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Identificacion de bacilos gram positivos
que desarrollan en presencia de oxigeno.
Propuesta metodologica

Cuestas, Verdnica; Lurd, Maria C.
Seccidn Microbiologia. Hospital J. B lturraspe. Santa Fe

RESUMEN: Los bacilos Gram (+) son numerosos. Sus caracteristicas biologicas. los requerimientos nutricionales y las condiciones
necesarias para su desarrollo son muy variadas. Algunos son extremadamente patogenos. Sin embargo, la mayoria son considerados
saprdfitos y muchos forman parte de la flora microbiana habitual del hombre.

Elavance en los métodos de diagnostico y la frecuente utilizacion de tecnicas invasivas y de agentes inmunosupresores, condicionan
que eslos microorganismos saprofitos puedan transformarse en paldgenos oportunistas.

Si bien no es imprescindible identificar las especies que forman parte de la flora normal de un hugsped normoinmune, i 1o es cuando
se aislan de muestras clinicas obtenidas de pacientes inmunocomprometidos.

El objetivo del presente trabajo fue implementar una metodologia sencilla y de facil aplicacién en un laboratorio de andlisis clinicos de
mediana complejidad, y que permita identificar en un corto periodo de tiempo, bacilos Gram (+) que desarrollan en presencia de

oxigeno.

Se identificaron 32 especies de Bacilos Gram (+ ), aislados en su mayor parte de sangre y tracto genitourinario
Las especies identificadas con mayor frecuencia fueron: Corynebacterium minutissimun, Corynebacterium xerosis, y Rhodococcus

equi.

SUMMARY: There are plenty of gram-positive bacillus. Their biclogical charactenstics, nourishing requeriments and necessary

development conditions vary,

Although some bacillus are extrernely pathogenic, most of them are considered saprophyte being many of them part of the narmal

human microbial flora.

The advanced diagnostic methods, the frequent use of invasive techniques and the immunosuppresor agents help these saprophyte

microorganisms to become opportunist pathogenes.

While it is not necessary 1o identify the species belonging to the norma flora of normal immune host, it is so when they are insulated

from clinical samples of immune-depressed patients.

The aim of this work was to establish a simple methodology to be easily zpplied in 2 lab of average complexity clinical analysis which
makes it possible to shortly identify gram-positive baciilus that are abie to grow in the presence of oxygen.

32 species of gram-positive bacillus mostly insulated from blood and genitourinary tract were identify.

Corynebaclerium minutissimun, Corynebacterium xerosis, y Rhodococcus equi were the most frecuently identify species.

Introduccion

Desde que los microorganismos fueron obser-
vados por primera vez, se ha avanzado mucho en
relacion a su conocimiento. Se sabe que se encuen-
tran en todos los ambientes, que participan en todos
los ciclos de lavida y que, porende, se los encuentra
en diferentes sitios y asociados con algun tipo de
simbiosis con diferentes seres vivos (1-3).

Teniendo en cuenta |a capacidad que tienen de
producir enfermedad ( poder patdgeno o patogeni-
cidad ), se pueden clasificar en patogenos verdade-
r0s 0 estrictos (que producen los cuadros clinicos
al superar las defensas normales del huésped),
saprafitos (que no producen enfermedad en hués-
pedes inmunologicamente normales) y los llama-
dos patogenos facultativos (que son capaces de

producir enfermedad sélo cuando se modifican los
mecanismos de defensa del organismo) (2-4).

El avance en los métodos de diagndstico, con
la incorporacion cada vez mayor de técnicas inva-
sivas, asi como la utilizacion frecuente de agentes
inmunosupresores, condicionan que practicamente
todos los microorganismos que se conocen como
saprofitos sean considerados como patégenos
oportunistas.

La virulencia de los Bacilos Gram (+) es muy
variada. Se encuentran desde los altamente patége-
nos ( como por ejemplo Bacillus anthracis ) hasta
aquellos considerados saprofitos por convivir en
nuestra piel. La mayoria de los aislamientos de
Bacilos Gram (+) en laboratorio son contaminan-
tes. Si bien no es imprescindible identificar las
especies que forman parte de la flora normal de un
huésped normoinmune, si lo es cuando se aislan de
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especimenes obtenidos de pacientes inmunocom-
prometidos (1).

