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RESUMEN

Palabras clave: . . . . X X X
HACEK Las bacterias del grupo HACEK (Haemophilus, Aggregatibacter, Cardiobacterium, Eikenella, Kingella), Pasteure-
Haemophilus lla y Capnocytophaga son las bacterias gramnegativas de crecimiento lento que con mayor frecuencia cau-
Aggregatibacter san infecciones en el ser humano. Forman parte de la microbiota del tracto respiratorio superior y genitou-
Cardiobacterium rinario del ser humano y de animales, y pueden causar infecciones en cualquier localizacion, pero
Elffe”el’a fundamentalmente de piel y tejidos blandos, asi como bacteriemia y endocarditis. Su clasificacion taxoné-
g’”ge”a I mica es compleja y estd en constante revision. Son bacterias nutricionalmente exigentes, y para el desarro-

asteurella llo de colonias visibles requieren agar sangre y agar chocolate, una atmasfera aerobia, generalmente enri-
Capnocytophaga . . .. . e s .. . .
Bacteriemia quecida en CO, y una incubacién de 48 h. La identificacion fenotipica de especie es complicada y no

siempre es posible, ya que requiere mdltiples sustratos que normalmente no estan disponibles en los labo-
ratorios de rutina, ni en los sistemas automatizados. La aplicacion de las técnicas moleculares y proteémi-
cas ha permitido una mejor identificacion de estas bacterias. El tratamiento de estas infecciones se encuen-
tra con el problema de que los datos de sensibilidad a los agentes antimicrobianos son limitados; no
obstante, de los datos disponibles se conoce que amoxicilina-acido clavulanico, cefalosporinas de segunda
y tercera generaciones y fluoroquinolonas son generalmente activas frente a ellas.
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ABSTRACT

Keywords:

HACEK Bacteria from the HACEK group (Haemophilus, Aggregatibacter, Cardiobacterium, Eikenella, Kingella), Pasteu-
Haemophilus rella and Capnocytophaga are slow-growing gram-negative bacteria that most frequently cause infections in
Aggregatibacter humans. They are part of the microbiota of the upper respiratory and genitourinary tracts of humans and
Cardiobacterium animals, and can cause infections in any location, although mainly skin and soft tissue infections, as well as
Eikenella bacteraemia and endocarditis. Taxonomic classification is complex and under constant review. These are
Kingella nutritionally demanding bacteria that require blood and chocolate agar, an aerobic atmosphere, generally
Pasteurella CO,-enriched, and 48 h incubation for the development of visible colonies. Phenotypic identification at the
Capnocytophaga

species level is complicated and not always possible because it requires multiple substrates that are not
normally available in routine laboratories or in automated systems. Application of molecular and proteom-
ic techniques has enabled better identification of these bacteria. Treatment of related infections is hindered
by a lack of data on susceptibility to antimicrobial agents. However, evidence suggests that amoxicil-
lin-clavulanic acid, second- and third-generation cephalosporins and fluoroquinolones are generally active
against these bacteria.
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Introduccién

Las bacterias denominadas de crecimiento lento, una de las tra-
ducciones del término fastidious, son aquellas que requieren, para un
crecimiento 6ptimo, medios de cultivo suplementados como el agar
sangre o el agar chocolate y generalmente una atmésfera aerobia en-
riquecida en CO,,y aiin en estas condiciones necesitan al menos 48 h
para dar lugar a colonias visibles'. La mayor parte de las revisiones
sobre las bacterias gramnegativas de crecimiento lento incluyen las
que forman parte de la microbiota del tracto respiratorio superior y
genitourinario del ser humano y de animales, y que en el ser humano
pueden dar lugar a infecciones en cualquier localizacién, pero funda-
mentalmente infecciones de piel y tejidos blandos, bacteriemia y
endocarditis. Incluyen un gran nimero de géneros, entre ellos los
incluidos en el denominado grupo HACEK (Haemophilus, Aggregati-
bacter, Cardiobacterium, Eikenella, Kingella), Pasteurella y Capno-
cytophaga, pero también otros géneros como Actinobacillus, Chromo-
bacterium, Dysgomonas, Simonsiella, Streptobacillus y Suttonella. En
estas revisiones se cumple el aforismo de que “ni son todas las que
estan, ni estan todas los que son”. No son todas las que estan porque
algunas de ellas como Haemophilus parainfluenzae y algunas especies
de Pasteurella dan lugar a colonias visibles en 24 h; tampoco estan
todas las que son, porque siendo estrictos en la definicién también se
podrian incluir géneros como Helicobacter, Brucella y Bartonella. Por
todo ello, dado el elevado nimero de géneros, y ain cumpliéndose el
aforismo, en esta revisién se han incluido las bacterias del grupo HA-
CEK, Capnocytophaga y Pasteurella.

Situacion taxonomica

El grupo HACEK es un acrénimo que inicialmente incluia a los
géneros Haemophilus (fundamentalmente las especies H. parain-
fluenzae, Haemophilus aphrophilus, Haemophilus paraphrophilus y
Haemophilus segnis), Actinobacillus, Cardiobacterium, Eikenella y Kin-
gella, pero una revision taxonémica del afio 2006 cre6 el género Ag-
gregatibacter, que incluia Aggregatibacter aphrophilus, Aggregatibacter
paraphrophilus y Aggregatibacter segnis (las 3 especies antes incluidas
en el género Haemophilus) y Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(anteriormente incluida en el género Actinobacillus), por lo que el
grupo HACEK actualmente incluye a los géneros Haemophilus (espe-
cies distintas de H. influenzae, fundamentalmente H. parainfluenzae y
Haemophilus parahaemolyticus), Aggregatibacter, Cardiobacterium,
Eikenella y Kingella.

Ademas de Aggregatibacter, la familia Pasteurellacea incorpora
los géneros Haemophilus y Pasteurella®. El género Haemophilus ade-
mas de H. influenzae incluye las especies H. parainfluenzae, Haemo-
philus parahaemolyticus, Haemophilus haemolyticus, Haemophilus
paraphrohaemolyticus, Haemophilus aegyptius, Haemophilus pittma-
niae, Haemophilus ducreyi y Haemophilus sputorum. El género Aggre-
gatibacter esta formado por las especies ya citadas A. actinomycete-
mcomitans, A. aphrophilus y A. segnis. La estructura taxonémica del
género Pasteurella es compleja. Actualmente, y basado en técnicas
de secuenciacién de distintos genes, el género Pasteurella sensu
stricto incluye Pasteurella multocida subespecies multocida, gallicida
y septica, Pasteurella canis, Pasteurella dagmatis y Pasteurella stoma-
tis. El resto de especies han sido designadas como especies incertae
sedis pendientes de asignacién a géneros nuevos o preexistentes.
Estas otras incluyen Pasteurella aerogenes, Pasteurella pneumotropi-
ca, Pasteurella gallinarum, Pasteurella betti, Pasteurella caballi, Pas-
teurella anatis, Pasteurella mairii, Pasteurella testudinis, Pasteurella
skyensis, Pasteurella langaaensis, Pasteurella lyphangitidis, Pasteurella
trehalosis, Pasteurella avium y Pasteurella volantium?®.

Eikenella y Kingella estan incluidas en la familia Neisseriaceae, en
la subclase B de Proteobacteria. El género Eikenella posee una sola
especie, Eikenella corrodens. El género Kingella comprende 4 espe-
cies Kingella kingae, Kingella denitrificans, Kingella oralis y Kingella

potus, de las que las 2 primeras son las que mas frecuentemente cau-
san patologia en el ser humano®.

Cardiobacterium se incluye en la familia Cardiobacteriaceae e in-
cluye 2 especies principales, Cardiobacterium hominis’ y Cardiobacte-
rium valvarums.

El género Capnocytophaga perteneciente a la familia Flavobacte-
riaceae incluye 8 especies. Seis especies forman parte de la micro-
biota oral humana, Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga gra-
nulosa, Capnocytophaga haemolytica, Capnocytophaga leadbetteri,
Capnocytophaga ochracea y Capnocytophaga sputigena y 2 son pat6-
genos zoondticos que se encuentran en la cavidad oral de perros y
gatos, Capnocytophaga canimorsus y Capnocytophaga cynodegmi®'.

Manifestaciones clinicas

Estos microorganismos se han implicado en numerosas infeccio-
nes, entre las que destacan la endocarditis y la bacteriemia (tabla 1).
A continuacién se detalla la implicacién clinica de cada una de las
especies incluidas en esta revision.

Haemophilus spp. (excepto Haemophilus influenzae)

H. parainfluenzae, H. haemolyticus, H. parahaemolyticus, H. para-
phrophaemolyticus y H. pittmaniae forman parte del microbioma res-
piratorio y son causa relativamente infrecuente de infeccién en hu-
manos’.

