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CAPITULG I

INTRODUCCION

Y

OBJETIVOS




INTRODUCCION

Los estreptococos deben diferenciarse e identificarse por varias-
razones, Cerca del 35% de todas las infecciones de las vias respirato-
rlas superiores son causadas por estreptococos beta hemolfiticos;las -
restantes son causadas por virus (1,2) .

En vista de que no hay signos o sfintomas clinicos espocificos - -
asoclados con las infecclones de las vias respiratorias superiores - -
por estreptococos o por virua, el cultivo y la confirmacibémn de la pre-
sencla o ausencia de estreptococos beta hemoliticos son los finicos mae-
dios para determinar la causa de la enfermedad (1,2) .

Una clerta proporcifn de los pacientes con faringitis causada -
por estreptococos Qel grupo A desarrollan fiebre reumbtica aguda si no
reciben el tratamiento adecuado (1,3) .

La fiebre reumhtica aguda puede prevenirse si se identifica y se-
da un tratamiento adecumdo a los pacientes con infecciones estreptocb-
cicas (&).

Cuando ocurren brotes de faringitis estreptocbcica e impétigo se-
observan con mhs frecuencia las llamadas secuelas post-estreptoc8cicas:
fiebre reumbtica y glomerulonefritis agudas (1) . Deben identificarse-
y tratarse los portadores al i1gual que los paclentes enfermos gl se ha
de controlar la diseminacibn de la enfermedad (1,2,4) .

Se ha observado filtimemente un aumento de las enfermedades causa-
das por estreptococos del grupo B entre 1los recién nacidos, por 10 ==
cual se hace indispensable la identificacibn de portadoras maternas de
estreptococos del grupo B, para evitar el riesgo de que 10s neonatos -

adquieran estos microorganismos (1,5) .

Butter y de Moor (6) encontraron que aproximadamente el 10% de --



individuos ganos actfian como portadores de estreptococos del grupo B,
¥y el 9% de mujeres parturientas portan los microorganismos en gargan-
ta , vagina y pezones y ademfis los recién nacidos los portan en ombl
&0. |

La meningitis del recién nacido deblda a estreptococos del grupo
B se ha incrementado , y fud en 1978 la causa principal de meningitis
durante los primeros dos meses de vida (6,7) .

En ciertas ocaciones, estreptococos de los grupos C y G estén in
volucrados en infecciones humanas, c¢omo son infeccién del conducto --

]

respiratorio y del genital, ademfis de que es frecuente en bacteremias

L)

e infecciones extrarespiratorias (8,9) .

Planteamiento del problema @

Un problema que se ha venido planteando dusde tiempo atrés, en -
suanto al alislamiento de estreptococos beta hemoliticos , es su recu-
Jeracibn en los medios utilizados de rutina, durante el periodo de --
convalescencia o despuds de la terapia con antibibticos, asi como tam
bién la presencia de un gran nfimero de contaminantes, esto ha origina
40 que los bacteriblogos fracasaran con frecuencia en sus intentos =
vor alslarlos. Tales fracasoe indicaron la nesesicdad de un mejor me -
dio de cultivo y de procedimiento para estreptococos beta hemoliti -ww
cos (10) .

Varios tipos de medios de cultivo enriquecidos o0 selectivos han-
aido recomendados, pero ninguno de ellos ,con la excepcién del caldo-
Todd Hewitt,tlenen 8xito en cultivar estreptococos beta hemoliticos -

sin sangre animal (310) .




Nekamizo y Sato (10) idearon un ruevo medio de cultivo con el -
propbsito de obtenser selectivamente estreptococos beta hemoliticos en
un nlmero creciente de exudados faringeos.

Este medio (10) consiste de : un caldo enriquecido y un medio de
agar sangre modificado. El nuevo caldo reemplara la sangre animal con
carbbn activado, usa una alta concentracidn de NaCl(3%), saponina, -~
DL-alcanfor y aclida de sodio como agentes inhibidores contra contami-
nantes e incluye ureasa como agente estimulante para el crecimiento -
de eatreptococos beta hemoliticos. El agar sangre modificado contiene
urea para promover el crecimiento de estreptococos beta hemoli{ticos -
Y ademfs cristal violeta , que inhibe la proliferacibn de estafiloco-

coB.

Objetivo ¢
Por la inportancia de la identificacibn del agente etiolbgico de

las infecclones del conducto respiratorio superior, este estudio eva~
luer& un medio selectivo y enriquecido para incrementar el alslamien=-
to de estreptococos beta hemoliticos , correlacionando la proporcién-
de 6xito en alslamiento de estreptococos beta hemoliticos en el medio
estudiado con métodos de rutina.

La identificacifn do loe estreptococos beta hemoliticos sospechg
sos de pertenecer al grupo A, se harh por métodos serolbgicos y por -
no seroldgicos.

Se determinar& el titulo de antiestreptolisinas para correlacio-~

narlo con el aislamiento e identificacibn de eastreptococos beta hemo=-
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Hipbtesis :

Los estreptococos beta hemolfiticos son bactertas muy exigentes -
en sus necesidades nutricionales y por 1o tanto muy dificiles de cule
tivar. Si se agregan al medio de cultivo substancias de enriquecimien
to ,substancias que inhiban la proliferacibn de otros microorganismos
Y adenfis agentes eatimulantes bara su crecimiento, nosotros esperamos
que la frecuencia de alslamientos selectivos de estreptococos beta he
wolfticos ,sea mayor en nuestro medio estudiado que en el método clé-

8lco de agar sangre .




CAPITULC II

GENERALIDADES




EL ESTREPTOCOCO

A.- Historia.

