disminucién de la respiracién y la muerte.

* Antigeno K: antes mencionado, responsable de inmunidad antibacteriana, hipersensibi-
lidad e inmunidad antitéxica. Provee invasividad junto al factor de cordén.

¢ Neuraminidasa y N-acetilneuraminato liasa.

* Exotoxina: es el principal determinante de patogenicidad y explica casi todos los sintomas
sistémicos de la enfermedad.

Dicha toxina es producida por las cepas de C. diphtheriae infectadas por un bacteriéfago
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temperado que transporta el gen estructural para la toxina; en general es un fago 8 tox™.
La expresién del gen tox estd sumamente regulada por factores genéticos y fisioldgicos.
La toxina sélo se produce a niveles maximos cuando declina el crecimiento bacteriano,
cuando las concentraciones de hierro en el medio disminuyen. Esto parece estar regulado
de forma que cuando hay hierro en el medio se forma un complejo represor-hierro que
se une especificamente al operador tox del fago 8. En condiciones de baja concentracién
de hierro en el medio, el complejo se disocia y el gen tox, se desreprime vy se sintetiza la
toxina. La toxina se sintetiza a nivel de los polisomas de la membrana de C. diphtheriae y
es secretada co-traduccionalmente como una cadena polipeptidica no téxica. Adquiere
su toxicidad al actuar la tripsina que pone al descubierto sus sitios enziméticos activos. Es
un modelo A-B de toxina: la subunidad B (sitio de unién a la célula eucariota) unida a la
subunidad A (sitio enzimatico activo) por un puente disulfuro. Accién: la toxina ingresa
a la célula y al llegar al citoplasma altera la sintesis proteica. La subunidad A produce
una ADP-ribosilacién del factor de elongacién EF-2 de los ribosomas celulares, lo que
produce su inhibicién. Los ribosomas al poseer un solo EF-2 quedan inhibidos por una
sola subunidad A. Se produce asf la inhibicién de la sintesis proteica lo que lleva rapida-
mente a la lisis celular, produciendo necrosis e inflamacién local de la mucosa. Ademss,
esta toxina es la responsable de los efectos sistémicos de la enfermedad ya que produce
toxicidad cardfaca, del sistema nervioso central y periférico, y dafio renal.

Infeccion clinica de C. diphteriae

Epidemiologia

La difteria es una enfermedad de distribucién mundial, pero con una incidencia notable-
mente variable segin el grado de inmunizacién en la regién. En nuestro pafs, la vacunacién
se incluy6 en el PAI (programa ampliado de inmunizacién) por lo que todos los nifios estdn
vacunados; lo que disminuye la frecuencia y la severidad de la enfermedad. La vacunacién
ha logrado que no existan casos notificados en nuestro pafs actualmente, el Gltimo caso se
notific6 hace alrededor de 30 afios. El ser humano es el Gnico huésped natural de C. diphthe-
riae. Los portadores asintomdticos y los individuos en etapa de incubacién son las principales
fuentes de infeccion.

Inmunidad

Se adquiere por la presencia en sangre de la antitoxina (anticuerpos antitoxina), adquirida
de manera pasiva (como los lactantes de hasta 6 meses) o por inmunizacién activa (infeccién
natural o vacunacioén). El estado inmune de una persona puede ser evaluado por medio de
la prueba de Schick, similar al PPD utilizado en la tuberculosis.

Patogenia

Se trata de una enfermedad toxigénica. La bacteria no tiene gran capacidad de invasién y
en general persiste en la superficie de las mucosas y la piel, desde donde produce la toxina
con actividad sistémica.

