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Bacterias anaerobias

Anaerobic bacteria

Clara Lina Salazar G.*

Las bacterias anaerobias ademas de ser un importante
componente de la microbiota humana del tracto intes-
tinal, piel y mucosas; pueden convertirse en un pato-
geno potencial cuando ocurre una alteracién en el te-
jido del hospedero o cuando se traslocan a otros sitios
para producir infecciones en individuos que presentan
condiciones que los hace susceptibles. Otra fuente de
infeccién por estas bacterias es el ambiente externo,
en su forma esporulada ingresan con el agua, tierra o
particulas de polvo a través de traumas y heridas para
luego germinar a la forma vegetativa responsable de la
expresion de los factores de virulencia, y subsecuen-
temente invadir y producit dafio en el hospedetro.?

El éxito en el diagnoéstico de estas infecciones, ra-
dica en una adecuada seleccion, recoleccion y trans-
porte de la muestra. Se recomienda que sean aspira-
dos profundos o biopsias para evitar la contaminacién
con la microbiota; para garantizar esta condicién es
preferible que la muestra sea obtenida en cirugfa bajo
las condiciones asépticas que alli se manejan, o tam-
bién se pueden realizar aspirados guiados con ayuda
imagenoldgica. Los hisopados no son una muestra
adecuada en bacteriologia anaerobia.?

El cultivo y la identificacién precisa de los anaero-
bios es un desafio que requiere entrenamiento para una
adecuada interpretacién clinica en dos escenatios que
se presentan con frecuencia: i) cuando ocurre coloni-
zacién por anaerobios en los nichos naturales donde
se encuentra el proceso infeccioso, y ii) en los cultivos
polimicrobianos donde mas de un patégeno facultativo
y un anaerobio estricto se encuentran conviviendo.?

El proceso de cultivo e identificacion de bacterias
anaerobias puede tomar entre 7 y 14 dias; éste ran-

go depende de la tasa de crecimiento, si es 0 no una
muestra polimicrobiana y de la administracién previa
de antimicrobianos, entre otros. L.a muestra que se de-
sea cultivar en busqueda de bacterias anaerobias debe
ser sometida a una siembra inicial en minimo cuatro
medios para incubacién en condicién anaerobia con
atmosfera de 5% CO,, 5% H, 90% N; los medios de
cultivo deben contener vitamina K para promover
el transporte de electrones y sintesis de esfingolipi-
dos, también debe contener hemina para estimular
en algunos anacerobios la expresion de enzimas como
superoxido dismutasa y catalasas, y poder defender-
se del oxigeno y sus productos toxicos. Luego de la
incubacién, un paso importante en la identificacién
presuntiva es la descripciéon morfologica de las colo-
nias obtenidas en los cultivos primarios con ayuda de
un estéreo microscopio, principalmente para aquellos
cultivos polimicrobianos, para luego proceder con la
tincién de Gram modificado -Kopeloff-, seguido de la
prueba de emision de fluorescencia con una lampara
UV y otras pruebas rapidas como indol, catalasas y
nitratos, y obtener una aproximacién preliminar. Lle-
gar hasta el género y la especie requiere de la realiza-
cién de pruebas bioquimicas complementarias con el
apoyo de sistemas manuales compuestos por galerias
de pruebas bioquimicas disponibles en el mercado o
sistemas automatizados.>?

Para concluir, la identificacion correcta de un
anaerobio responsable de un proceso infeccioso es
muy importante para la optimizacién del manejo
clinico y la eleccién de una adecuada terapia anti-
microbiana.* Se ha demostrado que retrasos en el
diagnéstico o una identificacién incorrecta de un
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anaerobio en un proceso infeccioso, contribuyen
a un incremento de la morbilidad y mortalidad de
los pacientes. A continuacién se presentan algunas
caracteristicas morfol6gicas macro y microscopicas
de algunos géneros de patdégenos anaerobios.

Prevotella spp.

Fenotipicamente P. nigrescens es indistinguible de
P. Intermedia, y solo puede diferenciarse por secuen-
ciacién de 16S rRNA.