Una de las funciones més importantes del
laboratorio de microbiologia clinica es examinar,
cultivar y asegurar la identificacion exacta de las
especies que se aislan de las distintas muestras
procesadas y que tienen significacion clinica. Los
resultados que obtenga, no sélo deben facilitar la
implementacion precoz del tratamiento correspon-
diente, sino que deben permitir el monitoreo apro-
piado de la medicacion antimicrobiana aplicada, y
proveer informacion epidemiolégica para definir las
fuentes mas comunes de infeccion. (1,4,5)

El Hospital lturraspe de la ciudad de Santa Fe,
es el inico centro de derivacion de pacientes onco-
logicos existente en la zona centro-norte de la pro-
vincia, y su area de influencia incluye provincias
vecinas tales como Entre Rios y la zona oeste de
Cordoba.

El objetivo del presente trabajo fue implemen-
tar una metodologia sencilla, de facil aplicacion en
un laboratorio de mediana complejidad, que no
cuenta con métodos automatizados, que permitiera
arribar a un diagnostico rapido del agente etiolégico
en infecciones producidas por Bacilos Gram (+)
que desarrollan en presencia de oxigeno.

Materiales y Métodos

Se trabajo con cepas de Bacilos Gram (+)
aislados de diferentes muestras de origen clinico:
hemocultivos, liquidos de puncién, secrecion de
herida, tracto respitario superior, tracto génito-uri-
nario, catéteres y dispositivo intrauterino (DIU).

Se contd ademas, con cepas controles de
Lactobacillus plantarum y L. casei,

Para laimplementacicn de las diferentes prue-
bas bioquimicas se utilizaron los fundamentos, me-
dios de cultivo y condiciones de incubacion que
aconseja la bibliografia consultada (7- 11) y que, en
Su mayoria, son de practica rutinaria en un labora-
torio de microbiologia.

La verificacion de la B-hemdlisis y la intensifi-
cacion de la actividad hemolitica de la p-lisina esta-
filococica (prueba de CAMP), se llevaron a cabo en
Agar Sangre Ovina (5 %). (7, 9-11)

La prueba de la catalasa se llevo a cabo por el
metodo en tubo de ensayo, utilizando H20z al 3 %;
para la determinacion de la motilidad y produccion
de indol, se trabajo con el medio de cultivo semisé-
lido SIM; para la prueba del citrato, el medio de
cultive utilizado fue Citrato de Simmons; para veri-
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ficar la produccidn de ureasa, se usé el Agar Urea
de Christensen y para la oxidasa el método del disco
de oxidasa (la suspension bacteriana se llevé a cabo
con un capilar de vidrio estéril) (7-11).

Para la prueba de TSI y verificacion de la
produccion de SHz se utilizé el agar triple azdcar y
el medio de Hugh-Leifson fue el utilizado para la
prueba de oxidacidn-fermentacion (O - F) (8-10).

Los crecimientos a distintas temperaturas se
llevaron a cabo cultivando cada cepa incdgnita en
caldos nutritivos (11). Para el desarrollo en CINa
7%, el caldo nutritivo fue suplementado con dicha
sal hasta alcanzar la concentracion requerida.

El medio RM/VP, inoculado e incubado 48-
72hs.a 35°C, fue utilizado para la determinacién de
las pruebas de Rojo de Metilo (RM) y Voges Pros-
kauer (VP). Los reactivos reveladores fueron una
solucion al 0,02% (en solucién hidroalcohdlica) del
indicador rojo de metilo para la primera, y a-naftol
(5% en alcohol etilico absoluto) e hidroxido de
potasio (40% en agua), para la segunda (8-11).