Los estreptococos son microorganismos que estan involucrados en-
varios procesos y la complejlidad de sus relaciones con el hubsped , -
los hacen de las bacterias patbgenas mAs interesantes do la bacterio-
logia médica .

Los estroptococos se describileron por primera vez en exudado pu~
rulento de enfermos de erisipela (Billroth, 1874) ¥y de fiebre puerpe-
ral (Pasteur,1875);desde entonces han sido objeto de estudio pdr va -
rios autores (11,12,13) .

Fehleisen (1883) lo cultivé en el laboratorio y comprobbd su relm
cién con la vroduccibdn de pus. Propusoc una clasificacibn basada en el
tipo de enfermedad para los patfgenos y la fuente de aislamiento para

los no patbgenos, denominfndolos : Streptococcus erysipelas, Strepto-

coccus equi, Streptococcus lactis y Streptococcus epidermidis;los dos

filtimos todavia se aceptén como ospecies; microorganismos idé&nticos -

se aislan de diversas enfermedades y productos (11,14) .

B.~ Clasificacibn .

En la actualidad es diffcil de diferenciarlos por simple morfolo
gia colonial o por observacién de estreptococos en bacterioscovia di-
recta de material purulento (11,14) .

Brown (1919) propuso una clasificacién basada en la capacidad de
las cepas para lisar gl6bulos en agar sangre encontrando 3 grupos : -

alfa hemolitico o estreptococo viridans, beta hemolitico o estreptoco

co hemolitico y gama hemolitico o estreptococo anhemolitico,esta cla-




sificacibn se emplea actualmente desde «1 punto de vista pré&ctico (9,-
11,12,13) .

Lancefield(1928) Propuso una clasificacibn en grupos serolbgicos-
de acuerdo a la presencia de un antigeno en la pared celular del eg ~-
treptococo, de naturaleza gg;isac&rida ¥y lo denomin$§ sustancia C por =~
su analogia con la sustancia encontrada en el neumococo, con excepcidn
del estreptococo viridans que no posee ningfin grupoc serolbgico especi-
fico de los conocidos hasta hoy (9,11,13,14) .

Existe otra clasificacibn en grupos basada-en la hem6lisis en ---
agar sangre, el‘efecto sobre divergos azficares, la capacidad de creci-
miento a diferentes temperaturas y valores distintos de pH, la hidrf -
lisie del bhipurato y otras pruebas ; resultando cuatro grupoa:‘piogé -

: . nico , viridans, enterococo y lactico . La especie se determina de «-
acuerdo a la actividad bloquimica y caracteristicas de crecimiento (1,
11,14) (CUADRO I) .

Los estreptococos beta hemoliticos se clasifican en diferentes -
grupos, en relacibn con la estructura quimica del carbohidrato conteni
do en la pared celular; los diversos grupos se denominan A,B,C hasta -
la letra T. Exlsten.aproximadamente 70 diferentes tipos de estreptoco-
cog beta hemoliticos del grupo A ; estas diferenclas estan dadas por -
la variedad de la protefina M dentro de la pared celular . Esta protei-
na M representa el antigeno mhs importante del estreptococo y su viru-

lencia depende del mayor o menor contenido de esta protefana (12,15) .




CUADRO I Identificacibn presuntiva de estreptococos sobre la base
de observaciones fisiolbgicas .(1)
Alfa beta Alfa Alfa
Hembliels Beta DBeta Beta ninguno ninguno ninguno Alfa
Sueceptibilidad +
a la bacitracina + - - - - - -
d1drblisis del -~
iipurato o reac-
»16n CAMP - + - - - - -
i1dr8lisis de la
»ilis esculina - - - + + - -
‘*0lerancia al .
.'l’aﬂl al 60% - - - + - - -
Susceptidbilidad
< Ja optoquina o
r:.glubilidad en
11lis - - - - - - +
ldentificacibn
rresuntiva Grupo Grupo Beta heg Enteroco No enterg Viri. Pneumo-
A B  moliti- cos del- cocos del dans  cocos.
Grupo D Grupo D

€08 no

pertene

cientes

a los -

grupos A,B ni D




C.~ Morfologia .

Los estreptococos pertenecen a la familia Streptococcaceae, géne-
ro Streptococcus . Son cocos' redondos u ovales, dispuestos en cadena .
Esta disposicibn caracteristica la presentan preferentemente cuando se
cultivan en medios liquidos ,en los exudados de las lesiones y en la -
sangre en los casos de septicemia (13,14) .

Frecuentemente se ven en parejas,como diplococos;esto debido a -
que a veces tienen forma oval,como algunos tipos de neumococos, cuya =~
agrupacibn caracteristica es en pares, hace necesario recurrir a otros
procedimientos para diferenciar a estos dos microorganismos . Son gram

positivos, no esporulados e inmbviles (13) .

Do~ Figilologla y Metabolismo .

Son organismos exlgentes que se desarrollan mejor en medics que -
contengan sangre, suero o lfquidos que contengan sustancias indispen -
sables para su crecimiento (16) .

Para el aislemiento de los antigenos especificos y de las enzi -
mas extracelulares debe utilizarse un medio que contenga s6lo los com-
ronentes dializables del complejo de infusifin de carne peptonada, para
eliminar los componentes macromoleculares que podrfan confundirse con-
lor productos de los organiemos. Algunos péptidos aportados por este -
medio han demostrado ser indispensables para el crecimiento Sptimo, Pe
ro no existe un requerimiento especifico de pEptidos (13,16) .