La infeccién respiratoria se trasmite principalmente por las gotitas de Pfliigge y las lesiones
cutdneas altamente infectantes son fuente de enfermedad faringea y cutdnea. Dicha transmi-
sién se ve favorecida por el hacinamiento y el frio. Los microorganismos se establecen en la
orofaringe y amigdalas y se reproducen con rapidez. Luego comienzan a secretar la exotoxina
que produce necrosis local y gran respuesta inflamatoria con la produccién de exudados
fibrinosos, que se van organizando y forman una seudomembrana gruesa y muy adherente.
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Dicha pseudomembrana junto con el edema y las importantes adenomegalias locales producen
obstruccién respiratoria alta (crup). Las manifestaciones sistémicas de la enfermedad se deben
a la toxicidad cardfaca y del sistema nervioso periférico que produce la toxina.

Manifestaciones clinicas

* Enfermedad respiratoria: es una amigdalitis con fiebre y malestar general. Puede ser leve
o muy grave cuando compromete nasofaringe y triquea; las seudomembranas, caracte-
risticas de esta faringoamigdalitis, y el edema que se forman pueden llevar a la asfixiay a
la muerte del paciente.

* Cuténea: se produce més frecuentemente en zonas cilidas del mundo.

*  Complicaciones: disfuncién miocérdica, afeccién de los pares craneanos y polineuritis
periférica; todas lesiones reversibles.

Sensibilidad antibié6tica
Es sensible a penicilina y eritromicina, como alternativa para pacientes alérgicos. Debe ser
administrada tempranamente junto con la antitoxina.

Prevencién

Inmunizacién activa

En nuestro pafs se realiza mediante la vacunacién con la vacuna pentavalente en el 1" afio
de vida que contiene toxoide diftérico, tetanico y gérmenes muertos de B. pertussis, ademds
de polisacérido capsular de H. influenzae y antigenos del virus de la hepatitis B. Luego se hace
refuerzo administrada solamente junto al toxoide teténico. El toxoide diftérico se prepara a
partir de la toxina diftérica tratada con formalina al 0,3% a 37°C.

NOCARDIA

Pertenece a la familia Nocardiaceae, suborden Corynebacterineae, perteneciente a los Ac-
tinomycetes. En el suborden se encuentran ademas otras familias como Mycobacteriaceae y
Corynebacteriaceae. Comparte con estas dos familias los componentes de su pared: 4cidos
micolicos, galactosa, arabinosa, dcido mesodiaminopimélico, etc.

Comprende numerosas especies, pero las especies que infectan al hombre son: complejo N.
asteroides y N. brasiliensis. Las infecciones producidas por este microorganismo son infrecuentes,
pero estd aumentando el ndmero de casos reportados. Causa infecciones localizadas tanto
como diseminadas en humanos, frecuentemente inmunodeprimidos, y en animales.

Morfologia y fisiologia

Macroscopfa y microscopfa: son cocobacilos ramificados que frecuentemente forman hifas
aéreas (formando colonias algodonosas), parcialmente 4cido-alcohol resistentes. Las colonias
son de color naranja, de superficie y bordes irregulares, con un caracteristico olor a tierra
mojada, variable segtin la especie.

Son aerobios y moderadamente exigentes desde el punto de vista nutricional. Son de
crecimiento lento, los cultivos en agar infusién, en Sabouraud, en Lowenstein-Jensen o
en agar sangre pueden ser examinados al cabo de algunos dias. Se pueden utilizar medios
selectivos con antibidticos.

Infeccidn clinica
Lanocardiosis es una infeccién mundialmente distribuida. Afecta fundamentalmente a pacien-
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tes inmunodeprimidos, pero no en forma exclusiva. La resistencia del huésped a la infeccién

depende del nimero y de la capacidad fagocitica y litica de los polimorfonucleares y otras

células de defensa. El hecho que la enfermedad afecte de forma importante a los pacientes

VIH positivos reafirma la importancia de la inmunidad celular en este tipo de infecciones.
La transmisién de la enfermedad se produce por la inhalacién de particulas contaminadas,

ocasionando nocardiosis pulmonar, o mediante inoculacién cutdnea directa en donde se

produce celulitis y linfangitis. No existe evidencia atin de transmisién persona-persona.
La infeccién se manifiesta clinicamente por:

*  Nocardiosis pulmonar: es una neumonia de evolucién aguda o subaguda con formacién
de abscesos y cavitacién. Habitualmente provocada por N. asteroides

* Nocardiosis cutdnea y subcutinea: puede producir el clasico micetoma (enfermedad
crénica de la piel y el tejido celular subcutédneo que destruye progresivamente la piel, el
celular subcuténeo, las fascias, el muasculo, llegando al hueso) ademas de celulitis, pastulas,
etc. En general causada por N. brasiliensis.

*  Nocardiosis sistémica: a partir de las dos formas anteriores pueden producirse bacteriemias
y afectar el sistema nervioso central, la piel y tejido subcutaneo, los rifiones, articulaciones,
huesos, corazén y ojos. Tanto la infeccién pulmonar como la sistémica no son infecciones
autolimitadas por lo que requieren de correcto tratamiento antibiético y muchas veces
cirugia.

Determinantes de patogenicidad

La composicién diferente de su pared y la presencia de factor de cordén o dimicolato de
trehalosa parecen permitirle la vida en el interior celular. También los niveles altos de lactosa
y superéxido dismutasa.

Sensibilidad antibiética

Son sensibles a las sulfonamidas, trimetoprim-sulfametoxazol y dapsona con sulfato de
estreptomicina. Son sensibles ademds a amicacina, que muestra actividad sinérgica con
imipenem, con cefalosporinas de tercera generacién y con trimetoprim-sulfametoxazol. Se
tratan habitualmente con sulfas o con cotrimoxazol.

RHODOCOCCUS

Es otro género bacteriano que integra la familia Nocardiaceae y comparte muchas de sus
caracteristicas bioldgicas. Crece formando colonias rosadas extendidas sobre agar infusién-
sangre con o sin sustancias selectivas agregadas. Produce infecciones oportunistas, en especial
de pulmén y de partes blandas, en pacientes inmunocomprometidos (VIH positivos), con
frecuente invasién sanguinea.

Identificacion de bacilos Gram positivos (BGP)

Al igual que para la identificacién de cualquier especie bacteriana, lo primero a realizar es
un frotis con tincién de Gram. Luego debemos conocer los requerimientos atmosféricos de
la cepa a identificar, ya que sabemos que este grupo posee tanto bacterias aerobias como
aerobias facultativas y anaerobias. Para esto sembramos en un caldo de tioglicolato. Realiza-
remos posteriormente un cultivo en medios agar simple, agar sangre y las diferentes pruebas
bioquimicas.
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* Lecitinasa: se siembra la bacteria en agar yema de huevo (agat TSA con el agregado de 10%
de yema de huevo) y se observa luego un halo de opacificacion del medio alrededor de la
colonia

Con las caracteristicas observadas, nos orientamos al género (por ej.: la presencia de
ésporos en un BGP aerobio o facultativo nos orienta a Bacillus; la presencia de cocobacilos
pequefios nos orienta a Listeria; los bacilos irregulares en letras chinas o empalizadas nos
orientan al género Corynebacterium).