Las pruebas de fermentacion de los hidratos
de carbono: glucosa, lactosa, maltosa, sacarosa,
trehalosa, xilosa, rafinosa, ramnosa, manitol y sali-
cina se llevaron a cabo utilizando el medio bésico
semisélido con rojo fenol (pH 7.5) al que se le
adiciond el aztcar en estudio en una concentracion
final del 1% (con excepcion de la salicina cuya
concentracion final en el medio de cultivo fue de
0.5%). (8,10, 11)

La decarboxilacién de la Arginina se verifico
utilizando como base el caldo Decarboxilasa de
Moeller con el agregado de |-arginina, de modo que
la concentracion final alcanzada fuera de 1%. Para
cada bacteria en estudio se inocularon dos tubos:
uno con el aminoécido por ensayar y el otro sin el
amino&cido (control). (8, 9,11)

Para la realizacion de la prueba de la esculina
en medio con bilis (BE), se utilizé el medio de cultivo
que lleva el nombre de Agar Bilis-Esculina que per-
mite leer la hidrélisis de la esculina por la presencia
de un color negro o castaio oscuro en la mitad o
mas de la superficie del medio. (8-11)

La verificacion del crecimiento y licuefaccion
de la gelatina se realizd con el Medio de Gelatina
Nutritiva para punci6n (pH 6,8), incubandose a 22-
25°C, durante 15 dias. Diariamente se observo si
habia crecimiento y licuefaccion. Previo a la lectura,
los tubos eran colocados en un bafo de hielo o
refrigerador durante dos horas, evitando su agita-
cion a fin de lograr que el medio solidifique en
aquellos casos en que no hubo digestion de la
gelatina. (8, 10)
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La prueba de reduccién del nitrato se llevd a
cabo con el medio semisdlido M-N que permitié
determinar simultaneamente movilidad y reduccion
de nitratos. Los reactivos reveladores fueron: a.-naf-
til amina (0,5% en Acido Acético 5N) y acido sulfa-
nilico (0,8% en Acido Acético 5N). Para la verifica-
cién de la reduccion hasta Np, se agregd una pizca
de polvo de Zn (8-11).

La susceptibilidad a la vancomicina (S a Van-
¢0), se determiné utilizando el método por difusion
propuesto por Kirby-Bauer. (9, 10)

La formula del medio jugo de tomate con pH
bajo (pH = 5) aconsejado para Lactobacillus, pro-
puesta por Jay, es la siguiente: 20 g de Jugo de
tomate (400 ml), 10 g de peptona, 10 g de leche
peptonizada, 20 g de Agar-agar y agua destilada
c.s.p.: 1litro. (12)

En todos los casos se llevo a cabo el control
de calidad de los medios de cultivo y reactivos, asi
como el control de crecimiento de las cepas utiliza-
das.

Los esquemas de identificacion propuestos se
observan en los Diagramas 1, 2, 3y 4 y las Tablas
1,2,3,4y5.

Resultados y discusion.

Los Bacilos Gram (+) son numerosos Y sus
caracteristicas biolégicas, asi como sus requeri-
mientos nutricionales y las condiciones necesarias
para su desarrollo, son muy variadas. (1, 6-11, 13)

El género Corynebacterium, que incluye paté-
genos importantes para el hombre y los animales,
asi como saprofitos, esta bien definido sobre la base
de similitudes quimicas de su pared celular y com-
ponentes lipidicos. Ademds esta muy relacionado
con los géneros Mycobacterium, Nocardia y Rho-
dococeus. (11,13)

Algunos de los géneros que tradicionalmente
se clasifican entre los anaerobios estrictos, también
son considerados en los grupos que incluyen aque-
lios capaces de desarrollar como anaerobios aero-
tolerantes y anaerobios facultativos.

Asi, por ejemplo, aquellos clasificados como
grupos corineformes 1y 2 por el CDC, en la actua-
lidad han sido reclasificados como diferentes espe-
cies dentro de Actimomyces. Del mismo modo, las
especies aerotolerantes de Clostridium, podrian ser
confundidas con algunos Baciffus (1). Lo mismo
sucede con algunas especies de Lactobacillus, etc.

