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identificacién fenotipica de 15 aislados de Vagococcus spp. se realizé por pruebas bioquimicas convencio-

nales, por metodologia automatizada y por espectrometria de masas (MALDI-TOF MS). La identificacién

Palabras clave: molecular por secuenciacién del gen ARNr 16S. La sensibilidad antibiética fue realizada utilizando el

Vagococcus spp. . . s ®

p sistemna automatizado Vitek® 2C.

Patégeno emergente . . -

Diabetes mellitus Resultados: Se identificaron 11 Vagococcus fluvialis, un Vagococcus lutrae y tres Vagococcus spp. por meto-

Infeccion de piel y partes blandas dologia molecular. MALDI-TOF MS permiti6 el rapido reconocimiento de este género. Los antibi6ticos

Infecciones osteoarticulares mas activos fueron ampicilina, trimetoprima/sulfametoxazol, vancomicina, teicoplanina y linezolid.

Espectrometria de masas (MALDI -TOF MS) La mayoria de los aislamientos se asociaron con infecciones en la piel y partes blandas u osteoarticulares

en pacientes diabéticos.

Conclusion: Esta comunicacion representa la mayor revision de casos de infecciones por Vagococcus spp.

reportados en la literatura, en la que se destacan los aspectos microbiolégicos y clinicos de este patégeno.
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Infections due to Vagococcus spp. Microbiological and clinical aspects
and literature review

ABSTRACT

Keywords: Introduction: An increase in recent years in the isolation of Vagococcus spp. is suggestive of emerging
Vagococcus spp. infection by this pathogen in our hospital.
Emerging pathogen Methods: Prospective, descriptive study. Period: July 2014-January 2019. Phenotypic identification of

Dl‘?betes me“l.ms . . 15 isolates of Vagococcus spp. was performed by conventional biochemical tests, automated methodology
Skin and soft tissue infection

. : . and mass spectrometry (MALDI-TOF MS). Molecular identification was achieved by sequencing the 16S
Osteoarticular infections Y Bt E
Mass spectrometry (MALDI-TOF MS) rRNA gene. The Vitek™ 2C automatefl system was used to te;t gntlblotlc susceptibility.
Results: The molecular method identified 11 Vagococcus fluvialis, one Vagococcus lutrae and three Vago-
coccus spp. MALDI-TOF MS facilitated the rapid recognition of the genus. The most active antibiotics were
ampicillin, trimethoprim/sulfamethoxazole, vancomycin, teicoplanin and linezolid. Most of the cases of
isolation were associated with skin and soft tissue or osteoarticular infections in patients with diabetes.
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Conclusion: This article is the most extensive review of cases of Vagococcus spp. infection reported in the
literature and highlights the microbiological and clinical aspects of this pathogen.
© 2020 Elsevier Espaiia, S.L.U. and Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia

Clinica. All rights reserved.

Introduccion

Vagococcus spp. es un género de cocos gram positivos catalasa
negativa, anaerobios facultativos y comprende 14 especies!, de las
cuales sélo Vagococcus salmoninarumy Vagococcus fluvialis han sido
asociados a enfermedad infecciosa en animales. V. fluvialis ha sido
aislado de lesiones en cerdos, en ganado vacuno, en gatos y en
caballos, mientras que V. salmoninarum en peces salménidos enfer-
mos de peritonitis®. Sin embargo, su importancia como patégenos
humanos, permanece incierta, ya que en la mayoria de los casos el
aislamiento es en cultivo polimicrobiano, debido a lo cual estable-
cer el verdadero rol infeccioso de esta especie resulta dificil®. En los
altimos afios un aumento en la frecuencia de aislamiento de Vago-
coccus spp. a partir de muestras clinicas, nos estaria indicando la
urgencia de la infeccién por este patégeno en nuestra institucion,
un hospital piblico de la provincia de Buenos Aires, Argentina.

El objetivo de este trabajo fue evaluar los aspectos microbio-
légicos y clinicos de Vagococcus spp. aislados a partir de muestras
clinicas humanas.

Métodos

Se trata de un estudio prospectivo observacional. Se analiza-
ron 15 aislamientos provenientes de muestras clinicas humanas
(periodo julio 2014-enero 2019) en un centro de salud de la Pro-
vincia de Buenos Aires.