Son quimioorganotrofos; de metabolismo fermentativo y el princi -
pal producto final de la fermentacibn de la glucosa es el &cido l&cti-

co .Son benzidina y catalasa negativa.Son aerobios y anaerobios facule
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tativos. Su temperatura &ptima de crecimiento es de 37°c;1as tempera-
turas mfximas y minimas varfa con la especie .El contenido de G+C de-

el ADN (mefialado para 15 especies) es de 33-42% de mol (9,13,14) .

E.~ Antigenos Celulares .,

Ademfs del antigeno que es base para la clasificacién de Lance

field,tenemos que la virulencia de luas cepas se considera que esth

relacionada con un antfgenc de naturaleza proteica,tipo especifico

llamado protefina M ,en parte se atribuye también a la presencia del

fcido hialurénico (11,13,14) .

El &cido hialurbnico es un compuesto capsular ,no antigénico , -
participa en forma muy importante impidiendo la fagocitosis de los es
treptococos beta heaoliticos del grupo A que lo presentan (11,12) .

La proteina M ha sido tema de recientes investigaciones en cuan
to a especificldad y a la virulencia de las cepas alsladas, tenibéndose
conocimiento de 63 serotipos,mismos que se pueden diferenciar e iden-
tificar por medio de las pruebas siguientes: aglutinacibn,hemaglutina
¢i6n poder bactericida,proteccibn al ratén y fijacibn del complemento
ugsando sueros especificos (11) .

La especificidad de la protefna M se ha tratado de aprovechar en
la elaboracibn de vacunas que estimulen una buena respuesta en anti -
cuerpos y que alteren en alguna forma a los estreptococos infectantes,
facilitando la fagocitosis,el empleo de vacunas es difficil debido a -

que pueden presentarse varios tipos serolbgicos en una poblacibn (1%,

12,17) &

LA




Decde el punto de vista epidemiolbgico se considera importante -
la proteina M en cepas epidémicas relacilonadas con casos de fiebre
reumbtica ;sin embargo ,todas ellas se consideran potenclalmente reu-
matogénicas (311,18) .

Estudios recientes han demostrado que los serotipos potencialmen
te capaces de producir fiebre reumftica son el 2,6,11 y 12;el seroti-
o 11 se presentd en casos asintomAticos Y en glomerulonefritis agu -
da (19) .

La diferenciaclibn de las cepas del grupo A de Lancefield se hace
en bass a la tipificacibén de antigenos M y T (9) .

La proteina T no es finica, sino es una designacién que agrupa a-
diferentes proteinas resistentes a la digestibn por enzimas proteoli-
ticas como son pepsina y tripsina (12,14) .

La proteina R que se describe en los tipos 3 y 28 participa en -
algunas reacciones de aglutinaciln ,se encuentra vresente en algunas-
cepas de los grupos B,C y G (12,14) .

Los antigenos E y F son precipitégenos muy relacionados con la -
proteina M y se encuentra en el tipo 17, Jugando un papel importante =
en la virulencia de las cepas de Streptococcus pybgenes (11) ,

La proteina B aparentemente hloquea la formaclén de anticuer =we
pos M (12) .

El polisachrido C ocupa el 10% del peso seco del organismo,estf-
constituldo de ramnosa y hexosumina con enlaces (o 1,3) unido al mucg
péptido por pueontes de alanina. La egspeclificidad est& dada por un re=-
siduo de n-acetil glucosamina en el grupo A y de n-acetil galactosami

na en el grupo C (Fig., 1) .
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FIG. No. 1 Relaclones entre el mucopéptido, el polisachrido y -

el detorminante antigfnico en Streptococcus Ezogeneé

del grupo "A" (Tomado de Rosan, 1969) .,

GINA c =B = 1,4 = M A -~ B = 1,4GINA c —-)3 ~1,4Mul
NH
Mucopéptido
ALalm
Rha w= of == 1,3 «=~ Rha == o == 1,3 = Rha Polisachrido

o wm= 2y lem RhA wm oC wmep 3,1 e Rha Cadena late-
ral.
+X%
F 3,1 GINA ¢ Detex

minante antigéni

col

2=4 unidades de ramnosa.

* K N- acetil glucosamina .




Los diferentes polisaclridos pueden dar reaccibn cruzada entre -
diversos tipos serolbgicos y algunos tejidos de mamiferos. Matsuno(12)
estudibd otro polisaclrido compuesto de glucosa y n-acetil glucosamina
ademfis de un polimero de fAcido teicoico en estreptococos del grupo A=

tipo 3.

F.-~ Productos Extracelulares .

La gran variedad de procesos patolégicos procucidos en el hombre
por los estreptococos beta hemoliticos del grupo A puede esgtar en re=-
lacién con el elevado nGmero de productos extracelulares que ostos -
organismos son capaces de producir (12,13,16) .

Se conocen alrededor de 30 ,la mayoria de ellos en experimenta -
cibn animal y utilizé&ndolos a dosis elevadas pueden llevar a cuadros-
de : vasculitis,carditis,necrosis miockrdica,artritis ,etc. (20) .

Muchos de estos metabolitos bacterianos extracelulares son anti-
génicos y provocan en el organismo infectado la formacibn del anti -
cﬁerpo especifico correspondiente ( TABLA I ). De entre todos los -
ldentificados ,los que se clitan a continuvacidn parecen tener mayor -
significacién patogénica (12,16) .

La estreptolisina 0 es antigénica y la determinacibdn del titulo-
correspondiente de anticuerpos es la prueba serolbgica més vtilizada-
para ayudar al diagnbstico de la infeccibn estreptocébcica .Las cepag-
que la producen tienen como sustrato los eritrocitos y los leucocitos
a los cuales lisa, La estreptolisina O se llama asi por ser oxigeno -
14bil.0xidada es inactiva,pero al reducirse readquiere su actividad -

(16) .




