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INTRODUCCIÓN 

Todos los bacilos anaerobios Gram positivos esporulados con importancia médica se clasifican en el género Clostridium. No obstante, la identificación de muchos de esos gérmenes plantea problemas. El género contiene más de 100 especies con diversas propiedades bioquímicas y relación genética limitada. Aunque la mayoría de esas especies son anaerobias estrictas, hay algunas aerotolerantes que pueden crecer en medios de agar expuestos al aire. Algunos clostridios puede aparecer Gram negativos y quizá no se observen esporas en algunas especies.

Así pues, la clasificación de un aislamiento dentro del género Clostridium se debe basar en una combinación de pruebas diagnósticas entre las que se incluyen demostración de esporas, crecimiento óptimo en anaerobiosis con un patrón complejo de actividad bioquímica y análisis de los productos metabólicos mediante cromatografía gaseosa. Por fortuna, la mayoría de los aislamientos corresponden a un número limitado de especies.

Los Clostridium son organismos que se observan solos, en parejas o a lo máximo en cadenas cortas. Son móviles por flagelos peritrícos -con la excepción de C. perfringes. Algunas especies producen cápsula y forman esporas de aspectos esféricos u ovalados, situados en el centro del bacilo o en un extremo subterminal y resistentes al calor. A pesar de ser bacterias anaeróbias obligadas, no todos tienen la misma sensibilidad al oxigeno. C. tetani, por ejemplo, requiere total anaerobiosis y C. perfringes tiende a ser menos exigente. Crecen a temperatura de 37ºC y a un pH entre 7 y 7,4, de modo que son fácilmente inactivadas a pH ácido o básico, como el ácido estomacal, el de limpiadores y desinfectantes como el cloro e incluso el pH de ácidos orgánicos encontrados en el zumo de limón, por ejemplo. Son fermentadoras de azúcares, aspecto que resulta de utilidad en la diferenciación de las especies.

El género Clostridium está ampliamente distribuido en la naturaleza, principalmente en el suelo y en el tracto intestinal de muchas especies animales incluido el hombre, y puede causar infecciones de origen exógeno y de origen endógeno. En la actualidad se han descrito más de 150 especies, aunque sólo alrededor de 30 han sido asociadas con infección humana, siendo Clostridium perfringens la especie más frecuente.

Poseen antígenos somáticos y flagelares que permiten dividirlas en tipos y subtipos. Producen exotoxinas de efecto necrosante, hemolíticos y potencialmente letales. Las toxinas son nombradas con letras, así por ejemplo, la toxina necrosante es nombrada con la letra C y la enterits en animales es causada por las toxinas B, D y E.

La alfa-toxina (fosfolipasa C, lecitinasa) juega un papel primordial en la patogenia de la gangrena gaseosa, la beta-toxina de C. perfringens tipo C está implicada en la enteritis necrótica y la enterotoxina de C. perfringens tipo A en las intoxicaciones alimentarias. Estos cuadros tóxicos, en general bien caracterizados, son principalmente infecciones exógenas.

Actualmente y en nuestro medio, son mucho más frecuentes las infecciones por especies del género Clostridium de origen endógeno, generalmente menos especificas, en las cuales la acción patógena no suele ser debida a las toxinas sino a otros factores de virulencia.

Pueden afectar a cualquier órgano o sistema, pero sobre todo a aquellos cercanos a las superficies mucosas, donde son parte abundante de la biota comensal. 

Asimismo, se trata frecuentemente de infecciones mixtas en donde estos microorganismos se encuentran junto a otras bacterias anaerobias o facultativas. 

Su gravedad es, en general, la misma que la de otras infecciones polimicrobianas, pero puede variar dependiendo de una serie de factores, desde cuadros en donde su presencia es de dudosa significación a gravísimos cuadros de mionecrosis y de bacteriemias con shock.

Lo mismo que sucede en otros cuadros infecciosos producidos por anaerobios, el desarrollo de la infección por Clostridium está asociado con determinados factores del huésped, como la rotura de las barreras cutáneo-mucosas por cirugía o traumatismo, presencia de enfermedades graves, como diabetes o cáncer, insuficiencia vascular y tratamiento con inmunosupresores o múltiples antibióticos. 