Medio sanitario: nuestra institucién es un Hospital Interzonal
de Agudos situado en el noreste de la provincia de Buenos Aires
(Argentina)y es el hospital de mayor complejidad en la regién sani-
taria en la que se enclava, que abarca 14 localidades. Cuenta con
230 camas y 3 unidades de cuidados intensivos (adultos, pedia-
tricos y neonatales). EI 20% de las internaciones en el servicio de
Clinica Médica son debidas a infecciones de pie diabético.

Ntimero de muestras de partes blandas y 6seas en pacientes con pie
diabético: nuestro protocolo incluye la toma de tres a seis muestras,
con un minimo de tres. En la mayoria de los casos (11 de 13) se
procesaron como minimo tres muestras (partes blandas y/o 6seas).

Toma de muestra: las muestras de tejido (partes blandas y 6seas)
fueron tomadas en el quir6fano por biopsia, previo desbridamiento
quirdrgico y de contaminacién de la lesién o dlcera.

Identificacion fenotipica: se realizé con pruebas bioquimicas con-
vencionales, segtin el esquema propuesto por Christensen y Ruoff?,
basado en las siguientes pruebas: catalasa, bilis esculina, motilidad,
PYR, leucina aminopeptidasa, crecimiento en CINa 6,5%,a45°Cy a
10°C, y sensibilidad a vancomicina, y por el propuesto por Texeira
et al. para identificar las especies de Enterococcus spp.” basado en
la hidrélisis de arginina, la utilizacién del piruvato y la produccién
de acido a partir de manitol, sorbitol, rafinosa, arabinosa, alfa metil
glucosido glicerol y sacarosa.

La identificacién se realiz6 también mediante el sistema auto-
matizado Vitek® 2C (BioMérieux®) y por espectrometria de masas
(MALDI-TOF MS, Bruker®, Becton Dickinson®) utilizando un ins-
trumento Bruker Daltonics MicroFlex LT® con el software Biotyper
3.1® (Bruker Daltonics®, Bremen, Alemania). Basado en informes
previos®® y en nuestros propios resultados®, se emplearon pun-
tos de corte mas bajos que los propuestos por el fabricante para
la identificacion a nivel de género y a nivel de especie: se consi-
der6 identificacién correcta a nivel de género y especie cuando se
obtuvo un score > 1,5y > 1,7 respectivamente; un puntaje < 1,5 se

consideré no confiable. Se utilizé el criterio de validez de interpre-
tacion entre la primera especie y la siguiente distinta de los diez
primeros resultados con una divergencia del 10%8. Si no se cum-
plia esta condicién, la identificacién se considerd correcta sélo a
nivel de género®. La identificacién por MALDI-TOF MS se consideré
correcta cuando el resultado obtenido estuvo de acuerdo con los
resultados de identificacién obtenidos mediante la secuenciacién
del gen ARNr 16S.

La identificacién molecular fue considerada como el gold stan-
dard y se llevé a cabo por amplificaciéon por PCR del ARNr 16S,
empleando Taq ADN polimerasa (Promega®) usando los cebadores
descriptos por Weisburg et al.'” para la obtencién del producto. La
secuenciacion de los productos de ambas cadenas se realizé usando
un BioAnalizador ABIPrism® 3100 en las instalaciones de Macro-
gen Inc®. (Corea del Sur). Las secuencias se analizaron mediante
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) y fueron comparadas con
las secuencias disponibles en la base de datos GenBank.

Sensibilidad antibiética: se realiz6 mediante el sistema auto-
matizado Vitek®2C (BioMérieux®) utilizando la tarjeta AST
577. Los antibidticos ensayados fueron ampicilina, trimeto-
prima/sulfametoxazol (TMS), eritromicina, ciprofloxacina, vanco-
micina, teicoplanina, minociclina, tetraciclina y linezolid. Para la
interpretacion de los resultados se usaron los puntos de corte esta-
blecidos por el Clinical and Laboratory Standards Institute [Instituto
de Estandares Clinicos y de Laboratorio] (CLSI) para Enterococcus
spp. excepto para el caso de eritromicina en el que se usaron aque-
llos fijados para Streptococcus grupo viridans'!.