TABLA I

PRODUCTOS EXTRACELULARES DE LOS ESTREPTOCOC.. TA HFMO

LITICOS.

TOXINAS ERITROGENICAS (A,5 y €)
3STREPTOLISINA O

ISTREPTOLISINA S
JIFISFOPIRIDINNUCLEOTIDASA
JSTREPTOCINASA (A y B)
JESOXIRRIBONUCLEASAS (A,B,C y D)
“[TALURONIDASA

TROTEINASA

AMILASA

JSTEREASA

ESTIMULA LA PRODUCCICN DE
ANTICUERPOS.

i'omado de Davies, 1977.




La estreptolisina § (difusible en el suero) es hapténica, tiene-
por sustrato sblo a los glbébulos rojos ,es oxigeno estable (16) .

Las toxinas eritrogbnicas (A,B y C) causan el eritema caracteris
tico de la escarlatina; ademfis de las cepas del grupo A también la -
producen algunas cepas de los grupos C y G . Exhibe gran actividad -
pirogénica por la liberaciédn de pirbgeno endbgeno, es antigénica pro-
duclendo anticuerpo neutralizable, esta toxina es capaz de bloguear -
la respuesta anamnésgica y deprimir la respuesta del slistoma reticulo-
endotelial ,ambos considerados mecanismos antimicroblanos inportantes
del hu&sped (12,16,20) .

La estreptocinasa activa el plasminbégene del suero hacia plasmi-
pa,la cual diglere los coagulos de fibrina, facilitando la digemina -
c¢16n del estreptoccco (16) .

La hialuronidasa permite la despolimerizacibn del &cido hialurb-
nico facilitando la diseminacibén del estreptococo (13,16,20) .

La degoxirribonucleasa est& formada por 4 proteinas inmunolégica
nente diferentes al anticuerpo que se forma, tiene titulos m&s eleva-
dos en la glomerulonefritis y tiende a persistir durante més tiempo -

en el organismo que las antiestreptolisinas (20) .

8.~ Patogenicidad .

Enfermedades tales como la erisipela,escarlatina, faringitis epi-
démica,imp8tigo estreptocbeico,fiebre puerperal,caries dental,estona-
titis ,aftosa recurrente,ondocarditis bacteriana subaguda,glomerulone

tritis hemorrfgica aguda y flebre reumAtica,con sus tres manifestacio
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nes clinicas principales de poliartritis,cardiopatia y corea de Sy -
denham, bastan para comprender la importancia que los estreptococos -
tienen para la patologia huQana srecordando tambi&n que el humano es-
el huésped mls susceptible para uno de los grunos mfs importantes de-
estreptococos (16) .

La infeccibn estreptocbcica ge puede separar en dos grandes gru-
pos.

1.~ Infecciones estreptocbecicas supurativas.

2.~ Infecciones estreptocbcicas no supurativas,

La infeccifn supurativa est& condicionada a la capacidad invaso-
ra del microorganismo y a la resistencia a la fagocitosis de las ce -~
Pas virulentas producida por la presencia de protefina M o Acido hia -
lurénico capsular ,

Las lesiones supurativas pueden ser difusas como la celulitis o-
localizadas como el absceso .Se inicia en diversas puertas de entrada,
desde donde se disemina por vias linfhticas y sanguinea, pudiendo pro
vocar bacteremias graves (12) .

En cuanto a su transmisibn ,es directa, el hacinamiento favorece
en gran medida el contaglo , que se realiza de boca a boca por secre-
ciones respiratorias ,en tanto que , los fomites son agentes menos -
efectivos, ya que de ellos se aislan numerosas cepas avirulentas.

Las infecciones no supurativas son aquellas enfermedades que se-
pregentan como secuelas tardfas de una infeccibn estreptocbécica. Las-
dos entidades clinicas mhs importantes entre &stae son : Glomerulone-
fritis aguda y fiebre reumhtica. De la primera solo mencionaremos que
unos cuantos tipos serolbgicos tienen capacidad nefritogénica con da-

fio al nefrbn. Entre &stas, las que mAs frecusntemente se citan son -

los tipOB “,‘2'“9,52 y 55 (‘2) .
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Durante un brote epidémico de faringitis, el 3% de la poblacibn-
infectada puede presentar un atague reumftico jesta cifra disminuye -
al 0.33% en escolares no tratados y durante las &pocac endémicas(1,3).

Esth demostrado gque el atagque repetido de faringitis en indivi -
duos susceptibles con antecedentes reuméticos lleva & los enfernos a-
una recafda de consecuencias graves (1,12) .

La relacidn de 1la fiebre reumfitica con estreptococos beta hemoll
ticos del grupo A ha sido demostrada por datos clinicos,epidemiolédgi~
cos ,serolbégicos y terapfuticos. Al contrario de la escarlatina, en -
la fiebre reumltica no se ha encontrado relacibn con un metabolito de

terminado.

Son pues, los estreptococos beta hemoliticos y el terreno genéti
co los que condiclonan la presentacién de fiebre reumética. Todavia -
no se ha aclarado qud es lp que se hereda; muy probablemente sea la =
condicibn de hiperreactor al estimulo antigénico de la protefina M que
como ya se ha dicho ,es la que provoca la formacibdn de anticuerpos -
protectores tipo especificos (16) .

Como el estreptococo es un microorganismo que estl en nuestro am
blente ,el individuo que responde normalmente a este estimulo antigé-
nico en los afios de la infancis habr& formado ya anticuerpos protecto
res para los distintos tipos de su ambiente,evitando asi las infeccio
nes repetidas y prolongadas (16) .