Son situaciones en las que el riego sanguíneo se ve comprometido, creándose un ambiente ideal para la proliferación de estos microorganismos que, en condiciones adecuadas de anaerobiosis e hipoxia, pueden invadir y multiplicarse en cualquier tejido del cuerpo humano.
OBJETIVO

☼ Con base en las reacciones metabólicas de los bacilos del género clostridium, hacer su identificación.

CARACTERÍSTICAS MICROBIOLÓGICAS DEL GÉNERO Clostridium

Generalmente, las células vegetativas tienen forma de bacilos, pudiendo variar desde bacilos cocoides cortos a largos bacilos filamentosos. Pueden aparecer sueltos, en parejas o en cadenas. La mayoría de las especies suelen teñirse como grampositivas, pero hay excepciones como C. clostridioforme y C. ramosum que suelen ser gramnegativos incluso en cultivos jóvenes de 24 h. Clostridium tetani puede aparecer como gramnegativo después de la formación de esporas. Las esporas pueden tener forma oval o esférica y aparecer en situación terminal o subterminal. La demostración de esporas, es difícil en algunas especies como C. perfringens, C. ramosum y C. clostridioforme.

La mayoría de las especies son móviles por medio de flagelos perítricos; C. perfringens, C. ramosum y C. innocuum son inmóviles. Raramente producen catalasa pero cuando lo hacen, la reacción es débilmente positiva. La mayoría son anaerobios obligados moderados, con excepciones como C. haemolyticum y C. novyi tipo B, que son anaerobios obligados estrictos (no crecen cuando se exponen a niveles de oxígeno mayores al 0,5%) o C. tertium, C. carnis, C. histolyticum y alguna cepa de C. perfringens, que son aerotolerantes.
Algunas especies son sacarolíticas (fermentación de la glucosa), otras proteolíticas (hidrólisis de la gelatina) y otras pueden tener ambas características. Algunas especies producen lecitinasa o lipasa que pueden demostrarse en agar yema de huevo. La lecitinasa (alfa-toxina, fosolipasa C) produce un halo opaco alrededor de la colonia por lisis de la lecitina y la lipasa transforma las grasas en glicerol y ácidos grasos, dando una capa iridiscente que cubre la superficie de la colonia.

DIAGNÓSTICO MICROBIOLÓGICO DE INFECCIONES DE PIEL Y TEJIDOS BLANDOS POR Clostridium

Selección, recolección y transporte adecuado de muestras clínicas

Se seguirán las precauciones debidas para la toma de muestras que 
puedan contener bacterias anaerobias.

En infecciones de tejidos o abscesos con superficie intacta, la toma se efectuará por punción percutánea y aspiración, procurando que no penetre aire, previo lavado y desinfección.

En focos o heridas abiertas, debe limpiarse el orificio del drenaje con solución salina estéril y tomar la muestra de la parte más profunda por aspiración.

En la gangrena gaseosa son buenas muestras las procedentes del desbridamiento quirúrgico de las lesiones, así como las obtenidas por aspiración de las burbujas o ampollas que se forman en la piel.

Generalmente, las muestras en escobillón no son adecuadas y únicamente se utilizarán ante la imposibilidad de obtener la muestra de las formas anteriormente indicadas.

El material obtenido debe enviarse en tubo estéril o vial de transporte de anaerobios lo antes posible al laboratorio para su procesamiento.

Medios de cultivo e incubación

Para la recuperación de bacterias del género Clostridium a partir de muestras clínicas, se pueden utilizar los siguientes medios: agar sangre para anaerobios, como agar Brucella, agar sangre PEA, agar Schaedler, agar sangre para anaerobios CDC, etc. Es conveniente incluir un medio con yema de huevo para investigar la producción de lipasa y lecitinasa y un medio líquido de enriquecimiento, como el tioglicolato. La incubación se hará a 35-37ºC en anaerobiosis (cámaras, jarras o bolsas con generadores de atmósfera anaerobia).