Se han descrito casos de endocarditis sobre valvulas cardiacas na-
tivas y protésicas, asi como infecciones asociadas a marcapasos y
desfibriladores implantables por H. parainfluenzae'2. H. parainfluen-
zae también se ha implicado en casos de bronquitis, sinusitis, otitis
media, abscesos cerebrales, reagudizaciones de pacientes con EPOC
(enfermedad pulmonar obstructiva crénica), neumonias, abscesos
cerebrales, infecciones de piel y partes blandas e infecciones osteoar-
ticulares®™ . H. parainfluenzae puede también formar parte de la mi-
crobiota del tracto genital y se han descrito casos de corioamnionitis
y sepsis neonatal precoz'. H. parainfluenzae puede ser causa de in-
fecciones de la via biliar, de hecho, se han descrito casos de infeccio-
nes secundarias a procedimientos endoscépicos' . El resto de espe-
cies son raramente causa de infeccién en humanos (tabla 1).

Aggregatibacter spp.

A. aphrophilus forma parte de la microbiota orofaringea y puede
causar bacteriemia y endocarditis sobre valvula protésica o nativa'®2,
Ademas, se han descrito casos de infecciones de cabeza y cuello (sinu-
sitis, otitis media, epiglotitis, abscesos cerebrales, ventriculitis o0 me-
ningitis) por A. aphrophilus®2. También se han descrito infecciones de
caracter habitualmente hematégeno en otras localizaciones (osteo-
mielitis, espondilodiscitis o infecciones intraabdominales)?*-26,

A. actinomycetemcomitans forma parte también de la microbiota
de la cavidad oral. El serotipo b se asocia con mayor frecuencia con la
enfermedad periodontal grave?. Este microorganismo produce una
potente leucotoxina y otros factores de virulencia que contribuyen a
su papel como patégeno periodontal. La mayor parte de cepas son
sensibles a tetraciclinas, sin embargo, se han descrito cepas portado-
ras de plasmidos de resistencia tetB**%. A. actinomycetemcomitans
también se ha asociado con endocarditis, bacteriemia e infecciones
de herida quirtrgica®. La endocarditis por este microorganismo sue-
le ocurrir en pacientes con una valvulopatia previa (estenosis adrtica,
valvula aértica bicaspide, defectos de cierre auriculoventriculares,
fiebre reumatica)?**-2, aunque también se han descrito casos de endo-
carditis sobre valvulas protésicas. El curso clinico de la endocarditis
suele ser crénico e indolente, aunque puede complicarse incluso con
la muerte®. Se han descrito infecciones por contigiiidad desde la ca-
vidad oral como abscesos cerebrales, infecciones pleuropulmonares,
abscesos subfrénicos, osteomielitis mandibular y linfadenitis cervi-
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Principales infecciones producidas por las bacterias del grupo HACEK, Pasteurella y Capnocytophaga

Microorganismo

Infeccién

Haemophilus parainfluenzae

Haemophilus parahaemolyticus
Haemophilus pittmaniae
Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Aggregatibacter aphrophilus

Aggregatibacter segnis
Cardiobacterium hominis
Cardiobacterium valvarum

Eikenella corrodens

Kingella kingae

Kingella denitrificans
Kingella oralis
Kingella potus

Capnocytophaga spp. (origen humano)

Capnocytophaga canimorsus

Pasteurella multocida

Pasteurella dagmatis

Pasteurella gallinarum

Infecciones del tracto respiratorio; epiglotitis; neumonia; reagudizaciones de EPOC; bacteriemia; endocarditis; sinusitis;
meningitis; absceso cerebral; infecciones del tracto urinario en nifios; peritonitis; artritis; osteomielitis

Bacteriemia; neumonia; absceso cerebral
Infeccién respiratoria
Endocarditis; endoftalmitis; infeccion de herida quirdrgica; periodontitis; osteomielitis; absceso epidural

Meningitis; absceso epidural; linfadenitis; infeccion osteoarticular; espondilodiscitis; bacteriemia; endocarditis; endoftalmitis;
canaliculitis; apendicitis; absceso hepatico; empiema

Endocarditis

Endocarditis; bacteriemia; artritis; infeccion neonatal

Endocarditis

Infecciones de piel y partes blandas (en UDVP); infecciones tras mordedura; canaliculitis; conjuntivitis; queratitis; endoftalmitis;
tromboflebitis supurada; endocarditis; neumonia; empiema; abscesos pulmonares; infecciones intraabdominales y pélvicas;
bacteriemia; sepsis neonatal; osteomielitis; artritis; abscesos vulvares; corioamnionitis; discitis; absceso epidural; aneurismas

micéticos; periodontitis; infeccién urinaria; absceso cerebral; meningitis crénica; absceso hepatico

Artritis; bacteriemia; osteomielitis; espondilodiscitis; bursitis; tenosinovitis; endocarditis; neumonia; celulitis; queratitis;
meningitis; peritonitis; infeccién urinaria

Endocarditis; bacteriemia; vaginitis; corioamnionitis; empiema pleural; absceso retrofaringeo; tlcera corneal
Gingivoestomatitis

Infecci6n tras mordedura

Bacteriemia; endocarditis; queratitis, conjuntivitis, endoftalmitis y tlceras corneales; sinusitis; abscesos pericardicos,
pulmonares y subfrénicos; artritis séptica y osteomielitis; abscesos cerebrales, intracraneales y vertebrales; abscesos
abdominales; infecciones perinatales, corioamnionitis y partos prematuros

Infeccién de heridas secundarias a mordeduras de animales; bacteriemia; meningitis; absceso cerebral; endocarditis; peritonitis;
colecistitis; neumonia; artritis; osteomielitis; discitis; abscesos; infecciones asociadas a injertos endovasculares; infecciones

oculares

Infeccién de piel y partes blandas (especialmente tras mordedura de perros o gatos); endocarditis; meningitis; infecciones
respiratorias; infeccion de injertos vasculares

Endocarditis; bacteriemia; osteomielitis vertebral; espondilodiscitis; infecciones respiratorias; infeccién de piel y partes blandas

Meningitis; endocarditis; bacteriemia

EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; UDVP: usuarios de drogas por via parenteral.

cal®**, La diseminacién hematégena desde cualquiera de estos focos
puede resultar en abscesos epidurales, abscesos intraabdominales,
espondilodiscitis, artritis séptica o endoftalmitis3®-33,

A. segnis ocasiona muy raramente infecciones en humanos, ha-
biéndose descrito casos de enfermedad periodontal, bacteriemia,
endocarditis o infecciones intraabdominales3-4'.

Cardiobacterium spp.

Este microorganismo forma parte de la microbiota habitual del
tracto respiratorio, pero debido a su crecimiento lento en medios de
cultivo, raramente se aisla de muestras respiratorias. C. hominis es un
microorganismo poco virulento, que se ha implicado casi exclusiva-
mente en casos de endocarditis**#4. También se han descrito casos de
endocarditis sobre cables de marcapasos***. La endocarditis por este
microorganismo suele tener un curso insidioso con sintomas poco
floridos, por lo que el diagndstico suele ser tardio, lo que complica el
prondstico. Casi todos los pacientes tienen el antecedente de una
boca séptica o han sufrido algiin tipo de procedimiento odontolégi-
co. C. hominis tiende a formar vegetaciones grandes y friables, de
manera que la complicacién mas grave son las embolias sépticas, los
aneurismas micoéticos y la insuficiencia cardiaca congestiva. El diag-

noéstico suele confirmarse por aislamiento del microorganismo en
sangre. Es muy raro aislar este microorganismo de una muestra dife-
rente a la sangre, aunque se ha descrito un caso de osteomielitis ver-
tebral“® y otro de peritonitis asociada a didlisis peritoneal?’.

C. valvarum se ha implicado en casos de endocarditis sobre valvu-
las nativas (sobre todo valvulas aérticas bictspides) y mecanicas®*.
La endocarditis por C. valvarum suele originar vegetaciones grandes
y una gran destruccién valvular-,

Eikenella corrodens

E. corrodens forma parte de la microbiota normal de la orofaringe
y del tracto respiratorio superior. Puede ocasionar patologia perio-
dontal en forma de abscesos periapicales o infecciones del canal ner-
vioso®2, También se ha implicado en infecciones de cabeza y cuello
incluyendo infecciones oculares (celulitis orbitaria, tlceras cornea-
les, endoftalmitis, abscesos lacrimales), mastoiditis y abscesos sub-
mandibulares y tiroideos®. E. corrodens también se ha implicado en
infecciones pleuropulmonares (incluyendo abscesos pulmonares,
neumonias y empiemas) en inmunodeprimidos, en pacientes con
enfermedades pulmonares de base y en los pacientes que sufren as-
piraciones®.
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A partir de focos periodontales u otorrinolaringolégicos, E. corro-
dens puede alcanzar el sistema nervioso central ocasionando menin-
gitis, abscesos cerebrales, empiemas subdurales o abscesos paraespi-
nales®®. La endocarditis por este microorganismo es excepcional y
ocurre fundamentalmente en inmunocomprometidos, en usuarios
de drogas por via parenteral o en pacientes con patologia valvular
previa®s, E. corrodens puede ocasionar abscesos subcutaneos, celuli-
tis, osteomielitis, artritis séptica y bacteriemia en usuarios de drogas
por via parenteral®”. E. corrodens puede sobrevivir en el tracto gas-
trointestinal y se ha aislado en pacientes con peritonitis, abscesos
hepaticos, esplénicos y pancreaticos®. E. corrodens también puede
producir infecciones ginecolégicas como corioamnionitis, endome-
tritis y cervicitis asociadas con dispositivos intrauterinos*.