Por el contrario, en los individuos genéticamente predispuestos-
estarfan, seglin la hipétesis anterior,condicionados a las infecciones
repetidas y prolongadas por los miemos tipos de estreptococos .

El hecho de que la fiebre reumética requiere de un periodo de in

18



19

cubacidn prolongado suglere el establecimiento de un proceso inmunold
glco complejo,pero no de la naturaleza de la hipersensibilicad,por -
cuinto este periodo de incubacibn no se reduce con los brotes repeti-
dos (1,4) .

Son varlias las teorias que se han propuesto para explicar las le
siones de la fiebre reumbtica. Las de mayor aceptacién son :

1) El mucopéptido tdxico, extrafido de la paraed celular de los es
treptococos del grupo A y 2) La teorfa de la aﬁtoinmunidad,segﬁn la-
cual hay glucoprotefnas comunes de los estreptococos del gruro Ay -
las v&lvulas del mfisculo cardfaco y que también se encuentran en las-

articulaciones (1,16) .

H.- M8todos generales de rutina para cultivo y aislamiento.

1.~ Obtencibn :

a.- Hisopos.- Existen varias clases de hisopos para obtener-
muestras de la garganta ,lesiones cutfneas y de heridas. Aunque va~ -
rios investigadores han expresado preocupacibn acerca de la posibili-
dad de que sustancias téxicas en los hisopos de algodén puedan matar-
algunas de las bacterias,no se ha sustentado la base Para esa preocu-
pacibn (1,21) .

Estudios en que se han comparado las Lasas de recuperacibn de -
los estreptococos de los hisopos hechos de algodbn, dacrén, fortrel,-
alginato de calcio y algodén tratado con fibras de alcohol polivinilji
Co no muestran diferencias apreciables en los niveles de recuperacidn.
En congecuencia pueden utilizarse los hisopos mls econbmicos disponi-

bles (21,22) .




b.~- Toma de muestra faringea .- El exudado de la garganta deberh-
tomarse con un arlicador con punta de algodén o de dacrbn que se fro--
ta enérgicamente contra las . dos reglones amigdalinas y la pared poste-
rior de la faringe . La lengua deber& bajarse con un abatelenguas; la-
faringe debe ser claramente visible y estar bien iluminada;se evitarb-
tocar la lengua o los carrillos con la punta del aplicador para que no
se contamine con microorganismos no faringeos que puedan diluir 1la flo

ra faringea o enmascararla en el cultivo (1,20) .

- Transporte .

_ El método de transporte del hisopo al laboratorio depende de :

a.,- La fuente de la muestra.

b.- E1 tiempo que se espera que la muestra estd en trfinsito.

¢.- El criterio del médico que remite la muestra y el del Quimico
Analista , i0s cuales antes de iniciarse los procedimlientos de labora-
torio deben decldir la extencifn del exé&men bacteriolégico necesario -
para cada muestra de cada orlgen, asfi como de las bacterias que consi-
deran que son patbgenas de las vias respiratorias superiores.

Pueden utilizarse procedimientos y medios especiales en algunas -
siltuaciones pero no en otras . Si se toma la muestra de 1la garganta, -
generalmente s0lo se consideran patfgenos los estreptococo s beta hemo-

11ticos y el Corynebacterium diphteriae .

A veces se considera patbgeno el Haemophilus influenzae,especial~

mente en los nifios pequefios , para lo cual se debe de realizar traba -
Jos bacteriolbgicos especlales para las muectras de estos pacientes.S1i
los estreptococos son 1os finicos organismos que se buscan er los hiso-

ros ,puede utllilzarse el sistema de transporte descrito en el CUADRQ -
IT. (1) .
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CUADRO 1I

METODOS DE TRANSPORTE PARA HISOPOS CON ESTREPTOCOCOS

PERIODO DE TRANSITO SISTEMA DE TRANSPORTE
0-2 horasg NINGUNO
2=24 horas STUART O AMIES
1 o variog dias GEL_DE_SILICE

fomado de (1) «
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3.~ Selectividad y Enriquecimiento .

El enriquecimiento de los hisopos que se han de transportar aumen
ta la recuperaclidn de estreptococos beta hemoliticos.Ello se realiza-~
coloclndolos en un medio de caldo de cultivo durante un periodo deter-
minado antes de sembrarlos en agar sangre (21,23) .

Algunos médicos tienen dudas acerca de esta técnica ,asf{ como la-
utilizaci6én de inhibidores selectivos en los medios de caldo y de agar
sobre la base de que el cultivo resultante no es verdaderamente repre-
gsentativo de la enfermedad del paciente.Sin embargo,no todos los clini
cos 0 investigadores comparten este criterio (1) .

En realidad algunos han expresado la opinién de que todo paciente
que presenta cultivos con estreptococos del grupo A debe ser tratado -
independientemente del nfimero de colonias que aparezcan en las placas-
primarias de agar sangre (1,2) .

Cualquier buena base de caldo de infusibén es satisfactoria para -
el enriquecimiento. La infusidn de corazbn,la infusién de soja y trip-
ticasa, la infusifén de Todd Hewitt y la infusidn de cerebro corazén -
son algunos de los caldos de cultivo que se utilizan comfinmente (24) .

Se han utilizado inhibidores selectivos como cristal violeta y -
acida de sodio(23),NaCl (25) y diversos antibibticos entre otros como-
inhibidores de cultivo de caldo o de agar sangre., Se han notificado la
utilizacibn de bvases de agar y de caldog de cultivo como song afgar san
gre con gentamicina (26),agar sangre que contieno polimixina,neomicina
y &cido fusidico (27),caldo enriquecido que contiene colistina y &cido
nalidixico (28), agar sangre con sulfamethoxazole y trimethoprim (29,-

30,31,33,34) , para aislar los estreptococos de hisopos altamente con-
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taminados.
Egtos amedins selectivos y onrijuecidos son fitiles en estudios eri
demiolbgicos de ostrejstacocos alslados de quemaduras, vacina,recto v de

otras partes (1) .

