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PALABRAS CLAVE Resumen Dolosigranulum pigrum es un coco gram positivo, anaerobio facultativo, que forma
Dolosigranulum parte de la microbiota oral y del tracto respiratorio superior. Aunque los reportes de infecciones
pigrum; por este microorganismo son escasos, se lo ha asociado a un amplio espectro de enfermedades
Absceso corneal infecciosas. Se describe el caso de un hombre adulto con un absceso corneal del que se aislo

D. pigrum. El microorganismo fue identificado por espectrometria de masas (MALDI-TOF MS)
y secuenciacion del gen 16S ARNr. A su vez, se logro la identificacion presuntiva mediante
pruebas fenotipicas claves, como la disposicion en racimos en la coloracion de Gram, la prueba
negativa de la catalasa, la produccion de pirrolidonil arilamidasa y leucina aminopeptidasa, el
crecimiento en NaCl al 6,5% y la hidrdlisis de esculina. Los datos de la literatura y el presente
caso respaldan la asociacion del microorganismo con infecciones oculares, a menudo de curso
destructivo, principalmente en pacientes de edad avanzada.
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Dolosigranulum pigrum in corneal abscess

Abstract Dolosigranulum pigrum is a gram-positive, facultatively anaerobic coccus, which is
part of the oral and upper respiratory tract microbiota. Although reports of infections by this
microorganism are scarce, it has been associated with a wide spectrum of infectious diseases.
The case of an elderly man with a lower corneal abscess, in which Dolosigranulum pigrum was
isolated, is described. The microorganism was identified by mass spectrometry (MALDI-TOF MS)
and by the sequencing of the 16S rRNA gene. Furthermore, the presumptive identification of the
causative agent was achieved by using key phenotypic tests such as the cluster arrangement in
Gram stain, the negative catalase test, the production of pyrrolidonyl arylamidase and leucine
aminopeptidase activity, the growth in 6.5% NaCl and esculin hydrolysis. The data from the
literature (and the present case) support the association of the microorganism with ocular
infections, which often take a destructive course, mainly in elderly patients.

© 2021 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).

El género Dolosigranulum esta constituido por cocos gram
positivos, anaerobios facultativos, catalasa negativa, que se
disponen en pares, tétradas y racimos. Taxondmicamente,
se ubica dentro de la familia Carnobacteriaceae y, hasta el
momento, Dolosigranulum pigrum es la Unica especie del
género?.

Dolosigranulum fue descrito por primera vez en 1993 por
Aguirre et al.” en muestras de tejido de médula espinal y
de hisopado ocular. En dicho estudio se realizé el analisis
comparativo de secuencias del gen 16S del ARNr de los ais-
lamientos de ambos sitios. Los resultados demostraron que
esta bacteria, hasta el momento desconocida, tenia carac-
teristicas fenotipicas comunes con Gemella, pero diferia de
esta en la composicion de su pared celular’. El género exhi-
bié el mayor porcentaje de similitud de secuencia del gen
16S del ARNr con Aerococcus y Globicatella, aunque fue
genealdgicamente diferente a ambos. A partir de la eviden-
cia filogenética y las diferencias fenotipicas, se propuso la
clasificacion de estos dos aislamientos clinicos en un nuevo
género denominado Dolosigranulum’.

D. pigrum forma parte de la microbiota de la cavidad
oral y del tracto respiratorio superior’®. Este microorga-
nismo ha emergido como un potencial patégeno oportunista
en humanos y, aunque son escasas las publicaciones y
su incidencia es desconocida, ha sido reportado en un
amplio espectro de enfermedades infecciosas, incluyendo
neumonia nosocomial, septicemia, neumonia asociada a
respirador®, colecistitis aguda, sinovitis, pancreatitis y artri-
tis asociada a biomaterial*’. Se ha identificado también
en infecciones oculares en casos de cornea neurotropica,
blefaritis, queratitis y conjuntivitis®'?'3. Presentamos un
caso clinico de un absceso corneal por D. pigrum con el
fin de ampliar la informacion acerca del rol de este micro-
organismo como agente causal de procesos infecciosos. El
presente estudio fue aprobado por el comité de ética del
Hospital de Clinicas José de San Martin.