GENERO BACILLUS
Microscopfa: se observan bacilos Gram positivos grandes (1 por 3 a 10 um) de extremos
rectos, aislados, en pares o cadenas con tincién de Gram. Se observan 4reas claras sin tefiir
que corresponden a endosporas, ovoides, de posicién subterminal, que no deforman el soma
bacteriano. Pueden tefiirse con técnicas de coloracién especiales como el verde de Malaquita.
La endospora solo se observa a partir de cultivos viejos 0 mediante técnicas que provoquen
la esporulacién, no a partir de muestras clinicas. Lo opuesto sucede con la expresién de la
cépsula, que se pierde al ser cultivada en medios artificiales.
Macroscopfa: para su observacién deben ser cultivados en medios ricos y simples tales como
agar sangre, agar chocolate y agar nutriente. Su morfologfa es variable segtin la especie:
* B. anthracis: colonias grandes, grises, opacas, chatas, de bordes irregulares que remedan
una cabeza de medusa. Son no hemoliticos.
* B. cereus: colonias grandes, blancogrisaceas, opacas, betahemoliticas.
* B subtilis: colonias grandes, chatas, con pigmento naranja, pueden ser beta hemoliticas
Para su cultivo a partir de muestras clinicas con contaminantes pueden realizarse técnicas
que eliminan las formas de vida vegetativa y solo permiten la sobrevida de esporas; estas
técnicas son shock de calor o shock de alcohol. También se utilizan medios selectivos como
el PLET para B. anthracis.

Algunas pruebas para identificacion de especie
Es un desafio para el microbidlogo diferenciar B. anthracis de las muchas especies no patoge-
nas que se encuentran en el ambiente como contaminantes. Las pruebas mas comdnmente
realizadas son las que se observan en el diagrama (en la parte superior): lecitinasa, movilidad,
susceptibilidad a la penicilina, y otras como indol, nitratos, citrato, voges proskauer, etc.;
ademas de la observacién de la macroscopia y microscopfa, bastante caracteristicas de cada
especie en particular.

También se pueden utilizar técnicas de biologia molecular como anélisis de los fragmentos
de restriccién o métodos inmunoldgicos para deteccién de las toxinas.
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GENERO LISTERIA
Microscopfa: cocobacilos (0,4 por 1,0 a 2,0 um), dispuestos al azar. Pueden parecerse a Cory-
nebacterium y a los estreptococos.

Macroscopfa: no son exigentes desde el punto de vista nutricional pero conviene cultivar-
las en agar sangre. Para las muestras provenientes de alimentos o muestras clinicas de sitios
no estériles existen numerosos medios de enriquecimiento. Pueden ser cultivadas a 35°C. El
enriquecimiento se suele hacer a temperaturas menores. La movilidad en medio semisélido se
observa mejor a 259C y no a 35 0 37°C. En agar simple se observan colonias pequefias, grises
transldcidas, circulares, de bordes lisos. En agar sangre producen §-hemdlisis estrecha.

Requerimientos atmosféricos: se observa turbidez a lo largo de todo el tubo de tioglicolato,
por lo que concluimos que es anaerobia facultativa.

Algunas pruebas bioquimicas para identificacion del género Listeria
e (Catalasa positivos (excepto algunas cepas), oxidasa negativos.

e Fermentacion de hidratos de carbono: glucosa positivos.

e Hidrolisis de la esculina positiva.

e TSI A/A sin gas ni sulthidrico.

¢ Rojo de Metilo y Vogues Proskauer: ambos positivos.

Especie L. monocitogenes

* Fermentacién de hidratos de carbono: xilosa negativo, manitol negativo, ramnosa positivo,
salicina positivo.

* Hemdlisis: beta, angosta. Es importante, ya que la diferencia de L. innocua (contaminante
de alimentos pero no patégena) que no la posee; y de L. ivanovii, que posee una amplia
zona de hemolisis beta.

* Catalasa positivo. Esta prueba es importante ya que permite diferenciar a L. monocytogenes
de Streptococcus beta hemoliticos, que poseen caracteristicas morfoldgicas similares.

*  CAMP: se observa potenciacién de la beta hemolisis en forma de cabeza de fésforo.
Esto es debido a la presencia de alfa lisina y listeriolisina O (similar a la estreptolisina de
Streptococcus). L. seeligeri también es positivo.

e SIM: a 372C no se observa movilidad, a 252C se observa movilidad en forma de para-
guas.