I.~ Identiticacidn .

En 1la identificacidn de ostos organismon son a-lica™es los dos -
nétodos generales especificoc de las enfermedades infeccionas: Los bac
teriolbgicos y los sorélbgicos 28 decir el alslamiento e identirfica -
cién de bacterias y la demostracifn en cl suerv doc los enformog de tf-
tulos altos de antlcucrjcs «:pe.4ricos para los componentes y metaboli

toos antisénicos de 1oz entreptococos (16) .

1.~ Identificacibn prosuntive de «nrceptococos por nétodos no so-

rolégicos (bucteriolbslcos):

- Sensibilidad u la bacltriesina

- Presenclia del factor de monofosfato de adenina cfclicic (CAND) o
- hidrb6licis dol hipurato de sodio.

- Hidrblisls de la nseulina or presoencia de bilis al 4L,O%.

- Tolecrancia al calde con WaCl al 6.5% (1,8) .

Una prucba usual precentiva pora .. diferenciacibn e cutre, oo
103 beta hemolfticos grujo A, de oiro:; .Tipos, e la »nrucha de la Lack
tractaa ,introducida primero por laxted v 102ificada por Levincon 3y -
Frank (1,0,11) .

La prueba depende de la invilliciln soloctiva e Yo cnbretoonem=

-

2eta hemoliticos gsrupo A or wec placa de agar sangre por un £lsee L9 -

3

Japel conteniends 9.94 unidaicz s bacitracina (1,3,8,11,2}




Al efectuar la prueba de la bacitracina sdeben observarse log si-
gulentes puntos :

1.- Emplear discos difcrenclales, no de susceptibilidad.

2.~ Emplear un inbculo 'abundante.

3.~ Emplear un cultivo nuro.

4.- Emplear solo estreptococos beta hemoliticos,

5.- Interpretar toda zona de inhibicién de crecimiento como indi-
cacibn posttiva,independlentemente de su tamaiio.

6.~ kEmplear una base de agar de infusibn con 5% de sangre de car-

nero (1,8,9) .

Para diferenciar grupos B,C y D, asi como ncumococos y viridans -
se utilizan las pruebas de hidr6lisis del hlpurato de sodio,hidrblisis
de la esculina ,tolerancia al caldo con NaCl al 6.5% y la prueba de la

optoquina (1,8) .

2.~ Identificacibn de estreptococos por mbtodos serolfylcos :

Prueba de la precipitina .

Antilcuerpos fluorescentes .

Contrainmunoelectroforeosis .

Coaglutinacibn .,

El mojor método para identificar los ostreptococos consiste en
cultivar colonias puras y aisladas del or;anlomo infectante,extraer el
carbohidrato del grupo y demostrar una reaccibn seralbgica cntre el an
tigeno extrafdo y el antisuero anpecffico del grupo (1) .

Entro los mbtodos para extraer los antigonos do grupo de los o5 -

treptococos ,tenercs los sigulentes ¢
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Extraccibn
Extraccibn
Extraccibn
Extraccibn
Extraccibn
Extraccién

Extraccibn

con

con

con

con

con

con

con

&cido caliente de Lancefield .
formalina caliente de Fuller .
autoclave de Rantz y Randall .
fcido nitroso de Kholy .

enzima de Streptomyces albus ,Maxted .

pronasa B de Ederer .

enzima lisozima de S. albug de Watson .

Estos m8todos difieren comsiderablemente entre s{ en complejidad~

¥ eficacia, tenifndoge como m8todo esténdar al de Lancefield y al de -

Rantz y Randall como el mks prlctico (1) .

©




CAPITULO IIT

MATERIAL
Y

METODOS




" DIAGRAMA DE TRABAJO "

PREPARACION DE MATTRIAL Y REACTIVOS

TOMA DEI EXUDADOS TOMA m! SANGRE
FARINGEOS
COLOCAKR EL HISO-
PO EN BHI DURAN- OBTENCION DE -
TE 2 Horns. SUERO
] | 1
SE ESTRIA PARA TRANSFERIR EL HI-
ATSLAMIENTO EN: SOPO A CALDO UREA BETE§¥§ggg§g§
S4& ENRIQUECIDO. 3
TOLISINAS
ASC INCUBAR A 37°C -
1 POR 24 HORAS
INCUBAR A 37°C RESEMBRAR ESTRIANDO
POR 2t HORAS PARA AISLAMIENTO EN:
r ’ 1
T T
Iucnnan{h 37°C POR -
24 HORAS
RECONOCIMIENTO DE COLONIAS
BETA HEMOLITICAS
ATSLAMIENTO ASCM- Agar sangre de carnero
modificado

IDENTIFICACION PRESUNTIVA

ASC - Agar sangre de carnero
CON TAXO DE BACITRACINA

BHI - Caldo infusién de cere
TIPIFICACION SEROLOGICA bro corazén .