Identificación de especies de Clostridium

El examen de la típica morfología tanto microscópica como de la colonia permite una identificación presuntiva y rápida de algunas especies de Clostridium frecuentemente aisladas (tabla 2). Además, junto con la utilización de pruebas bioquímicas sencillas como el estudio de la producción de lecitinasa y lipasa en agar yema de huevo, la hidrólisis de la gelatina y de la urea y la producción de indol por el método rápido (p-dimetil-aminocinnamaldehído), constituyen un método fácil y poco costoso para la identificación, incluso definitiva, de algunas de ellas.
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Por las características particulares de algunas especies, se pueden presentar ciertos problemas en el proceso de identificación que pueden ser fácilmente resueltos:

Las especies que se tiñen gramnegativas pueden identificarse como grampositivas por la resistencia a un disco de colistina de 10 μg y la sensibilidad a uno de vancomicina de 5 μg.

Las especies aerotolerantes se pueden diferenciar de miembros del género Bacillus porque Clostridium crece mucho mejor en anaerobiosis, es catalasa negativo (o muy débilmente positiva) y esporula sólo en condiciones anaerobias, mientras que Bacillus crece mejor en aerobiosis, es catalasa positivo y generalmente no esporula en anaerobiosis.
Las esporas de algunas especies son difíciles de observar y puede ser necesaria una técnica de selección de esporas, bien por tratamiento con calor a 70-80ºC o con etanol.

Cuando son visibles, es suficiente la tinción de Gram, las tinciones especiales para esporas no suelen ofrecer ventajas adicionales.

Las colonias pueden presentar un aspecto pleomórfico dando la impresión de un cultivo mixto. Debe hacerse un subcultivo de una simple colonia para comprobar el mismo pleomorfismo.

Para la identificación definitiva, los métodos utilizados tradicionalmente para anaerobios, como la determinación de sus características fermentativas y bioquímicas con los medios líquidos prerreducidos (PRAS) y la determinación de los productos metabólicos por cromatografía líquido-gaseosa o el análisis de los ácidos grasos de la pared han proporcionado en general buenos resultados. Sin embargo, estas técnicas están sólo disponibles en algunos laboratorios.

En los últimos años, el interés por la utilización de métodos asequibles a todos los  tipos de laboratorios clínicos ha dado lugar a la aparición de sistemas comerciales para laidentificación rápida de anaerobios. Unos están basados en pruebas bioquímicas (API 20 A o Minitek) y consiguen los resultados en 24-48 h. Otros como Anaerobe ANI Card, Rapid ID 32 A, Rapid Anaerobe ID, Crystal Anaerobe ID o RapID-ANA están basados en la detección de enzimas preformadas a partir de sustratos cromogénicos y la lectura se realiza a las 4 h.

El porcentaje de identificación correcta que se obtiene con ellos oscila entre 60-80%. Casi el 100% de las cepas de C. perfringens son identificadas correctamente mientras que los mayores fallos se producen con cepas de C. inocuum, C. difficile, C. sporogenes, C. tetani y C. clostridioforme.

SENSIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS

Los antibióticos activos frente a bacterias anaerobias, son activos frente a la mayoría de cepas de Clostridium, pero existen algunas excepciones.
· Clostridium ramosum, C. butyricum y C. clostridioforme, pueden producir ß-lactamasas inducibles por antibióticos ß-lactámicos. La presencia de estas enzimas se puede investigar por el método de la cefalosporina cromogénica, utilizando como sustrato nitrocefina (Cefinaseâ, Becton-Dickinson). Aunque se ha detectado un aumento de la resistencia a la penicilina en C. perfringens, no se ha demostrado la producción de ßlactamasas en esta especie, lo cual podría reflejar otros mecanismos como la disminución en la afinidad por las proteínas fijadora de penicilina (PBP).

· La resistencia a la clindamicina se ha documentado en cepas de C. perfringens, C. ramosum, C. difficile, C. tertium, C. subterminale, C. butyricum, C. sporogenes y C. innocuum. En el año 1991 Alados et al. encontraron un 9% de resistencia a este antibiótico en las cepas de C. perfringens aisladas en el Hospital Virgen de las Nieves de Granada.