Kingella spp.

Kingella spp. forma parte de la microbiota habitual del tracto res-
piratorio y genitourinario, especialmente en nifios de entre 6 meses
y 4 afios, pudiéndose diseminar en esta poblacién por via respirato-
ria®-62, Kingella spp. ha sido clasicamente una causa infrecuente de
endocarditis, sin embargo, en los Gltimos afios, K. kingae ha emergido
como un patégeno relevante en pacientes pediatricos en los que se
ha descrito como agente causal de bacteriemias primarias e infeccio-
nes osteoarticulares®®4, La puerta de entrada de estas bacteriemias
es probablemente la mucosa orofaringea. Las infecciones osteoarti-
culares son la manifestacién clinica mas frecuente en nifios$>%. Se
han descrito artritis sépticas, osteomielitis, discitis y tenosinovitis.
Tras la introduccién de la vacuna frente a H. influenzae, Kingella spp.
ha sustituido a este microorganismo como el bacilo gramnegativo
que causa mas frecuentemente infecciones osteoarticulares en me-
nores de 3 afios?. La artritis séptica por Kingella spp. suele ser mo-
noarticular, fundamentalmente afecta a la rodilla, la cadera o al tobi-
110%. La osteomielitis por Kingella spp. suele afectar a huesos largos
como el fémur, la tibia o el radio. Aunque mas infrecuentemente,
Kingella spp. también se ha implicado en infecciones osteoarticulares
en adultos®. De manera mucho mads infrecuente, Kingella spp. puede
ocasionar bacteriemia y endocarditis®®’°. La endocarditis ocurre ha-
bitualmente en adultos con enfermedad cardiaca predisponente o
con valvulas cardiacas protésicas. Se han descrito complicaciones
como abscesos paravalvulares, abscesos pericardicos, fendmenos
embdlicos, aneurismas micéticos, infartos pulmonares, shock séptico
e insuficiencia cardiaca congestiva’’2. La bacteriemia por Kingella
spp. sin endocarditis se ha descrito en pacientes inmunocompeten-
tes tras manipulaciones dentales o en pacientes sometidos a radio o
quimioterapia. Kingella spp. también puede causar infecciones del
tracto urinario”. Otras especies como K. denitrificans, K. oralis y K. po-
tus ocasionan patologia humana de manera mas infrecuente, y se
han descrito casos de corioamnionitis, empiema, queratitis e infec-
ciones de piel y partes blandas’7.

Capnocytophaga de origen humano

C. gingivalis, C. granulosa, C. haemolytica, C. leadbetteri, C. ochracea
y C. sputigena forman parte de la microbiota de la cavidad oral huma-
na. Muchos de los procesos clinicos atribuidos a este género tienen
su origen en la cavidad oral, sin embargo, también se han aislado
especies de Capnocytophaga en el tracto genital femenino, que se han
visto implicadas en infecciones intrauterinas, amnionitis e infeccio-
nes perinatales en nifios prematuros®.

C. ochracea, C. sputigena y C. gingivalis actGan como patégenos
oportunistas en pacientes inmunodeprimidos, produciendo bacte-
riemias que pueden resultar fatales®. La posibilidad de una sepsis
por Capnocytophaga se debe considerar siempre en la evaluaciéon de
un paciente leucémico que, en el curso de una neutropenia®', presen-
te un cuadro febril, especialmente si en el mismo hay mucositis o
ulceraciones orales. En una revisién de pacientes con este tipo de

bacteriemias®?, la mayoria padecia una leucemia mieloide aguda® o
una leucemia linfoide aguda®4, siendo menos frecuentes los casos
asociados a tumores solidos u otros procesos como mieloma multi-
ple®>, lupus eritematoso sistémico en tratamiento con ciclofosfami-
da®®, trasplante de médula®”’®, artritis reumatoide con tratamiento
biolégico®, etc.

En contraste, en los pacientes inmunocompetentes, los cuadros
infecciosos atribuidos a estas especies son menos frecuentes y las
formas clinicas de presentacion tienen, por lo general, otras localiza-
ciones que incluyen queratitis®®, endoftalmitis®, tlceras corneales,
conjuntivitis®?, empiema®, abscesos pericardicos®, mediastinitis,
abscesos pulmonares y subfrénicos®, endocarditis®-%, sinusitis®, ce-
lulitis facial®, artritis séptica y osteomielitis’®°", abscesos vertebra-
les'®?, abscesos cerebrales'®®, abscesos intracraneales'*, abscesos ab-
dominales, infecciones de heridas®. También se han descrito
infecciones perinatales, corioamnionitis y partos prematuros'>1% y
sepsis neonatal'?7-1°,

En nifios, al igual que en los adultos, la sepsis no asociada a una
inmunodeficiencia es rara, pero se han descrito aislamientos de Cap-
nocytophaga a partir de abscesos cerebrales', conjuntivitis">'"® y
artritis séptica', entre otras infecciones.

Capnocytophaga de origen animal

C. canimorsus puede formar parte de la microbiota orofaringea de
gatos y perros y puede causar infecciones graves en el ser humano.
Se han descrito mas de 100 casos de infeccién por este microorganis-
mo'> 7, La mayor parte de estas infecciones han afectado a pacientes
adultos. E1 80% de estos tenia algtn tipo de enfermedad de base pre-
disponente (asplenia, enfermedad de Hodgkin, ptrpura trombocito-
pénica idiopatica, alcoholismo, tratamiento corticoideo o enferme-
dad pulmonar crénica), siendo la asplenia la patologia subyacente
mas frecuente. El tipo de infeccién mads frecuente es la infeccién de
piel y partes blandas secundaria a mordeduras o arafiazos de anima-
les (sobre todo perros y gatos). En ocasiones se puede asociar a fra-
caso multiorganico, fiebre, trombopenia, hipotensién y fracaso renal.
De manera secundaria se han descrito cuadros de meningitis"® y en-
docarditis". En el 50% de los pacientes con bacteriemia o endocardi-
tis aparecen lesiones cutineas tipo petequias, exantema maculopa-
pular, formacién de escaras o eritemas dolorosos que pueden
evolucionar a necrosis cutaneas. También se ha implicado con bacte-
riemia en pacientes neutropénicos y cirréticos, e incluso en cuadros
de coagulacién intravascular diseminada en pacientes esplenectomi-
zados. Otras manifestaciones clinicas descritas son meningitis, abs-
ceso cerebral, endocarditis, peritonitis, colecistitis, neumonia, artri-
tis, osteomielitis, discitis y abscesos, ademas de infecciones asociadas
a injertos endovasculares e infecciones oculares. La mortalidad glo-
bal asociada a infecciones por este microorganismo se acerca al 25%.

Pasteurella spp.

Pasteurella spp. puede formar parte de la microbiota habitual de
la nasofaringe y del tracto gastrointestinal de animales domésticos
(perros y gatos) y salvajes. Es muy raro encontrar este microorga-
nismo formando parte de la microbiota del tracto respiratorio del
ser humano. P. multocida es una causa frecuente de infeccién de piel
y partes blandas después de una mordedura de perro o gato. Este
tipo de infecciones son agudas y progresan rapidamente ocasionan-
do incluso cuadros de bacteriemia. Se han descrito una treintena de
casos de endocarditis por Pasteurella spp.?*'?2, En mas del 40% de
los casos descritos se habia registrado el antecedente de contacto
cercano con un perro o gato. La mortalidad de la endocarditis por
Pasteurella spp. se aproxima al 30%, y en la mayoria de los casos esta
ocasionada por un retraso en el diagndstico. Otras especies como
P. dagmatis o P. gallinarum pueden ocasionar también endocardi-
tis'! (tabla 1).
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Morfologia microscopica

La caracteristica mas frecuente en todas las especies es el pleo-
morfismo. H. parainfluenzae aparece en la tincién de Gram como ba-
cilos pequefios o en formas filamentosas, en cambio H. parahaemo-
Iyticus como bacilos de tamafio corto o medio. Las bacterias incluidas
en el género Aggregatibacter se presentan como bacilos gramnegati-
vos, aunque ocasionalmente exhiben formas cocoides y filamento-
sas. En el caso de Cardiobacterium, C. hominis aparece como bacilos
rectos o en formas filamentosas, que se disponen en cadenas cortas,
parejas o rosetas. Exhibe una tinciéon de Gram irregular, y algunas
partes de la bacteria pueden teflirse como grampositivo, mientras
que C. valvarum es un bacilo gramnegativo corto o pleomérfico, que
se decolora facilmente. E. corrodens es un bacilo o cocobacilo gram-
negativo pequefio, recto, delgado y con los extremos redondeados
(fig. 1A). Kingella spp. se presenta en parejas o cadenas cortas (4 a 8)
de bacilos o cocobacilos gramnegativos rechonchos con los extremos
cuadrados. Tienden a resistir a la decoloracién y presentan una colo-
racién desigual en la tincion de Gram, pudiendo aparecer algunas
zonas de la bacteria como grampositivas®. Capnocytophaga spp. son
bacilos gramnegativos fusiformes, largos, rectos o ligeramente curva-
dos (fig. 1B). En los cultivos viejos, dan lugar a pleomorfismo con
células grandes en forma de cocos. Pasteurella spp. son bacilos o co-
cos gramnegativos pequefios, aislados, en parejas o cadenas cortas.
Con frecuencia presentan tincion bipolar. Las especies relacionadas
tienen forma mas bacilar.