HATERIAL :

28

Cajas de Potri (15x100)
Caja de portaobjetos
Frascog &mbar

Matraces aforados (100 ml)
Matraces Erlenmeyer graduados (50,125,500 y 1000 ml)
Pipetas bacteriolbsicas
Pipetas pasteur

Probetas (125 ml)
Tormémotro(-10 a 200°C )
Tubos capllares

Tubos cbnicoc de 55 ml
Tubos de ensaye (13x100)

Tubos de ensaye con tapbdn de baguelita

Algodbn

Asas bacteriolbpgicas

Esphtula de acero( 3 pulgadas de largo)
Escobilllones para tu»os de ensaye y matraces
Gradillas de alambre

Guantes nara esterilizar

Marcadores

Masking tape de 2 ¢m de ancho

Papel cera film

Papel plI

Pigotas de 200 ml de capacidad

Plagtilina




EQUIrO :

REACTIVOS

Hisopos cstériles
Papcl para lenter

Pinzac

Autoclave

Balanza analitica Mettler
Nalanza granataria Becknan
Bafio maria

Centri#upa clinica

Estufa

Incubadora

Microscdplo compuesto

Refrigerador

drua destilada

Alcohol absoluto

Antisueros para la determinacibn serolbgica de
estreptococos

Acida de sodio

Carbén activado

Gloruro de sodio

Cristal violeta

DL=alcanfor

grupos de -
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- Estreptolisina "o"

- Glbébulos rojos

- Polvo de extracgo de levadura de cerveza
- Sangre de carnero desfibrinada y estéril
- Saponina

=~ Solucibdn amortisuadera (NaCl 0,85%)

= Triptosa

- Urea

- Urecsa (liercl:)

MEDIOS DE CULTIVO :

- Agar infueibn cerebro corazbn
~ Base para agar sangre
- Caldo infusibn cerebro corazbn

Caldo Todd Hewitt

PREPARACION DE REACTIVOS

le- Preparacifn del caldo infusifa cerebro coraz&n(BHI)

Medio BHI(Biox6n) 37 &

Agua destilada 1000 ml
Suspender el medio en ol agua destilada,calentar ligeramente,dis-~
tribuir 2 ml del medio en tubos de 13 x% 100, ecterilizar en autoclave =

a 121°C durante 15 minutos (24) .
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2,- Preparacibn del caldo Todd Hewitt.

Medio de Todd Hewitt 30 g

Afua destilada 1000 ml.

Disolver 30 g del medio deshidratado en 1000 m) de agua destilada
Distribuir y esterilizar en autoclave a 121°¢C (15 1bs. de nresién) du-

rante 15 minutos (24) .

3.~ Preparacibn de agar sangre de carnero convencional,

Base de agar sanzre(RioxSn) 40 g
Sangre de carnero desfitrinada(hemoderivacos) 50 ml
Agua destilada 1000 ml

Ddsolver el agar en agua destilada,mezclar Yy remojar de 10 a 15 ~
minutos , calentar agitando constantemente,hervir durante 1 minuto 208
terilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos ,enfriar a usoc,agrg

gar la sangre .Distriduir ez cajas 4o petri, Se conservan en refrigera

cibn hasta por 2 gemanas (24) .

4.~ Preoparacibn del coldo urecasa enriquecido .

Parte A:
Caldo infusidén cerebro corazén{en polvo) 2.5 g
Triptosa C.5 ¢
Extracto de levadura de cerveza(en polvo) 0.4 g
Cloruro de sodio 2.7 g
Carbbn activado 0.2 g

Agua destilada 100 ml




Parto B

Saponina 0.1 g

Ureasa (Merck) . 0.1 g
Parte C :

Solucidn acuosa de acida de sodio al 0.1% 10 ml

Solucibn de DL-alcanfor al 10% en alcohol absoluto 0.5 ml

Esterilizar la parte A en autoclave a 121°C durante 15 nminutos, -
adicionar la parte B y mezclar ,calentar a 100°C durante 7 minutos en-
bafio marfa y agitar vigorozamente para disolver completamente la urea-
s8] y procurar que nd ge adhiera a la hota del nmatraz. Enfriar el caldo
rlpidamento con agua corriente ¥y ya a la teoperntura ambiente adicio -~

nar la partc C. Finalmente se colocan-5 ml de coldo ureasa enriquecido

en tubos de ensayo con tapbn de baquelita ,estériles (10) .

S.~ Preparacibn del agar sanzre de carnero modificado .

Parte A :
Agar infuslién cerebro corazébn 4,0 g
Extracto de levadura d2 cerveza(en polvo) 0.5 g
Cloruro de sodio 2.5 ¢
Agua destilada 100 ml
Parte B :
Solucibn acuosa de acida de sodio al 0.1% 10 n1
Solucibn acuosa de cristal violeta al 0.1% 0.2 ml
Urea 1.0 g

Decpués de que la parte A se esteriliza a 121°C duranto 15 minua



tos, se afiade inmediatamente la parte B. Se enfria hasta 5000 Y 88 o —-
aflale la sangre de carnero en una proporclibn del 5%,sc mezcla bion y -

se distribuye en cajas de peiri estbriles .

TOMA Y PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA .

La muestra se tom$ utilizando un hisopo de algoddn estéril;se lo-

indic6é al paciente que abriera la boca ,se deprimif su lengua con un -

abatelenguas de madera,estéril, se hizo un raspado de faringe y amig

dalas(o fosa amigdalima), sobre las &reas de oxudacibn,inflamacién y

ulceracién (1,20} . Enceruida se introdujo el higopo en un tubo con

dos ml de caldo infuslién cerabro corazén,dlndole movimiento rotatorio-
contra la parcd del tubc para suspender la muestraj;se incuda~on a 3?°C

durante 2 hr (10) .

Pogteriormente se procedid a la inoculacibn de los medios ,de la-

siguiente forma :

.~ Se realiz§ una resicmbra directa en agar sangre convencional-
tomando una asada de la muestra en suspensién e inoculando en la cri -
lla de la caja,después con un asa estbril s sembrf por dilucibn en es
trias ,hundiendo el asa bajo la superficie del agar,para observar me -

Jor la hemb6ligis de lae cepas qus s6lo produjerarn estreptolisina O (1,
9,20) .