DESCRIPCION MACROSCOPICA
Después de 2 dias de incubacién la colonia mide
de 0,5 a 2 mm de diametro, la forma es circular de

Figura 1. A. Colonia de Prevotella intermedia / nigrescens en
medio de cultivo agar sangre brucella suplementado con hemina
y vitamina K. B. Tincién de Gram modificada para anaerobios
-Kopeloff- a partir de colonia de Prevotella intermedia / nigrescens.

borde continuo, poco convexa, translicida, lisa y
B-hemolitica; las colonias mds grandes pueden ser
opacas. Es indol positivo, produce acido a partir
de fructosa, glicégeno, inulina, maltosa, rafinosa,
almidén y sucrosa.

La colonia al inicio presenta un color gris ma-
rrén rojizo, a partir del cuarto dia de incubacién se
presenta una pigmentacion de café a negra, produc-
to de la acumulacién del pigmento hierro protopor-
firina IX y como un mecanismo para defenderse
del H,O,; la intensidad y la velocidad de la pigmen-
taciéon dependen del tipo de sangre, la hemolisis,
temperatura, el pH, y la presencia de otras bacte-
rias (Figura 1A). Otra caracteristica macroscopica es
la emisiéon de fluorescencia de color rojo brillante
bajo la luz ultravioleta 365 nm. Otras especies pa-
tégenas pigmentadas son: P. melaninogenica, P. loescheii,
P. corporis, P. pallens.*>>¢

DESCRIPCION MICROSCOPICA

Se observan coco bacilos cortos Gram negativos, no
esporulados, pleomérficos, generalmente miden de
0,420,7x 1,52 2,0 pm y ocasionalmente pueden lle-
gar a medir hasta 12 um de longitud (Figura 1B).2*%¢

Fusobacterium nucleatum

DESCRIPCION MACROSCOPICA

Esta especie habita como microbiota humana y en
animales en el intestino y la cavidad oral, y estin
divididas en cinco subespecies: Il nucleatum subsp.
nucleatuns, subsp. polymorphum, subsp. wvincetii, subsp.
Susiforme, and subsp. animalis.

Las colonias son por lo general no hemoliticas, de
color blanco a amarillo-gtis, lisas, de apariencia man-
chada o de “miga de pan”, después de 2 dfas de incu-
bacion las colonias miden de 1 a 2 mm de didmetro.
Los cultivos producen un olor desagradable pero no
tétido como si pasa en . necrophorum, son indol posi-
tivo, catalasas, nitratos, esculina negativo, no forman
acido a partir de ningun carbohidrato (Figura 2A). 28
DESCRIPCION MICROSCOPICA
Bacilos Gram negativos no esporulados delgados,
en forma de huso con extremos afilados o puntia-
gudos de 0,4 a 0,7 pm de espesor y de 4 a 10 pm

de largo, y aparecen individualmente, en parejas de



Salazar CL.

extremo a extremo, o en paquetes de bacilos en para-
lelo. El término nucleatum proviene de la apariencia nu-

cleada observada al microscopio electronico debido a
)27

la presencia de granulos intracelulares (Figura 2B

Figura 2. A. Colonia de Fusobacterium nucleatum en medio
de cultivo agar sangre brucella suplementado con hemina
y vitamina K. B. Tincién de Gram modificada para anaerobios
-Kopeloff a partir de colonia Fusobacterium nucleatum.

Bacteroides fragilis

DESCRIPCION MACROSCOPICA

El término fragilis proviene de las colonias quebradi-
zas o fragiles que se forman bajo ciertas condicio-
nes de cultivo. Las colonias en un medio con sangre
de carnero miden de 1 a2 3 mm de diametro, son de

forma convexa y circulares con borde continto, y de

contextura lisa, de color blanco a gris y no hemoliti-
cas. Crecen bien en medios con 20% de sales biliares,
utilizan la esculina, son catalasa y nitratos negativos;
son altamente fermentativas y producen acido acético
y succinico a partir de la glucosa (Figura 3A).>>°