Cultivo

Para el cultivo de este grupo de bacterias se requiere agar sangre
y agar chocolate y, ademas, en el caso de muestras potencialmente
contaminadas con microbiota normal, un medio selectivo. Para la re-
cuperacién de las bacterias del grupo HACEK de muestras de sangre
es suficiente la incubacién de 5 dias en los sistemas de hemocultivos
automatizados®.

Las especies de Haemophilus crecen en agar chocolate u otros me-
dios de cultivo que contienen hemina (factor X) y NAD (factor V) dan-
do lugar a colonias lisas, planas o convexas, a veces ligeramente ama-
rillentas. Todas las especies de Haemophilus, a excepcion de H.
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ducreyi, requieren factor V, pero solo H. influenzae, H. haemolyticus, H.
aegyptius y H. ducreyi requieren factor X. La sangre de cordero con-
tiene factor X y factor V, pero el factor V no esta disponible por su
localizacion intracelular y por la presencia en la sangre de enzimas
NAD-glucohidrolasa que hidroliza el NAD. También se puede utilizar
el medio enriquecido de Levinthal'®. El agar sangre de caballo y de
conejo se utiliza para la deteccién de hemdlisis en las especies hemo-
liticas y que no son capaces de crecer en agar sangre de cordero. Para
el aislamiento a partir de muestras contaminadas se puede utilizar
agar chocolate con bacitracina o agar sangre suplementado con fac-
tores X'y V con bacitracina, este altimo medio permite identificar las
especies hemoliticas. Otros medios selectivos adicionan al agar cho-
colate bacitracina, clindamicina y/o vancomicina'>. Haemophilus
spp. es capaz de crecer en agar sangre alrededor de las colonias de S.
aureus y otras bacterias dando lugar al fenémeno de satelitismo. H.
parainfluenzae da lugar a morfologias coloniales muy variadas que
pueden cambiar con la edad. Generalmente son planas, lisas y tras-
lucidas.

Aggregatibacter spp. requiere medios enriquecidos, pero no nece-
sariamente hemina para crecer, y el crecimiento es mejorado con una
atmosfera enriquecida al 5-10% de CO,. Algunas cepas de A. aphro-
philus y A. segnis requieren factor V, pero ninguna requiere factor X.
A. aphrophilus después de 48-72 h de incubacién en agar chocolate
da lugar a colonias pequefias de 0,5-1 mm de didmetro, convexas,
opacas, granulares y con una débil pigmentacién amarilla. En ausen-
cia de CO, aparece pleomorfismo dando lugar a colonias grandes y
pequeiias. Las colonias en agar chocolate de A. segnis son lisas o gra-
nulares, convexas, blanco grisaceas y opacas, su tamafio a las 48 h es
de aproximadamente 0,5 mm*. A. actinomycetemcomitans, tras 48-72
h de incubacién, da lugar en agar chocolate y agar sangre a colonias
pequenias, lisas, trasltcidas, no hemoliticas y de bordes ligeramente
irregulares. Tras 5-7 dias de incubacién, las colonias pueden desarro-
llar un centro denso que parece una estrella de 5 o 6 puntas y que
pican el agar. Se adhieren al agar y son dificiles de suspender. Para el
aislamiento a partir de muestras contaminadas se han empleado me-
dios selectivos con bacitracina y vancomicina'®.

Cardiobacterium spp. es una bacteria anaerobia facultativa y re-
quiere del 5-10% de CO, y una humedad incrementada para su desa-
rrollo en agar sangre. Su temperatura 6ptima de crecimiento es 30-

Figura 1. Morfologia microscépica en la tincién de Gram de Eikenella corrodens (A) y Capnocytophaga gingivalis (B). (x1.000).



34 J. Leiva y J. L. del Pozo / Enferm Infecc Microbiol Clin. 2017;35(Supl 3):29-43

35 °C. Las colonias en agar sangre o agar chocolate tras 48-72 h de
incubacién son muy pequefias (1 mm), lisas, brillantes y opacas.
C. hominis requiere una incubacién de 2 dias para la aparicion de
colonias visibles mientras que C. valvarum requiere 3 dias* y algunas
cepas de ambas especies pueden presentar picadura en el agar, sien-
do mas frecuente en agar chocolate que en agar sangre. Se aislan
principalmente de hemocultivos, donde crecen lentamente. La tin-
cion de Gram de los frascos positivos puede no revelar microorganis-
mos, pero el proceso de centrifugacién diferencial (primero a bajas
revoluciones para retirar las células sanguineas y después a altas re-
voluciones para recoger las bacterias) permite la visualizacion de la
bacteria en la tincion de Gram del sedimento'2°,

Las cepas E. corrodens generalmente requieren hemina para cre-
cer cuando la atmésfera de incubacién no posee un 5-10% de CO,'?".
Son anaerobias facultativas y capnéfilas. Su temperatura 6ptima de
crecimiento es de 35-37 °C. En agar sangre y agar chocolate dan
lugar a pequefias colonias de 0,5-1 mm de didametro después de
48h de incubacién, que se pueden extender dando un crecimiento
plano. A veces pueden presentar una morfologia colonial distinta
en ambos medios (fig. 2A). E1 50% de los aislados pueden “picar” el
medio de cultivo (producir una depresién en el agar) durante el
crecimiento. Se pueden observar variantes “picadoras” y “no pica-
doras” en el mismo cultivo. Produce un pigmento amarillo palido y
la mayor parte de las cepas tienen olor a hipoclorito sédico (lejia).
Aunque no es hemolitica se puede observar un ligero color verdoso
alrededor de las colonias. Se ha usado un medio selectivo que con-
tiene clindamicina para su aislamiento de muestras que contienen
microbiota normal'?.

K. kingae es una bacteria anaerobia facultativa que crece en agar
sangre y agar chocolate. En agar sangre produce una débil betahemd-
lisis, que a veces solo se observa cuando se retira la colonia. K. kingae
y K. denitrificans pueden “picar” el agar después de un tiempo pro-
longado de incubacién, que también se observa mejor al retirar la
colonia™. También se desarrollan en agar de Thayer-Martin. El creci-
miento mejora en una atmoésfera enriquecida con un 5-10% de CO,,
pero solo una pequefia proporcion de cepas es estrictamente capno-
fila™°. Se han descrito variantes de colonias pequefias en portadores
nasofaringeos sanos y raramente en enfermedad invasiva, lo que su-
giere que estas variantes tienen la virulencia disminuida'.

El aislamiento de K. kingae de liquidos corporales y de material
purulento puede ser dificil, porque estas muestras pueden ser inhi-
bitorias. El uso de distintos medios de hemocultivos (Bactec, BacT/

Alert, Hémolin DUO, Isolator 1,5 Microbial Tube, medios de cultivo
preparados) han mejorado significativamente la tasa de deteccién™°.
Los subcultivos de los frascos de hemocultivos en agar sangre y cho-
colate crecen sin dificultad, lo que indica que los medios bacteriold-
gicos de rutina soportan el crecimiento de K. kingae. Esta observacién
confirma que el liquido sinovial tiene propiedades antibacterianas,
ejerciendo un efecto inhibitorio en K. kingae®?, y la inoculacién de
pequefios volimenes de exudado en un gran volumen de liquido
contenido en los frascos de hemocultivos diluye este efecto inhibito-
rio del exudado y mejora el crecimiento de K. kingae®°**. En 2 estu-
dios en los que se inoculé liquido sinovial de pacientes con infeccién
bacteriolégicamente documentada en frascos de hemocultivos, solo
se detect6 la mitad de los casos, independientemente del sistema
automatizado de hemocultivos utilizado®'*4. Lo que refleja que el
aislamiento de K. kingae en medios de cultivo es problematico, aun
en los frascos de hemocultivos, y que todavia no se conoce realmen-
te por qué los sistemas de hemocultivos y los cultivos en caldo son
mejores que los cultivos en medio s6lido'*. Los resultados mejoran
cuando se utilizan frascos de adultos en lugar de pediatricos y se
adiciona sangre a los cultivos'®, Para el aislamiento de cultivos mix-
tos, se recomiendan medios que contengan clindamicina o vancomi-
cina, asi como el medio de Thayer-Martin™>'7,