Correlato clinico: se recabé informacién sobre edad, sexo, comor-
bilidades, tipo de infeccién (mono o polimicrobiana), tratamiento
antibiético instauradoy evolucidn, a fin de evaluar el rol de Vagococ-
cus spp. en la infeccién humana. La jerarquizacién del aislamiento
de Vagococcus spp. en cada caso fue evaluada conjuntamente entre
el microbiélogo y el infect6logo. En lineas generales, Vagococcus
spp. fue jerarquizado desde el punto de vista clinico cuando fue
observado en el examen directo y aislado como inico microor-
ganismo en la muestra. Cuando se aislé formando parte de una
microbiota polimicrobiana fue considerado como un patégeno
oportunista, con la misma jerarquia que un estafilococo coagu-
lasa negativa, Streptococcus grupo viridans, Corynebacterium spp. y
Enterococcus spp al ser aislados en microbiota polimicrobiana’2.

Tratamiento

Los antibidticos suministrados y la via de administracién, asi
como la duracién de cada tratamiento, varié de acuerdo a la seve-
ridad de la infeccién, y se muestran en la tabla 1.

Resultados

La amplificacién y posterior secuenciacién del gen ARNr 16S
identificé 11 aislamientos como V. fluvialis, uno como V. lutrae y
en tres casos sélo se obtuvo la identificacién molecular a nivel de
género dado que esta metodologia no discriminé entre V. fluvialis y
V. carnophilus.

Debido a la similitud fenotipica entre las distintas especies, la
identificacién por pruebas bioquimicas convencionales sélo per-
miti6 la identificacién a nivel de género.

Aunque la identificacién por espectrometria de masas correla-
ciond con la identificacién molecular en 11 aislados de V. fluvialis,
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Tabla 1
Caracteristicas microbioldgicas y clinicas de los casos con aislamiento de Vagococcus spp
Caso Sexo Edad Muestra Diagndstico Enfermedad de base Microbiota acompanante Tratamiento antibiético Tratamiento quirdrgico Evolucién
infeccioso
1 M 48 Hueso, partes blandas Osteomielitis crénica de DBT Alcaligenes faecalis, TMS IV (14 dias), luego TMS Amputacién 1° y 2° dedo Favorable
pie. Mal perforante Enterobacter cloacae, \Ye] de pie izquierdo
plantar Staphylococcus haemolyticus (3 meses)
2 M 61 Hueso Osteomielitis cronica de DBT Enterococcus faecalis Ciprofloxacina IV (empirico) Amputacion 4° dedo de Favorable
pie luego AMS IV (14 dias). Alta pie izquierdo
AMC VO (3 meses)
3 F 56 Hueso Osteomielitis crénica de DBT/Hipotiroidismo Proteus mirabilis, Morganella AMS IV + ciprofloxacina Amputacién infrapatelar Favorable
pie morganii, Aeromonas IV (6 dias), luego
hydrophila, Pseudomonas piperacilina/
aeruginosa tazobactam
IV (5 dias)
4 M 54 Partes blandas Osteomielitis de pie DBT Klebsiella oxytoca, Sin datos Sin datos Favorable
Enterococcus faecalis
5 M 61 Hueso Osteomielitis crénica de DBT Enterococcus faecalis Ciprofloxacina IV (empirico) Amputacioén infrapatelar Favorable
pie luego AMS IV (14 dias). Alta
AMC VO (3 meses
6 M 65 Hueso y partes blandas Osteomielitis crénica de DBT Morganella morganii, Vancomicina IV + Amputacién Desfavorable. Se
pie Enterococcus faecalis piperacilina/ transmetatarsiana 3°, 4° deriva a UCI de otra
tazobactam y 5° dedo de pie derecho institucion
IV (1 dia), luego se desconoce
7 F 60 Partes blandas Osteomielitis crénica de DBT Klebsiella pneumoniae, AMS IV + ciprofloxacina Amputacion hallux, 2° y Favorable
pie Morganella morganii, IV (67 dias) 3¢ dedo de pie derecho
Enterococcus faecalis
8 M 78 Sangre Infeccién PPB DBT, cancer de - Piperacilina/ Obit6
[infeccién urinaria prostata, tazobactam
insuficiencia renal IV + metronidazol
crénica VO (23 dias)
M 75 Orina Infeccién urinaria HTA - AMS VO 5 dias Se desconoce
10 M 39 Hueso, partes blandas Osteomielitis crénica de DBT Enterococcus faecalis, Ciprofloxacina IV + Toilette quirdrgica Favorable
pie Proteus mirabilis clindamicina IV; luego AMS
IV + Ciprofloxcina
IV (por 20 dias)
11 M 78 hueso Osteomielitis crénica de Arteriopatia distal - AMS IV (1 dia) Amputacion Obito
pie grado 1v, HTA, transmetatarsiana
tabaquismo, EPOC,
litiasis vesicular
12 M 55 Hueso, partes blandas Osteomielitis crénica de DBT Proteus mirabilis Se desconoce Toilette quirtrgica Favorable
pie
13 F 47 Partes blandas Infeccion sitio quirdrgico Artritis reumatoidea, Proteus mirabilis, Meropenem IV + colistina Toilette quirdrgica Favorable
(cirugia protésica de HTA, artrosis, Staphylococcus lugdunensis, IV + vancomicina IV, luego
cadera) cirrosis biliar Enterobacter cloacae (KPC), cefalotina IV/TMS VO
Escherichia coli (por 22 dias)
14 M 51 Partes blandas Infeccion PPB de pie DBT Streptococcus agalactiae, AMS VO 7 dias Toilette quirdrgica Favorable
Streptococcus anginosus
15 M 53 Hueso Osteomielitis cronica de DBT Wohlfahrtiimonas Ciprofloxacina IV + Amputacién de hallux y Favorable