DESCRIPCION MICROSCOPICA

Se observan bacilos Gram negativos palidos con
extremos redondeados, en disposicién individual o
en parejas. El tamafio de las células es aproximada-
mente de 0,52 2,0 x 1,6 a 12 pm, las células pueden
ser uniformes, pleomoérficas o con vacuolas depen-
diendo de la edad y el medio de cultivo. Tienen la
capacidad de sobrevivir a la exposicidén de oxigeno
hasta por 6 h (Figura 3B).>*°

Figura 3. A. Colonias de Bacteroides fragilis en medio de cultivo
agar sangre brucella suplementado con hemina y vitamina K.
B. Tincion de Gram modificada para anaerobios -Kopeloff
a partir de colonia Bacteroides fragilis.
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Clostridium difficile

DESCRIPCION MACROSCOPICA
Después de 48 h de incubaciéon las colonias miden
aproximadamente de 2 a 5 mm, de color grisiceo con
un centro ligeramente mds blanco, planas o convexas,
de borde irregular y con frecuencia apuntando hacia la
direccién de la propagacion. Los cultivos presentan un
olor tipico a estiércol de caballo. Todas las cepas produ-
cen una fluorescencia de color verde palido bajo la luz
ultravioleta después de 48 h de incubacion. >

Esta bacteria utiliza para su crecimiento prolina, acido
aspartico, setina, leucina, alanina, treonina, valina, fenila-
lanina, metionina, isoleucina. Son negativos a las pruebas
de indol, nitratos, lipasa y lecitinasa (Figura 4A)."

Figura 4. A. Colonias de Clostridium difficile en medio de
cultivo agar sangre brucella suplementado con hemina y
vitamina K. B. Tincion de Gram modificada para anaerobios
-Kopeloff a partir de colonia Clostridium difficile.

DESCRIPCION MICROSCOPICA

Son bacilos Gram positivos, no esporulados, dispues-
tos en pares o cadenas cortas, moéviles por medio de
flagelos peritricos y miden de 0,52 1,9 x 3,02 16,9 um.
Algunas cepas se disponen en cadenas de 2 a 6 células
alineadas de extremo a extremo. Las esporas son de
forma ovalada, subterminal y raramente terminal. La
esporulacion se produce en agar sangre Brucella incu-
bando durante 2 dias. El término djfficile proviene de la
dificultad que se presentaba en la época de 1935 para
su aislamiento y estudio (Figura 4B)."

Clostridium perfringens

DESCRIPCION MACROSCOPICA

Las colonias miden de 2 a2 5 mm de didmetro, son
circulares con borde continuo, en forma de cipula,
de color gris a amarillo grisiceo translicido con una
superficie brillante. Ocasionalmente pueden obser-
varse otras morfologfas coloniales en el mismo medio
como: colonias rugosas con margenes lobuladas y co-
lonias planas con una supetficie irregular y margenes
filamentosas (Figura 5A).

Posee tres tipos de hemolisinas: alfa, delta, y teta,
que se producen en cantidades variables. En medios
con sangre de conejo, oveja, vaca, caballo o sangre
humana, la mayorfa de cepas producen una estrecha
zona de hemolisis completa debido a la toxina teta y
una zona circundante de hemdlisis incompleta debido
a la toxina alfa. E1 95% de las cepas fermentan car-
bohidratos como la sucrosa, fructosa, manosa, mal-
tosa etc, produce lecitinasa pero no lipasa, nitratos
variables y son indol negativos.>*!

DESCRIPCION MICROSCOPICA

Se observan bacilos Gram positivos, rectos con extre-
mos romos, inméviles. Las esporas rara vez son vistas
in vivo o en condiciones i vitro, cuando estan presentes
son grandes, ovaladas, en posicién central o subtermi-
nal y deforman la célula C. perfringens, se ha dividido en
cinco tipos: A, B, C, D y E, con base en la produccién
de las toxinas letales; éstas no se pueden diferenciar
de manera confiable sobre la morfologia celular o
de la colonia, reacciones bioquimicas, o por analisis
cromatografico de dcidos grasos (Figura 5B).>*"
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