· Clostridium tertium es resistente a los ß-lactámicos, clindamicina y metronidazol y la mayoría de las cepas de C. innocuum son sólo moderadamente sensibles a la

vancomicina.

La realización de pruebas de sensibilidad in vitro a los antimicrobianos en estas bacterias están indicadas en pacientes con enfermedad grave, que requieren tratamientos prolongados, que no responden al tratamiento empírico, en especies generalmente asociadas a resistencias y como vigilancia de los patrones de resistencia de la comunidad y hospitalaria.

La dilución en agar es el método de referencia del NCCLS, pero para las pruebas habituales en los laboratorios clínicos los paneles comerciales de microdilución en caldo (Sensititre o ATB ANA) y el E-test® son unas buenas opciones, presentando además, una buena correlación con dicho método de referencia. Con el E-test®, el metronidazol puede dar falsas resistencias, problema que parece eliminarse si la placa es pre-reducida en atmósfera anaerobia durante 18-24 h antes de la prueba. Por el contrario, la clindamicina puede dar falsos sensibles, recomendándose para este antibiótico un periodo de incubación de 48 h que permita detectar la expresión retrasada de la resistencia inducible.

MATERIAL

♥ Asa bacteriológica

♥ Mechero

♥ Tubos con caldo glucosado con sello

♥ Tubos con caldo lactosado con sello

♥Tubos con gelatina bacteriológica con sello

♥ Tubos con leche con sello

♥ Tubos con medio SIM con sello

♥Cultivo Clostridium sesión anterior
PROCEDIMIENTO

1.- Colocar los tubos de caldo glucosado, lactosado y leche en agua hirviendo, para extraerles el aire previamente al desarrollo de la práctica.

2.- Debe enfriar sin mover para evitar aireación

3.- Sembrar cuidadosamente con el cultivo obtenido en la sesión anterior

4.- Sembrar el tubo de gelatina por picadura e incubar a temperatura ambiente.

5.- Incubar los tubos de caldo glucosado, lactosado y leche así como el medio de SIM a 37º C durante 48 hrs y comparar con la siguiente tabla de pruebas bioquímicas e interpretar resultados.
	Especie
	Glucosa
	Maltosa
	Lactosa
	Salicilina
	H2S
	L de Gelatina
	Indol
	Leche

	C. Chavovel
	+
	+
	+
	­
	+
	+
	­
	Acidificada

	C. septicum
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	­
	Acidificada

	C. novyi
	+
	+
	+
	­
	+
	­
	­
	Digerida

	C. perfringens
	+
	+
	+
	­
	+
	+
	­
	

	C. Perfringens
	+
	+
	+
	­
	+
	+
	­
	Muy fermentada

	C. hemolyticum
	+
	­
	­
	­
	+
	+
	+
	Acidificada

	C. tetani
	­
	­
	­
	­
	+/­
	­
	­
	Sin cambio

	C. botulinum
	+
	+
	­
	­
	+
	+
	­
	Acidificada

	C. hystoliticum
	­
	­
	­
	­
	+/­
	+
	­
	Digerida


RESULTADOS


La siembra realizada la clase anterior a la práctica de identificación fue ciertamente infructuosa, es decir, no hubo crecimiento colonial sugestivo de clostridium por lo que se nos sugirió realizar las pruebas bioquímicas con una colonia producto de la contaminación para la cual solo fue positiva la prueba de glucosa y todas las demás pruebas negativas por lo cual podemos estar seguros que no era ninguna especie de clostridium.

CONCLUSIONES

El género clostridium representa un grupo de bacterias con gran importancia clínica pues las enfermedades causadas por estas bacterias son de muy variadas formas y pueden conducir a la muerte como es el caso de una infección por C. perfringens o una intoxicación por toxina botulínica o incluso el mismo tétanos, en caso de sospecha de cualquiera de estas enfermedades se debe actuar ante las sospecha y brindar el tratamiento adecuado, la identificación de la especie involucrada en la patología así como el antibiograma respaldan el tratamiento.
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