pie

chitiniclastica, Staphylococcus
haemolyticus,
Corynebacterium striatum,
Escherichia coli

clindamicina IV (24 dias)
luego TMS VO

de 20 dedo de pie
derecho

AMC: amoxicilina-acido clavuldnico; AMS: ampicilina-sulbactam; DBT: diabetes mellitus; EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica; HTA: hipertension arterial; IV: administracién endovenosa; PPB: piel y partes blandas;

TMS: trimetoprima-sulfametoxazol; UCI: Unidad de Cuidados Intensivos; VO: administracién via oral.
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los tres aislamientos identificados sélo a nivel de género por el
método de referencia también fueron identificados como V. fluvialis
con scores > 2,0 por la espectrometria de masas. A pesar de obtener
un score confiable a nivel de especie, la identificacién por esta
metodologia fue considerada correcta sé6lo a nivel de género, dado
que V. carnophilus no se encuentra en la base de datos del equipo.
El dnico aislado identificado como V. lutrae por metodologia
molecular fue identificado a nivel de especie por MALDI-TOF MS.

En relacién al sistema automatizado VITEK® C2y, a diferencia de
la identificacién molecular, todos los aislados fueron identificados
como V. fluvialis, por lo tanto, la identificaciéon por esta metodologia
se consider6 correcta sé6lo a nivel de género.

La mayoria de los hallazgos de Vagococcus spp. (13/15) corres-
pondieron a infecciones localizadas en piel y partes blandas/partes
6seas; los dos aislados restantes procedian de urocultivo y hemo-
cultivo.

El Gnico aislamiento de Vagococcus lutrae a partir de sangre
correspondi6 a un paciente diabético de 77 afios, con antecedentes
de cancer de préstata en tratamiento con quimioterapicos, que
ingresé por mala evolucién clinica. El paciente presentaba dos
probables focos infecciosos como fuente de la bacteriemia, el foco
urinario y el de piel y partes blandas. A partir de la orina se aislé K.
pneumoniae productora de beta lactamasa de espectro extendido
(BLEE) sélo sensible a amicacina y carbapenemes, pero la muestra
de partes blandas (celulitis de dorso de pie) lamentablemente
no fue enviada para cultivo. El paciente tuvo una mala evolucién
y fallecio.