Por ofra parte, a medida que avanzan los
estudios genéticos, las bacterias, al igual que otros
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microorganismos, son “reubicadas” en otros géne-
ros o grupos. Un ejemplo de ello es Arcanobacte-
rium haemolyticum , que en 1946 habia sido clasi-
ficado como Corynebacterium haemolyticum y del
que, ademas, algunos investigadores sugirieron que
es una mutante del Corynebacterium pyogenes.
(13).

En nuestro trabajo, se aislaron e identificaron
32 especies de Bacilos Gram (+). Los resultados
obtenides, asi como su frecuencia y el tipo de
muestra de la que fueron recuperados, se pueden
observar en la Tabla 6.

Conclusiones

Consideramos que la metodologia de trabajo
propuesta es sencilla y de facil aplicacion e interpre-
tacion para los laboratorios microbioldgicos, permi-
tiendo la rapida identificacion de Bacilos Gram (+)
que desarrollan en presencia de oxigeno y que se
encuentran a menudo en muestras clinicas.
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Diagrama 1. Bacilos Gram posilivos que desarrollan en presencia de oxigeno
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Diagrama 4
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Diagrama 2. Diferenciacion entre las especies de Corynebacterium inmoviles catalasa positiva halladas con
mayor frecuencia en un laboratorio clinico
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Tabla 1.
Pruebas confirmatorias para
Listeria monocytogenes

- BETA HEMOLISIS +

- OXIDASA +

- D-XILOSA -

- BILIS ESCULINA +

- ROJO DE METILO +

- VOGES PROSKAWER +
- ARGININA +

- TREHALOSA +

- CAMP TEST + (Con S. aureus)
- UREASA -

- REDUCCION NO7

- RAMNOSA +

- CRECIMIENTO 4°C +
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Tabla 4.
Pruebas confirmatorias para
Erysipeloithrix rhusiopathiae

- OXIDASA -
- MOTILIDAD -

- REDUCCION NO3
- GLUCOSA (48h) +
- XILOSA -

- MANITOL -

- LACTOSA (48h) +
- SUCROSA -

- MALTOSA -

Tabla 2.
Pruebas confirmatorias para
Kurthia bessoni

- BILIS ESCULINA -

- REDUCCION NO3~

- INDOL -

- CRECIMIENTO "PLUMA DE AVE"
EN CULTIVO POR PUNCION.

Tabla 3.
Pruebas confirmatorias para
C. aquaticum

- OXIDACION-FERMENTACION: OXIDATIVO
- MALTOSA +

- VOGES PROSKAWER -

- SACAROSA +

Tabla 5.
Pruebas confirmatorias para
Lactobacillus spp.

- Crecimiento en medio

selectivo LBS (con jugo de

tomate y pH bajo)
- Requerimiento de Oz: ANAEROBIOSIS.
- Resistente a la Vancomicina

(inusual en los otros BG(+))

Diagrama 3
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Diagrama 3. Identificacidn de las 4 especies de Lactobacillus més frecuentemente halladas que pueden crecer
aerébicamente
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Diagrama 4. Diferenciacion de especies de Bacillus (formas esporuladas)
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Tahla 6. Bacilos Gram positivos aislados e identificados, frecuencia en relacion del tipo de muestra
Especies de Bacllos | TOTAL | Hemocul- | Liquidos | Tracto | Secrecion | Catéteres | Tracto Liquido D.LU. | Secrecion
Gram + tivo  |de puncion| genitouri- | de herida respiratorio| amnidtico conjuntival
nario Superior
C. xeroxis 8 2 2 3 - 1 - - . -
C. jeikeium 1 1 i : 2 g Il = ) S =
C. ulcerans 1 a & L 1 = = a 2
C. minulissimun 1 4 2 4 1 : . * . »
C. urealylicum 1 1 2 . $ : s . > &
C. pseudodiphtheri- 9 s s E s - 1 = = -
ticum
R equi 5 2 - 2 . - - - 1
A. haemolyticum i 1 . E 2 - - - - -
L.case 1 = . i 5 = = 5 A é
L leichmanoii 2 s P z 3 3 = 1 1 =
ToTAL 1 4 1 1 2 1 1 1 1
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