El aislamiento primario de Capnocytophaga spp. requiere 5-10% de
CO, y medios enriquecidos; la composicion de la base del agar sangre
influye en la capacidad de crecimiento™®. Para su deteccién en culti-
vos mixtos se han usado medios selectivos que contienen bacitraci-
na, polimixina B, vancomicina y trimetoprim'?®., Su desarrollo es in-
hibido por polianetol sulfonato sédico, anticoagulante utilizado en
los medios para hemocultivos'’. Las especies de Capnocytophaga
tienen crecimiento lento, las colonias se vuelven visibles después de
48 h de incubacion y desarrollan una morfologia caracteristica des-
pués de este periodo. Las colonias de las especies de origen humano
son amarillas, ocres o ligeramente rosadas y tienen proyecciones di-
gitiformes marginales (movilidad por deslizamiento), que aparecen
como una pelicula que rodea el area central de la colonia, con las
partes centrales con un aspecto moteado y hiimedo (fig. 2B). Las co-
lonias de origen canino son puntiformes después de 3-4 dias de in-
cubacién, tras unos dias mas se vuelven circulares, lisas y convexas.
Se desarrollan en agar sangre y chocolate, pero no en agar Mac-
Conkey. También se puede observar un buen crecimiento en agar de
Thayer-Martin. C. canimorsus se ha aislado mas frecuentemente de
sangre. Sin embargo, puede no ser detectado por los sistemas de he-

A

Figura 2. Morfologia en agar sangre y agar chocolate de Eikenella corrodens (A) y Capnocytophaga gingivalis (B) tras 48 h de incubacién a 35 °C en atmdsfera aerobia enriquecida

con 10% de CO,.
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mocultivos automatizados comdinmente utilizados; los clinicos de-
ben informar al laboratorio sobre la presencia de los factores de ries-
go para la infeccion por C. canimorsus para que se realicen subcultivos
ciegos en medios enriquecidos'*.

En contraste con algunas especies de Haemophilus, las especies de
Pasteurella son independientes de la hemina y el CO, y, por tanto,
crecen en medios sin sangre. Las colonias son 1-2 mm de didmetro
después de 24 h de crecimiento a 37 °C y son opacas y grisaceas. Las
cepas encapsuladas tienden a ser mucoides. Se puede observar un
ligero color verdoso por debajo de las colonias. Para el aislamiento de
Pasteurella a partir de muestras contaminadas se han obtenido bue-
nos resultados con medios selectivos que contienen clindamicina,
y/o amikacina™'.

Identificacion fenotipica

La identificacién fenotipica a nivel de especie es complicada y no
siempre es posible, ya que requiere a menudo multiples sustratos
que normalmente no estan disponibles en los laboratorios de ruti-
na'* ni en los sistemas automatizados'®. En la tabla 2 se incluye una
bateria de pruebas bioquimicas que junto con la morfologia micros-
copica y colonial nos orienta hacia una especie de este grupo, pero
que requiere su confirmacién por métodos moleculares o proteémi-
cos. Hay que tener en cuenta que los medios utilizados para las prue-
bas bioquimicas deben ser ricos en peptonas, requieren un fuerte
inéculo y, ademas, los medios utilizados normalmente para estudiar
la formacion de acido a partir de carbohidratos pueden dar lugar a
reacciones falsamente negativas'#*. El documento del Clinical and La-
boratory Standards Institute (CLSI) para identificacién rapida de bac-
terias y levadura® incluye 3 especies del grupo HACEK, C. hominis, E.
corrodens y K. kingae. Aconseja que las claves de identificacion del

documento solo se utilicen en caso de aislamiento de un sitio nor-
malmente estéril.

El género Haemophilus presenta una reaccién positiva en las prue-
bas de catalasa y oxidasa. Todas las especies, a excepcién de H. ducre-
yi, requieren factor V, lo que les diferencia de H. influenzae y H. hae-
molyticus, que ademads requieren el factor X. La produccién de
betahemolisis en agar sangre de caballo o conejo permite diferenciar
H. parahaemolyticus de H. parainfluenzae, que no la produce. Ambas
especies (a excepcion del biotipo V de H. parainfluenzae) son positi-
vas al menos a una de las siguientes pruebas, indol, ODC y ureasa's,

Aggregatibacter spp. tiene reacciones negativas para la produccién
de indol, ODC, ureasa. A. aphrophilus es catalasa y oxidasa negativas,
aunque algunas cepas pueden dar una débil reaccion de oxidasa. Pro-
duce acido de sacarosa y lactosa. Las cepas anteriormente incluidas en
H. paraphrophilus requieren factor V; estas cepas crecen bien en agar
chocolate, pero no en agar sangre. A. actinomycetemcomitans presenta
las pruebas de catalasa positiva, oxidasa negativa y no requiere ni fac-
tor V ni factor X. La reaccién positiva de la catalasa, su incapacidad de
producir acido de la lactosa, sacarosa y la prueba de ONPG negativa la
diferencia de A. aphrophilus. A. segnis requiere factor V, por lo que cre-
ce en agar chocolate, pero no en agar sangre. La prueba de la catalasa
es variable. Tiene una produccién retardada de acido a partir de la
glucosa y la sacarosa y no produce acido de la lactosa'e,

C. hominis y C. valvarum son especies oxidasa positiva, catalasa
negativa, ureasa negativa y que no reducen los nitratos ni hidrolizan
la esculina. C. hominis es indol positivo, aunque produce pequefias
cantidades de indol, mientras que las cepas de C. valvarum aisladas
de casos de endocarditis son fuertemente indol positivo, aunque las
cepas de la microbiota oral son indol negativo'’. Producen acido de
la glucosa. C. valvarum, a diferencia de C. hominis, no produce acido
dela maltosa y sacarosa. Un bacilo gramnegativo aislado de un sitio

Tabla 2
Principales caracteristicas fenotipicas de las especies del grupo HACEK, Capnocytophaga y Pasteurella que mas frecuentemente producen patologia en el ser humano
Oxidasa Catalasa Requerido Ureasa Reduccién  Indol ODC  Glucosa  Sacarosa  Maltosa Lactosa
factor V nitratos

Haemophilus parainfluenzae + + + % + v v + ¥ ¥ _
Haemophilus parahaemolyticus + + + + + - - + + + _
Aggregatibacter - + = v 4 - - 4 _ v _
actinomycetemcomitans

Aggregatibacter aphrophilus - - v = + = - + + + +
Aggregatibacter segnis - \ + = + - - + + + _
Cardiobacterium hominis + = = - - o _ + + v _
Cardiobacterium valvarum + = = - - v _ + _ _ _
Eikenella corrodens L - - - + = + = = - -
Kingella kingae + = - - _ _ _ + _ + _
Kingella denitrificans + - - = + = - + - _ _
Capnocytophaga ochracea - - = = - - - + + + +
Capnocytophaga sputigena - - = = - - _ + + + _
Capnocytophaga gingivalis - - = = v - - o = + v
Capnocytophaga canimorsus + + - - - = = + - + 4
Capnocytophaga cynodegmis + + = - v _ _ + + + +
Pasteurella multocida + + — _ + + + + + + _
Pasteurella dagmatis + + = + + + - + + + -

ODC: ornitina descarboxilasa; v: reaccion variable.
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estéril, catalasa negativa, oxidasa positiva, indol positivo, no hemoli-
tico y que no crece en agar MacConkey se debe considerar C. hominis.
La caracteristica tincion de Gram y la prueba de reduccién de nitratos
negativa confirman la identificaciéon,

E. corrodens es oxidasa positiva y, generalmente, catalasa negativa.
No requiere factor X ni factor V, aunque el factor X es necesario para
el crecimiento aerobio, lo que puede llevar a confundirla con Haemo-
philus spp. cuando se intenta identificar con discos de los factores X
y V, porque aparece crecimiento alrededor del factor X, pero no del
factor V. Las pruebas de ODC y reduccién de nitratos son positivas,
pero las de indol y ureasa son negativas. Es asacarolitica. Entre los
bacilos gramnegativos que no crecen en MacConkey, es la tinica bac-
teria catalasa negativa, oxidasa positiva e indol negativa que es ODC
positiva's,

K. kingae muestra una reaccién negativa en las pruebas de catala-
sa, ureasa e indol, mientras que la prueba de oxidasa es positiva. Su
betahemodlisis la diferencia de otros miembros de este grupo de bac-
terias. El aislamiento de una bacteria con las anteriores caracteristi-
cas en un cultivo de una muestra articular o de sangre debe ser iden-
tificado como K. kingae'®s. K. kingae produce acido de la glucosa y de
la maltosa, mientras que K. denitrificans solo lo produce de la glucosa,
ademads esta altima es capaz de crecer en agar de Thayer-Martin, lo
que puede llevar a confundirla con Neisseria gonorrhoeae, sobre todo
en muestras faringeas y genitourinarias™®’. Ademas, K. denitrificans, a
diferencia de otras especies, reduce los nitratos a nitritos. La prueba
de ODC es negativa.