Conrelacién al correlato clinico, el grupo etario estuvo compren-
dido entre 39 y 78 afios, de los cuales 12 fueron de sexo masculino
y 3 de sexo femenino.

En doce de los casos Vagococcus spp. fue aislado con microbiota
acompafante (tabla 1).

Doce de quince de los pacientes presentaban diabetes mellitus
como enfermedad de base (tabla 1). Dos pacientes fallecieron.

Los antibidticos mas activos fueron ampicilina, TMS, vancomi-
cina, teicoplaninay linezolid, con una CIMsg (g/mL) de < 2,0, < 2,0,
2, 0,5y 1,0 respectivamente. La resistencia a las fluoroquinolonas
fue observada en seis aislamientos, con una CIMsg de 1,0 pg/mL
y CIMgg de 8,0 pg/mL. Doce de los quince aislamientos resulta-
ron resistentes a las tetraciclinas con una CIM5q de 16 pg/mL. Los
macroélidos presentaron una escasa actividad (s6lo cuatro de 15 ais-
lamientos fueron sensibles) (CIMsq y CIMgg de 1,0 pg/mL).

Discusion

La primera evidencia de una conexién de V. fluvialis con posibles
infecciones humanas fue comunicada por Teixeira et al., en 19973,
ellos reportaron el aislamiento de esta especie del liquido perito-
neal de un paciente con nefropatia, a partir de una herida infectada
de un paciente mordido por un cordero; y de hemocultivos de dos
pacientes de los que no se disponia informacién adicional sobre el
estado clinico o la enfermedad asociada'3. Recién, veinte afios des-
pués, en el afio 2008, Al-Ahmad et al. informaron el aislamiento
de V. fluvialis como parte de una infeccién endodéntica mixta en
un paciente con un conducto radicular dentario infectado!4. Mas
recientemente, Jadhav et al. describieron un caso de endocarditis
por esta especie en un paciente de 70 afios con insuficiencia aortica
grave que requirié reemplazo valvular'>.

Con relacién a otras especies, Garcia et al. comunicaron en 2016
el primer aislamiento clinico de Vagococcus lutrae (una especie que
fue aislada en nutrias), proveniente de lesiones maceradas en piel
en paciente con obesidad mérbida en Francia'®. El segundo ais-
lamiento de esta especie a partir de una infeccion humana y el
primero a partir de sangre de una paciente afiosa con lesiones en
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piel como probable foco de infeccién fue recientemente reportado
por Altintas et al.!”,

En agosto de 2019, Shewmaker et al. describen el aislamiento
de una nueva especie: Vagococcus vulneris en una herida de pie's.

El aislamiento de Vagococcus lutrae a partir de sangre en el pre-
sente trabajo representaria el segundo reporte de aislamiento de
esta especie a partir de sangre y el tercero a partir de una infeccién
humana en la literatura. Lamentablemente no pudo establecerse si
el foco de la bacteriemia fue la infeccién de piel y partes blandas, o
si en cambio se trat6é de un contaminante, dado que el microorga-
nismo fue aislado en uno de dos frascos de hemocultivos.

Se destaca la presencia de diabetes como enfermedad de base
en 12 de los 15 pacientes en los que se aislé Vagococcus spp. Esta
asociacion no ha sido mencionada previamente en la literatura y
abre una nueva puerta para la investigacion.

Consideramos que el reporte de Vagococcus puede estar subes-
timado debido a que el microorganismo suele ser incorrectamente
identificado como Enterococcus spp. por pruebas bioquimicas con-
vencionales, dada la similitud en su perfil bioquimico®!3. El
advenimiento de la espectrometria de masas MALDI-TOF MS y su
uso cada vez mas extendido a nivel mundial permitira reconocer
este género en forma rapida y establecer su verdadero rol en la
infeccién humana.

Nuestro trabajo incluye el estudio de 15 aislados de Vagococcus
spp., lo que constituye el trabajo con el mayor niimero de casos
descriptos en la literatura. Su aislamiento mayoritario a partir de
infecciones de piel, partes blandas y 6seas de pacientes diabéticos
abre una puerta a la investigacion de la posible asociacién entre las
infecciones por Vagococcus spp.y los pacientes con esta enfermedad
metabdlica.
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