Existen métodos inmunoldgicos para la deteccién de listerias a partir de alimentos pero atin
no han sido desarrollados para muestras clinicas. Los métodos serolégicos (para la deteccién
de anticuerpos) atin no estan bien desarrollados para diagnéstico clinico. Para la tipificacién
se pueden utilizar técnicas de biologfa molecular como: fagotipificacién, ribotipificacién,
electroforesis en campos pulsados (de las técnicas més utilizadas al momento), entre otras.

CORYNEBACTERIUM DIPHTHERIAE
Microscopfa: se observan bacilos Gram positivos delgados, pleomérficos (en forma de clava),
de alrededor de 1,5-5 um de largo y 0,5-1 um de ancho. Aparecen agrupados formando
estructuras que semejan letras chinas. Con azul de metileno se visualizan los caracterfsticos
granulos metacromaticos.

Macroscopfa: para su observacién deben ser cultivadas por 24-48 h, en medios exigentes
a 37°Cyy en una atmdsfera enriquecida con 5% de CO,. En agar sangre se observan colonias
caracteristicas: pequefias, blanco grisaceas brillantes. Puede sembrarse en medio de Loeffler,
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ya que si bien no se visualizan las colonias caracteristicas, este medio aumenta la produccién

de granulos metacromaticos. Para el cultivo directo de muestras clinicas se utilizan medios

selectivos y diferenciales con telurito y cistefna como el CTBA o el Tinsdale. En estos medios
las colonias se visualizan gris-negruscas, ya que reducen el telurito, y con un halo marrén
alrededor de la colonia por poseer actividad cistinasa.

Luego pueden realizarse las siguientes pruebas: catalasa, metabolismo fermentador u
oxidador, motilidad, produccién de ureasa, reduccién de nitritos, fermentacién de diferentes
hidratos de carbono, etc. Para comprobar si la cepa en cuestién posee la toxina deben realizarse
pruebas que solo son realizadas por laboratorio de referencia:

* Prueba de Elek modificada: consiste en cultivar la cepa a estudiar en una placa de Petri
con un medio especializado, junto con un disco impregnado en antitoxina; si la bacteria
presenta la toxina, se visualiza luego de la incubacién una zona de precipitacién.

* Pruebas de biologfa molecular como PCR del gen tox; tiene la ventaja de poderse realizar
directamente a partir de la muestra clinica. Otras pruebas como electroforesis en campos
pulsados, anélisis del polimorfismo de los fragmentos de restriccién, ribotipificacién, etc.
son realizados para estudios epidemiolégicos.

* ELISA: fue desarrollada recientemente para la deteccién de la toxina.

La cromatograffa para la basqueda de acidos micélicos y otros componentes de la pa-
red, también es utilizada en laboratorios de referencia para la identificacién de cepas de C.

diphteriae.

GENERO NOCARDIA

Microscopfa: bacilos Gram positivos delgados, dispuestos en cadenas cortas o largas. Puede
realizarse una variante de coloracién para bacilos dcido-alcohol resistentes (Kinyoun) en
donde se pueden ver tanto 4cido alcohol resistente (AAR) como no-AAR.

Las hifas aéreas pueden visualizarse tanto microscépicamente como macroscépicamen-
te.

Macroscopfa: observamos colonias secas, con un tinte anaranjado (N. brasiliensis) con
particular olor a tierra mojada, dependiendo su aspecto de la especie, la temperatura y el tipo
de medio de cultivo.

Para su cultivo pueden utilizarse medios tales como: agar Sabouraud dextrosa, agar cerebro-
corazén infusién, agar sangre, Lowenstein Jensen y Middlebrook. Deben incubarse a 372C, en
donde se visualizardn colonias entre el segundo dia de incubacién y las 3 semanas.

Para la identificacién se utilizan las caracteristicas micro y macroscépicas ademds de
requerimientos de cultivo, tipo de metabolismo de la glucosa, produccién de arylsulfatasa,
crecimiento en presencia de lisozima y caracterizacién molecular.
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