Todas las especies de origen humano de Capnocytophaga son ca-
talasa y oxidasa negativas y producen acido a partir de la glucosa,
maltosa y sacarosa. Las pruebas de indol, ureasa y ODC son negati-
vas™, En cambio, las especies de origen canino se diferencian de las
especies humanas en las pruebas positivas de catalasa, oxidasa, ODC
y ONPG?®. Todas las especies producen perfiles de acidos grasos celu-
lares comunes que permiten la identificacion del género°.

Las principales caracteristicas fenotipicas que comparten los
miembros de Pasteurella sensu stricto son bacilos y cocobacilos gram-
negativos, anaerobios facultativos e inmoviles. Los aislados indol po-
sitivos exhiben un olor parecido a ratonera. Son oxidasa, catalasa y
fosfatasa alcalina positivas. Reducen los nitratos a nitritos y no hidro-
lizan la ONPG. Producen acido de la glucosa, fructosa, manosa y sa-
carosa. Estas especies se pueden diferenciar por las reacciones de
indol, ureasa, ODC y produccién de acido de los carbohidratos®.

Sistemas comerciales de identificacion fenotipica

Entre los sistemas comerciales que incluyen en su base de datos
bacterias del grupo HACEK, Capnocytophaga y Pasteurella, se encuen-
tran sistemas manuales como Remel RapID NH (Remel, Lenexa, Kan-
sas, EE. UU.), quadFERM+ kit (qF) (Analytab Products, Plainview, NY),
BBL CRYSTAL™ Identification Systems Neisseria/Haemophilus (Bec-
ton Dickinson Microbiology Systems, Cockeysville, Md.), API NH (bio-
Meérieux, La Balme-les-Grottes, Francia) y sistemas semi/automatiza-
dos como la tarjeta NH de VITEK2 (bioMérieux, Durham, NC), el
panel NID de Phoenix NID (BD) y el panel HNID de MicroScan (Beck-
man Coulter/American MicroScan, Sacramento, Calif.).

El sistema VITEK2 NH identifica la mayoria de las especies del
grupo HACEK y Capnocytophaga incluidas en su base de datos, asi, en
un estudio publicado, se identificaron correctamente el 64% de cepas
estudiadas, y con baja discriminacién un 14,7%. De 6 cepas de espe-
cies de Pasteurella spp. que no estan incluidas en la base de datos,
4 se identificaron mal y 2 no se identificaron®". En otro estudio mul-
ticéntrico que incluy6 95 aislamientos clinicos del grupo HACEK y 5
de Canopcytophaga, se identificaron correctamente el 98% de los ais-
lamientos'™? Valenza et al identificaron correctamente 36 de 42
(85,7%) aislamientos clinicos del grupo HACEK3,

El panel Haemophilus-Neisseria Identification (HNID) (Beckman
Coulter) es un sistema de microdilucién para la identificacién en 4 h

de Haemophilus y Neisseria spp., Branhamella (Moraxella) catarrhalis y
Gardnerella vaginalis. En una evaluacién de este panel, aislados de
E. corrodens, Kingella spp. y C. hominis (bacterias no incluidas en
la base de datos) produjeron patrones tnicos. Los autores sugieren la
modificacién de los criterios de interpretacion de determinadas
pruebas, la ampliacién de la base de datos para incluir otras especies
y la sugerencia de pruebas confirmatorias adicionales para mejorar
la precisién y la utilidad de este panel'.

Algunos sistemas (API 20NE y API NH) pueden identificar mal
C. valvarum'4,

Especies de Kingella pueden ser confundidas en los sistemas auto-
maticos con especies de Neisseria, pero pueden ser diferenciadas de
estas por la morfologia microscépica y colonial y por pruebas adicio-
nales como la prueba de la catalasa™. La identificacién de K. kingae
en los laboratorios clinicos también se puede realizar con un amplio
rango de sistemas comerciales®, tales como quadFERM+kit'>>, API NH,
tarjeta NH de VITEK2'31%6 y tarjeta NID de Phoenix (BD)"™. En una
comparacién entre el sistema BD PhoenixTM con Microscan
Walkaway (Beckman Coulter), el sistema BD PhoenixTM identificé
correctamente aislados de K. kingae que eran erréneamente identifi-
cados como Moraxella spp. por el sistema Microscan'’.

P. multocida se puede identificar mediante API 20E y API 20NE. En
una publicacién en la que se comparan ambos sistemas, API 20NE
identificé correctamente el 95% de los aislamientos, mientras que API
20E solo adscribia a esta especie el 60% de los aislamientos™®. La tarje-
ta GN de VITEK?2 identifica correctamente el 48,5% de 66 aislamientos
de distintas especies de Pasteurella, mientras que la utilizacién de
pruebas bioquimicas convencionales identificé el 94%%°. Debido a la
similitud fenotipica de algunos taxones de Pasteurella, la identificacion
en sistemas automatizados puede ser insatisfactoria'®-13,

Identificacién proteémica

Varios estudios han demostrado una buena identificacién de los
géneros Haemophilus, Aggregatibacter, Cardiobacterium, Eikenella y
Kingella (HACEK) por MALDI-TOF MS, asi, Couturier et al estudiaron
103 especies de microorganismos del grupo HACEK y lograron un
93% de identificacién del género y un 66% de identificacion de la
especie usando Microflex LT MALDI-TOF (Bruker Daltonics GmbH,
Alemania) con la base de datos MALDI Biotyper 2.0 (Bruker)'s4.
Powell et al en 2013%¢ evaluaron la capacidad de VITEK MALDI-TOF
MS (VITEK MS) (bioMérieux, Durham, NC) para identificar los
miembros de los géneros Haemophilus, Aggregatibacter, Eikenella y
Kingella comparado con Remel RapID NH test y VITEK2 NH, usando
como referencia la secuenciacion del ARNr 16S. Para ello utilizaron
140 aislados y la base de datos VITEK MS SARAMIS de uso solo de
investigacion (RUO) version 4.09. La identificacién se consideré de-
finitiva cuando la probabilidad proporcionada era superior al 70%.
De los aislados estudiados, en 121 (86%) se identificé la especie y en
135 (96%) el género. Las identificaciones incorrectas incluyeron 11
H. haemolyticus, que fueron erréneamente identificados como
H. influenzae, y 2 aislados de A. aphrophilus, que fueron identifica-
dos como A. segnis y H. parainfluenzae. Un estudio para evaluar la
capacidad de MALDI-TOF en la identificacién de bacterias y levadu-
ras's> analizé 51 aislamientos de bacterias del grupo HACEK y se
obtuvo que el 98% de las cepas aisladas, que representaban 4 espe-
cies, eran correctamente identificadas por MALDI-TOF MS. Los ais-
lamientos habian sido identificados previamente mediante VITEK II,
API y pruebas bioquimicas, y se utilizé la secuenciacion ARNr 16S
para los resultados discrepantes.

MALDI-TOF MS ha sido utilizado en la identificacién y caracteri-
zacion de diferentes miembros del género Haemophilus'®s, También
en la identificacion de aislados de A. actinomycetemcomitans'®. Du-
rante un estudio centrado en la diferenciacion entre H. parahaemo-
lyticus y H. paraphrohaemolyticus, un taxén distinto de una especie
no caracterizada de Haemophilus ha sido descrito y validado por
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secuenciaciéon del gen ARNr 16S como tnico. Esta Ginica especie,
ahora denominada H. sputorum, fue adicionalmente confirmada por
MALDI-TOF MS usando la versién 2.0 del software de BioTyper gra-
cias a la generacion de un espectro Gnico distinto del de las otras
especies bacterianas analizadas'®’.

Dos estudios han aplicado la técnica de MALDI-TOF utilizando la
base de datos MALDI bioTyper en la identificacién de C. canimorsus y
de C. cynodegmi. Uno de ellos, utilizando 94 aislamientos de C. cani-
morsus y 10 de C. cynodegmi identificados por secuenciacién de ARNr
16S, encontré un 17% de identificaciones correctas de especie C. cani-
morsus y un 100% de C. cynodegmi. Pero tras el establecimiento de
una base de datos de referencia casera, que incorpora 51 espectros de
C. canimorsus y 8 de C. cynodegmi, encontraron un 100% de identifi-
caciones correctas en ambas especies. Lo que refleja la importancia
de ir ampliando las bases de datos de MALDI-TOF'®, El otro estudio
se realiz6 sobre 6 aislamientos de C. canimorsusy 20 de C. cynodegmi,
también identificados mediante secuenciacién de ARNr 16S y proce-
dentes de sangre y heridas, y se compar6 con VITEK2. VITEK?2 identi-
fic6 correctamente 10/20 aislamientos como Capnocytophaga spp.,
mientras que MALDI-TOF identificé correctamente 6/6 C. canimorsus
y 13/14 C. cynodegmi'®. Varios casos clinicos publicados también han
presentado la capacidad de MALDI-TOF para identificar las especies
de Capnocytophaga de origen humano'>17°,