Un hombre de 70 afos inmunocompetente, hipertenso,
concurrio al Servicio de Oftalmologia del Hospital por retrac-
cion de parpado superior derecho. Como antecedentes,
referia dos cirugias en otro centro oftalmolégico por tumora-

cion en ojo derecho. Al momento de la consulta presentaba
un ectropion cicatricial y exposicion corneo-conjuntival con
lagoftalmos (imposibilidad de lograr el cierre completo de
los parpados), razon por la cual sufria una queratitis por
exposicion. Se realizaron dos aplicaciones de acido hialuroé-
nico, que no produjeron mejoria del cuadro, por lo que se
programé una tarsorrafia (proceso que consiste en reducir
la apertura de los parpados suturando temporalmente sus
bordes). Antes de dicha practica el paciente sufrié un acci-
dente de transito, con lesiones que agravaron el lagoftalmos
y ocasionaron retraccion de ambos parpados por herida en
la mejilla derecha. Tres meses después de la cirugia regreso
al hospital y se constato la presencia de un absceso corneal
inferior en el ojo derecho. Se tomo6 material para cultivo por
raspado corneal, que fue remitido al Laboratorio de Bac-
teriologia. Posteriormente se inicié tratamiento empirico
con colirios de cefalexina cada 12 horas, vancomicina cada
4horas y eritromicina cada 6 horas por 7 dias, con muy buena
evolucion. En la coloracion de Gram no se observaron bac-
terias. Se cultivo en agar sangre y en agar chocolate a 37°C
en atmosfera con 5% de CO,. A las 24 horas de incubacion
desarrollaron colonias puntiformes de diferente tamafo, lo
que sugeria un cultivo mixto. A las 48 horas se observaron
colonias de aspecto homogéneo, alfa-hemoliticas, grisa-
ceas, que se asemejaban a colonias de estreptococos del
grupo viridans. La morfologia en medio liquido mostré cocos
gram positivos dispuestos en tétradas y grupos. La iden-
tificacion como Dolosigranulum pigrum fue realizada por
espectrometria de masas MALDI-TOF MS (BrukerDaltonik®,
Bremen, Alemania), con un score de 2,172. Ningln otro
microorganismo fue aislado en forma concomitante. La
confirmacion de la identificacion fenotipica del aislado se
realizo por amplificacion y posterior secuenciacion del gen
16S del ARNr utilizando los primers descriptos por Weisburg
et al.”. Los productos de PCR fueron secuenciados utili-
zando el equipo Big Dye Terminator v3.1 Cycle sequencing kit
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EE.UU.) y analizados en
el secuenciador ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (PE Applied
Biosystems). El alineamiento de las secuencias se realizé
con el algoritmo BLASTN (version 2.0; National Center for
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Tabla 1 Caracteristicas diferenciales de cocos gram positivos catalasa negativa y sensibles a vancomicina, que se disponen en
grupos

Especies PYR LAP NacCl 6,5% Hidrolisis de esculina Crecimiento en anaerobiosis
Dolosigranulum pigrum + + + (+) +

Gemella spp. + + — — +

Facklamia languida W W * — W

Alloiococcus otitidis + + + v

Helcococcus kunzii + — + + +

Aerococcus viridans + — + v +

Aerococcus urinae — + + v +

PYR: pirrolidonil arilamidasa; LAP: leucina aminopeptidasa; v: variable; —: negativo; +: positivo; (+): positivo tardio.

Fuente: Adaptado de Christensen y RuoffZ.

Biotechnology Information) y se compararon con secuen-
cias de cepas de referencia disponibles en la base de datos
del GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/). La
secuencia obtenida present6 un 99,71% de similitud con la
secuencia de la cepa tipo D. pigrum ATCC 51524 y fue depo-
sitada en la base de datos de GenBank bajo el nimero de
acceso MT396713.1. El microorganismo también se identificd
por la metodologia convencional®. Las pruebas bioquimicas
de primera linea revelaron la presencia de un microorga-
nismo catalasa negativa, sensible a la vancomicina, con
actividad de leucina aminopeptidasa y de pirrolidonil ari-
lamidasa.

En cuanto al crecimiento en caldo con cloruro de sodio
(NaCl), una prueba de primera linea?, el microorganismo
crecio pobremente en caldo tripticasa soya con 6,5% de
NaCl, pero mostrd buen crecimiento en caldo NaCl de Fack-
lam (caldo tripticasa soya con 6% de NaCl, 0,5% de glucosa
y purpura de bromocresol como indicador). D. pigrum exige
su diferenciacion de otros géneros y especies de cocos que
también se agrupan y son catalasa negativa, como Geme-
lla, Alloiococcus, Facklamia languida, Helcococcus kunzii y
Aerococcus spp. Las pruebas diferenciales se muestran en la
tabla 1.