Un estudio ha valorado la eficacia de los métodos bioquimicos con-
vencionales, el sistema VITEK2 y las 2 plataformas MALDI-TOF, VITEK
MS y Bruker BioTyper MS para identificar Pasteurella spp. Se incluye-
ron 65 aislamientos (P. multocida [n = 41], P. canis [n = 17], P. dagmatis
[n = 2], P. stomatis [n = 4] y P. pneumotropica [n = 1]) procedentes de 64
muestras de heridas, 1 de sangre y una cepa de referencia de P. multo-
cida. Las pruebas bioquimicas convencionales identificaron el 94% de
ellas, VITEK2 el 48,5% y ambas plataformas de MALDI-TOF el 89%. Se
utiliz6 como método de referencia la secuenciacién de sodA'®. Un caso
publicado de meningitis por P. multocida ha presentado que MALDI-
TOF puede ser utilizado como una técnica para identificar la relacién
clonal entre aislamientos de animales y de hombres'”",

Deteccion mediante biologia molecular

Los sistemas automatizados pueden presentar dificultades en la
identificacion de estas especies?4315, A la vista de la similitud feno-
tipica de las especies y el nimero de sustratos requeridos, los méto-
dos proteémicos y los moleculares (secuenciacién de ARNr 16S, sodA
o0 gen rpoB) parecen mas adecuados para la identificacion de especie
de Aggregatibacter, Cardiobacterium, Eikenella, Kingella, Capno-
cytophaga, Pasteurella y determinadas especies de Haemophilus172-174,
La técnica de secuenciacién del ARNr 16S se basa en la extraccién del
ADN de muestras clinicas, seguido de incubacién con primers univer-
sales que alinean con la porcién conservada del gen ARNT 16S, resul-
tando en la amplificacion de la secuencia especifica de las especies
implicadas. Los productos de amplificacién son entonces secuencia-
dos y los resultados son emparejados con los datos depositados en
GenBank u otra base de datos genémica extensa, o los productos son
hibridados con sondas especificas del organismo'”.

También se han descrito ensayos de PCR en tiempo real para la
cuantificacién de bacterias en la placa subgingival?*'s, saliva'76177 y
otras muestras'’, Entre los patégenos que se cuantifican siempre se
incluyen A. actinomycetemcomitans y en algunos casos E. corrodens'’s.

Como con otros agentes de endocarditis bacteriana, la PCR de ran-
go amplio se ha utilizado con éxito para la deteccién de C. hominis y
C. valvarum directamente de muestras clinicas®"179!8,

Un ntimero importante de infecciones osteoarticulares pediatri-
cas permanece bacteriol6gicamente sin confirmar y, en otros casos,
el aislamiento, la identificacion completa del microorganismo res-
ponsable y las pruebas de sensibilidad a los agentes antimicrobianos
requieren un minimo de 2 o 3 dias. En los dltimos afios, el uso de
técnicas de amplificaciéon de acidos nucleicos ha permitido la identi-

ficacién de los agentes etiol6gicos de las infecciones articulares y
6seas en menos de 24 h'8''82, Uno de los enfoques es la secuenciacion
de la porcién conservada del gen ARNr 16583184, Verdier et al'®5, usan-
do medios sélidos y frascos de hemocultivos, confirmaron el diag-
noéstico en 64 de 171 (37,4%) muestras de exudados de artritis y 0s-
teomielitis, de los cuales en 9 creci6 K. kingae. Siguiendo el método
de amplificacién y secuenciacién ARNr 16S, de las 107 muestras de
cultivo negativas se encontraron 15 positivas, todas para K. kingae.
Esta metodologia también ha permitido identificar K. kingae en un
caso de pericarditis’.

Alternativamente, con las muestras clinicas se puede realizar un
procedimiento de PCR empleando primers dirigidos selectivamente a
las bacterias mas probablemente implicadas. En los Gltimos afios, téc-
nicas de amplificacién de acidos nucleicos que utilizan secuencias de
ADN especificas de K. kingae, tales como cpn60 (que codifica una pro-
teina la chaperonina 60)¢ o los genes que codifican la citotoxina
RTX%%%, se han introducido en la practica clinica con el objetivo de
mejorar su deteccién. Una PCR de amplio espectro también ha permi-
tido detectar secuencias especificas de K. kingae en muestras osteoar-
ticulares con cultivo negativo™’. Los resultados obtenidos mejoran los
de la PCR universal ARNr 16S. A causa del papel predominante de
K. kingae en nifios menores de 4 afios con infeccién 6sea o articular, los
autores recomiendan el uso de una PCR con primers especificos de
K. kingae como técnica de primera linea en este segmento de pobla-
cién, reservando el uso de la de amplio espectro para los casos en que
la PCR especifica ha sido negativa®.

Se ha desarrollado una PCR para A. actinomycetemcomitans'®, y en
unos pocos casos, la PCR de amplio espectro ha llevado al diagnéstico
de la infeccién por A. actinomycetemcomitans a partir de valvulas car-
diacas o de émbolos32'%°.

También se ha utilizado una PCR para la deteccién de E. corrodens
en placas subgingivales'ss,

La aplicacién de las técnicas moleculares ha dado lugar a un au-
mento de la identificacién de Capnocytophaga spp. La secuenciaciéon
del gen ARNr 16S es en este momento la herramienta diagnéstica
mas adecuada'®. Asimismo, la técnica de PCR ha permitido la detec-
cién de Capnocytophaga'®® y de Pasteurella™®.

Diagnéstico serologico

No es de utilidad en el diagnéstico de la infeccién por este grupo
de bacterias.

Determinacion de la sensibilidad a los agentes antimicrobianos

Las pruebas de sensibilidad a los agentes antimicrobianos de las
bacterias de crecimiento lento o infrecuentemente aisladas, incluyen-
do el grupo HACEK y Pasteurella, ha sido objeto de una guia del CLSI™.
La mayor parte de las bacterias de crecimiento lento no crece satisfac-
toriamente en los sistemas estandar para el estudio de la sensibilidad
que usan medios sin suplementar, por ello se han incluido modifica-
ciones que generalmente introducen el uso de medios de cultivo con
nutrientes adicionados, a veces un tiempo de incubacién prolongado
y/o la incubacién en una atmésfera con los valores incrementados de
CO,"12, Para las pruebas de sensibilidad a los agentes antimicrobia-
nos de los miembros del grupo HACEK se puede utilizar la microdilu-
cién en caldo Mueller-Hinton ajustado en cationes con 2,5-5% de san-
gre lisada de caballo. Algunos aislados pueden requerir 48 h de
incubacién para obtener un crecimiento adecuado. Algunos aislados
pueden no crecer satisfactoriamente en caldo de Mueller-Hinton con
sangre lisada de caballo™?. Para las pruebas de sensibilidad a los anti-
biéticos mediante la técnica de disco difusién de Haemophilus se reco-
mienda el agar Haemophilus test médium (HTM) con incubacién de
16-18 h a 35 °C en atmoésfera aerobia con el 5-7% de CO,, y para el mé-
todo de dilucién en caldo se recomienda caldo HTM durante 20-24 h de
incubacién en atmdsfera aerobia'®.
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Los métodos de microdilucién en caldo y difusién en disco se han
descrito por la CLSI para las pruebas de sensibilidad de Pasteurella
spp. Los medios recomendados para microdilucién en caldo es caldo
de Mueller-Hinton ajustado en cationes con sangre lisada de caballo
y para difusién en disco, agar de Mueller-Hinton con 5% de sangre de
cordero. En ambos casos se recomienda una atmésfera aerobia, 18-
24 h de incubacién. Los antibi6ticos que se recomienda incluir son
amoxicilina-acido clavulanico, cefalosporinas, fluoroquinolonas, ma-
crélidos, penicilinas, tetraciclinas y cotrimoxazol'?.

La realizacién de las pruebas de sensibilidad esta justificada en ais-
lados de sitios normalmente estériles, asi como en los de origen respi-
ratorio, especialmente en pacientes inmunocomprometidos'®. Asi-
mismo se recomienda en estos aislados la realizacién de una prueba
de deteccién de betalactamasa, como la prueba de la cefalosporina

Tabla 3

cromogénica'®? Las pruebas de sensibilidad de aislados de heridas de
mordeduras no son necesarias, ya que las infecciones de heridas por
mordeduras son generalmente tratadas de forma empirica con agen-
tes (p. ej., amoxicilina-acido clavulanico) que cubren la variedad de
microorganismos mas probablemente implicados en la infeccién'.
El European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) recomienda la utilizacién de agar MH-F MH suplementado
con 5% de sangre de caballo desfibrinada con 20 mg/1 de 3-NAD, para
las pruebas de sensibilidad en disco para H. influenzae, P. multocida y
K. kingae. También recomienda caldo MH-F, con cationes ajustados y
suplementado con un 5% sangre de caballo lisada y 20 mg/1 de -NAD.
En ambos casos solo incluye los valores de corte de H. influenzae,
Pasteurella spp. y K. kingae. Los antibiéticos para los que existen pun-
tos de corte en EUCAST para Pasteurella son bencilpenicilina, amoxi-

Tratamiento antimicrobiano de las infecciones producidas por las bacterias del grupo HACEK, Pasteurella y Capnocytophaga

Especie Tratamiento de eleccién

Tratamiento alternativo

Resistencia

Haemophilus parainfluenzae Ampicilina +/- aminoglucésido

Haemophilus parahaemolyticus Carbapenem

Haemophilus pittmaniae

Aggregatibacter Amoxicilina-clavulanico +/- Cefalosporina 3.2
actinomycetemcomitans aminoglucésido

Aggregatibacter aphrophilus Cotrimoxazol
Aggregatibacter segnis Doxiciclina

Ciprofloxacino

Cefalosporinas 3.2

Algunas cepas son resistentes a las cefalosporinas 3.2

A. actinomycetemcomitans es resistente a penicilina, clindamicina,
y puede ser resistente a vancomicina y eritromicina

A. actinomycetemcomitans
es sensible a metronidazol

Cardiobacterium hominis Cefalosporinas 3.2 +/-

aminoglucésido

Cardiobacterium valvarum Carbapenem
Eikenella corrodens Ceftriaxona Doxiciclina
Amoxicilina-clavulanico Levofloxacino
Meropenem

Aminoglucésidos

Kingella kingae Penicilina G Quinolonas

Kingella denitrificans Cefalosporinas 3.2 +/-

aminoglucésido

Carbapenems

Kingella oralis Tetraciclinas

Kingella potus Cotrimoxazol

Piperacilina-tazobactam

Metronidazol
Cloxacilina
Cefalosporinas 1.2y 2.2
Clindamicina
Macrélidos

Algunas cepas producen betalactamasas

Capnocytophaga spp.

Pasteurella multocida

Pasteurella dagmatis

Pasteurella gallinarum

Amoxicilina-clavulanico
Piperacilina-tazobactam
Carbapenem

Amoxicilina-clavulanico

Penicilina

Clindamicina Aminoglucésidos

Linezolid Colistina
Cefalosporina 3.2

Doxiciclina P. multocida es resistente a cloxaciclina, cefalosporinas 1.,

clindamicina, eritromicina, aminoglucésidos
Cefalosporina 3.2
Fluorquinolona
Carbapenem

Cotrimoxazol
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cilina, ampicilina, amoxicilina-acido clavuldnico, cefotaxima, cipro-
floxacino, levofloxacino, acido nalidixico, doxiciclina, tetraciclina y
cotrimoxazol, y para K. kingae, ademas de estos, se incluyen ceftria-
xona, cefuroxima intravenosa, meropenem, azitromicina, claritromi-
cina, eritromicina, clindamicina y rifampicina'-.

Sensibilidad a los agentes antimicrobianos

Los datos sobre la sensibilidad a los agentes antimicrobianos de
las bacterias del grupo HACEK y otras bacterias de crecimiento lento
son limitados, principalmente debido a que su aislamiento es infre-
cuente y no son faciles de cultivar. Ademas, las pruebas de sensibili-
dad a los agentes antimicrobianos son complejas y dificiles de imple-
mentar en los laboratorios clinicos, por lo que en muchos casos se
recurre a métodos no estandarizados. De los datos disponibles se
observa que las cefalosporinas de amplio espectro y las fluoroquino-
lonas son ampliamente activas frente a las bacterias del grupo HA-
CEK. Estas bacterias también son generalmente sensibles a penicilina
y ampicilina'®>1,

La produccién de betalactamasa entre los miembros del grupo
HACEK esta bien documentada, y los aislados productores de beta-
lactamasa son resistentes a ampicilina’?> Asi, aislados ocasionales de
C. hominis, E. corrodens, Kingella spp. y Pasteurella spp. producen be-
talactamasa'®19-200, sin embargo no se ha demostrado en A. acti-
nomycetemcomitans?°22,

Las especies de Haemophilus son habitualmente sensibles a betalac-
tamicos (tabla 3), aunque se ha descrito un ndmero considerable de
cepas de Haemophilus spp. productoras de betalactamasa. Las cepas
productoras de betalactamasa son sensibles a cefalosporinas de 2.2y 3.?
generaciones, carbapenems y a la asociacién de betalactdmicos con in-
hibidores de betalactamasa como amoxicilina-acido clavulanico y pi-
peracilina-tazobactam. También algunos aislados de Haemophilus y
E. corrodens pueden ser resistentes a ampicilina debido a otros meca-
nismos distintos a la produccién de betalactamasa’?>'5, La resistencia a
ampicilina de las cepas de Haemophilus no productoras de betalacta-
masa se debe, generalmente, a modificaciones de las proteinas de
unién a penicilina®®, Estas cepas también tienen las concentraciones
minimas inhibitorias mas elevadas a las cefalosporinas de 2.2 y 3.
generaciones®®4, Otros antibidticos activos frente a Haemophilus son los
macroélidos, las fluorquinolonas, las tetraciclinas y el cotrimoxazol. De
estos antibidticos, cotrimoxazol es el que tiene mayor tasa de resisten-
cia en H. parainfluenzae, en algunas zonas con tasas cercanas al 50%2%,

A. actinomycetemcomitans y A. aphrophilus son sensibles a cefalos-
porinas, fluoroquinolonas, tetraciclinas y aminoglucésidos. A. acti-
nomycetemcomitans es resistente a penicilina, clindamicina, y puede
ser resistente a vancomicina y eritromicina’®’2%, La resistencia a am-
picilina no es infrecuente?’’2%, pero la amoxicilina combinada con un
inhibidor de betalactamasa es efectiva'’. El tratamiento de las infec-
ciones por estos microorganismos suele hacerse con amoxicilina-
clavulanico acompafiado de un aminoglucésido en los casos de en-
docarditis o bacteriemia (tabla 3).

C. hominis y C. valvarum son habitualmente sensibles a betalacta-
micos, incluyendo penicilina, fluorquinolonas, aminoglucésidos y
tetraciclinas (tabla 3). La susceptibilidad a macrélidos y aminoglucé-
sidos es variable™8197209 13 produccién de betalactamasa es rara, y
sus efectos pueden ser neutralizados por el acido clavulanico™2, El
tratamiento recomendado para la endocarditis por C. hominis es cef-
triaxona o ciprofloxacino durante al menos 4 semanas en la endocar-
ditis sobre valvula nativa y 6 semanas para los casos de endocarditis
sobre valvula protésica?'’. Los pacientes con endocarditis sobre val-
vula nativa se pueden tratar solo con antibioterapia, aunque en algu-
nos casos puede ser necesaria la cirugia para resolver la infeccién.

E. corrodens es generalmente sensible a ampicilina, cefalosporinas
de 2.2 y 3.* generaciones, carbapenems, doxiciclina, azitromicina y
fluoroquinolonas y resistente a cloxacilina, aminoglucésidos, eritro-
micina, clindamicina, metronidazol y vancomicina (tabla 3). Presenta

una sensibilidad variable a cefalosporinas de 1.2 generacion y penici-
lina®197212, Se han informado cepas productoras de betalactamasa,
pero la enzima era inhibida por inhibidores de betalactamasa. Las
betalactamasas pueden ser plasmidicas o cromosdmicas!®225,

K. kingae y K. denitrificans son generalmente sensibles a penicilinas,
cefalosporinas, carbapenems, aminoglucésidos, macrélidos, tetracicli-
nas, quinolonas y cotrimoxazol. Algunos aislamientos son resistentes
a eritromicina y la mayoria, a clindamicina y vancomicina'®"’ (ta-
bla 3). Los aislamientos publicados resistentes a ampicilina son sensi-
bles a la combinacién de esta con un inhibidor de betalactamasa’62'4.

Capnocytophaga spp. es normalmente sensible a penicilinas con
inhibidores de betalactamasa, cefalosporinas de amplio espectro,
carbapenems, lincosamidas, macroélidos, tetraciclinas y fluoroquino-
lonas, pero presenta resistencia a colistina y a aminoglucésidos®. Se
han comunicado aislamientos multirresistentes a los antibiéticos'.

Pasteurella spp. es generalmente sensible a penicilina y ampicili-
na, sin embargo se han publicado aislados de Pasteurella spp. de ori-
gen respiratorio resistentes a penicilina por la produccién de betalac-
tamasa sensible a inhibidores'¥8216219, Generalmente, también es
sensible a amoxicilina-clavulanico, cefalosporinas de amplio espec-
tro, tetraciclinas, fluoroquinolonas y cotrimoxazol, pero a menudo
son resistentes a cefalosporinas de 1. generacion, clindamicina, ma-
crélidos, cloxacilina y aminogluc6sidos?'622° (tabla 3). Para los aisla-
dos de Pasteurella spp. de heridas de mordeduras, las pruebas de
sensibilidad no son necesarias, ya que unas variedades de microorga-
nismos estan con frecuencia presentes en estas muestras. La terapia
empirica dirigida hacia estos microorganismos es generalmente
efectiva también para P. multocida'?. Todas las especies son normal-
mente sensibles a penicilinas, cefalosporinas y tetraciclinas®.
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