Dado que D. pigrum comparte caracteristicas fenotipicas
con otras especies relacionadas (tabla 1), la identificacion
definitiva por pruebas bioquimicas convencionales es dificul-
tosa. Ademas, pruebas claves como el crecimiento en caldo
con 6,5% de NaCl y la hidrolisis de la esculina son de positi-
vidad tardia y pueden interpretarse como negativas, ya que
generalmente ambas son descartadas antes de los 15 dias de
incubacion. En este sentido, la literatura avala que con una
incubacion prolongada de hasta 2 semanas la mayoria de los
aislamientos dan la prueba positiva®®8. Esto demuestra que
es necesario recurrir a métodos alternativos, como la espec-
trometria de masas o la secuenciacion del gen 16S del ARNr,
para una identificacion confiable®2.

La prueba de sensibilidad antibidtica fue realizada en
agar Mueller Hinton suplementado con sangre ovina al 5%
(Laboratorio Argentino, Ciudad Auténoma de Buenos Aires,
Argentina) por el método epsilométrico (Etest bioMerieux,
Solna, Suecia). Los antibidticos ensayados y los resultados
obtenidos (en pg/ml) se detallan a continuacién: penicilina,
0,002; vancomicina, 0,016, y ceftriaxona, 0,003. El aislado
resulto sensible a los antimicrobianos ensayados utilizando
los puntos de corte establecidos por el CLSI para Gemella

spp’., dado que no existen puntos de corte propios para el
género Dolosigranulum.

Cuando se produce una brecha en la superficie corneal,
como en el presente caso, los microorganismos pueden ganar
acceso al estroma, multiplicarse y, si superan los mecanis-
mos locales de defensa, producir un absceso corneal'®'4,
El factor de riesgo mas importante es el uso de len-
tes de contacto, especialmente las de uso extendido.
Otras circunstancias predisponentes son traumatismos de
cornea, cuerpos extrafos corneales, erosiones corneales
recurrentes, sequedad ocular, entropion, ectropion e inmu-
nosupresion local o sistémica'®'*. La etiologia mas frecuente
de los abscesos corneales es la bacteriana. Las bacterias
mas comunmente responsables son Staphylococcus aureus,
asi como estafilococos coagulasa negativos, estreptococos,
Pseudomonas aeruginosa y enterobacterias de los géne-
ros Klebsiella, Enterobacter, Serratia y Proteus'®'*. Por
su parte, la incidencia de la etiologia flngica, aunque
mucho menos frecuente que la bacteriana, ha crecido a lo
largo de los anos, probablemente relacionada con el abuso
en la utilizacién de antibidticos y corticoides topicos'® ™.
Con baja frecuencia, D.pigrum también ha sido repor-
tado como agente etiologico de infecciones oculares en la
literatura® 213,

La identificacion fenotipica de los cocos gram positivos
catalasa negativa por pruebas bioquimicas convencionales
no es laboriosa, pero la identificacién de D. pigrum puede
requerir varios dias, dado que la incubacion de la esculina
y del caldo hipersalado puede extenderse hasta 2 semanas®.
La espectrometria de masas y los métodos moleculares a
través de la amplificacion por PCR y secuenciacion del gen
16S del ARNr son 6ptimos para la identificacion rapiday con-
fiable, aunque no son aln de disponibilidad masiva'?. Segun
los datos recomendados por el fabricante del equipo para
MALDI-TOF (Bruker Daltonics), es necesario un score >2,0
para la identificacion a nivel de especie'’.

En relacion con la sensibilidad antibiotica, los 27 aisla-
dos de D. pigrum ensayados por Laclaire y Facklam?® fueron
sensibles a vancomicina y a los antibioticos beta-lactamicos
(como el aislado de nuestro caso), a levofloxacina, rifam-
picina, clindamicina y tetraciclina, mientras que el 52%
presentaron resistencia a eritromicina.

En conclusion, la correcta identificacion del agente cau-
sal y el tratamiento antibiotico adecuado son siempre
fundamentales para la resolucion de todo absceso cor-
neal. En este caso, el microorganismo pudo ser identificado
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en forma rapida por espectrometria de masas, pero solo
presuntivamente por pruebas bioquimicas convencionales.
D. pigrum es un patdgeno potencial para los humanos; sin
embargo, su incidencia es desconocida por la dificultad de
llegar a nivel de especie, por lo que podria estar subdiag-
nosticado. Los datos de la literatura y el presente caso
respaldan el papel de esta bacteria como agente causal
de infecciones oculares”'>"3| a menudo de curso progre-
sivo y destructivo, principalmente en pacientes de edad
avanzada'?.
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