2.~ Se tomb el hisopo del tubo de caldo infusibm cerebro corazbn-
Y se prosionfl contra 1a pared del tubo de ensaye para exprinlr el exce
80 de muestrza y cnsepuida cc pasd a un tubo de ensaye con tapfn de ba-

quelita,que contenia 5 ml de caldo ureasa enrigvccico (10) .




Los tubos Junto con las cajas Linoculadas, se incubaron a 37°C du=-
rante 24 hr,

Una vez finallzado el p?riodo de incubacibn ,sc hizo la observa -
cibn del crecimiento en las cajas de agar sangre ,teniéndo-cuidado para
detectar aquellas colonias con beta hemblisls,viéndo a través de una -
l&mpara luminosa .

El crecimiento de los tubos con caldo uroasa emriquecido,se inocu
16 en las cajJas de agar sangre convencional y modificado,de la forma -
descrita en la parte 2., Las cajas se incubaron a 37°C durante 24 hr,

Transcurrido el tlempo de incubacibn se procede de ipual forma -

que la de las cajas scmbradas direcctamente .

IDENTIFICACION DI LCS R3TRIPTOCOCOS BETA HMEMOLYTICOS AISLADOS .

La identificacibn de los estreptococos beta hemoliticos aisladog-
se llevd a cabo por medlo de : Métodoc Serolbgicos y por Métodos no Se

rolbgicos .
1.~ M&todos no serolbgicos

Prueba de la Bacitracina .

A las colonlas sospachosas se les hlzo la prueba de senzibilidad-
& la bacitracina para deterniinar si eran del grupo A. La prueba se rea
1128 sembrando el estreptacoco en una caja de agar sanzre dc cornero -
convenclional por estrfa cerrada, ensegulda se le colochd un disco de ba

citracina (Rloclin A) de C.0OL4 unidades. Las cajas se incubaron a 37%:._

durante 24 hr , al cabo de las cuales ge leyb 1z zona de inhibicibn(l‘
9,20,30,3%3,55) .
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2.~ M&todos Serolfgicos .

Para el agrupamiento del estreptococo ©s necesario preparar el ex
tracto antigénico del microorganismo, para 1o cual existen diversos mé
todos de extraccibn, loe que difleren considerablemente en complejidad
y eficacia (1,9, 13) .

La t8cnica del &cido caliente de Lancefield se considera como de-~
referencla para comparar los demfis m8todos. Desafortunadamente es com-
rlicade y consume mucho tiempo, por lo cual se prefirié la técnica da-~
autoclave de Rantz y Randall , la cual es relativamente simple y puede
ser utilizada efectivamente en la identificacibn de estreptococos (1

6,9) .

»

Extraccibn por autoclave de Rantz ¥y Raadall :

= Se inocularon estreptococos beta hemoliticos alslados en 40 ml-
de caldo Todd Hewltt y se incubaron durante 24 hr .

- Se centrifugd para sedimentar completamente las células bacte -
rianas, decantando el sobrenadante .

~ Se adicion§ 0.5 ml de MaCl al 0.85% al sedimento,

= Se transfiri6 el sedimento a tubos estériles de floculacién Yy -
se sometieron a autoclave a 1271°C durante 15 minutos .

~ Se centrifugb para completa sedimentacifn .

-~ Se transfirib el sobrenadante a tubos de ensayo limpios y estbe

riles, descartando el sedimento .

El extracto obtenido se puso en contacto con los antisueros .
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Procedimionto da 1la prueba (Método de la Precipitina o capilar) .

~ Se 1limpid el exterior de un tubo capilar con papel suave.

-~ Se sumergid el capilar'en el antilsuero de estreptococo grupo 4,
permitiendo que se clevara el suero, hasta un tercio de longl -
tud del tubo. Se limplid el exterior del tube para remover el -
exceso de suero y para provenir la adulteracidn del antigeno .

~ De nuevo se sumergid el capilar en el extracto de antigeno,co -
rriendo una cantidad igual a la del antisuero .

- Se 1limpib el exterior del capilar,se mezclaron bien el antigeno
Y el antisuero,invirtiendo el capllar varias veces,dejando espa
cio de alre arriba y abajo de la columna de liquido .

- Se colocd el capilar verticalmente en bloques de plastilina.

~ Se repitif el procedimiento ,usando los antisueros para los gru
pos B,Cy,D,F y G respectivamente .

- Se corrieron tambifn dos testigos positicos : uno A y otro B, y
adems un negativo que consistid de antigeno solamente .

- Inmedistamente despubs de que las pruebas fueron montadas se «
examinaron los tubos usando una luz poitente en frente de un fon

do negro, despuds de 5 a 30 minutos .

Interpretacifn : un precipitado blanco en el centro de la columna

representa un resultado positivo (1,6) .

DETERMINACION DE ANTIESTREPTOLISINAS .

La determinacibdn del titulo de antiestreptolininas se realizf --

usando el m&todo de dilucibn utilizado en el IMSS (35) .




Diluciones del guero :

o=

do"

€4~

fo"

B~

Poner 3 tubos de 15 x 125 rm en una gradilla y marcarlos 1:10

1:100 y 1:500 .

- Poner 0.5 ml de suero con una pipeta de 1 ml en el tubo marca
do 1:10 .
Afiadirle a oste tubo 4.5 ml de solucibn amortiguadora con una

Pipeta de 5 ml , de esta manera el suero queda diluido 1:10.
Pasar 1 ml de esta solucifn al tubo marcado 1:100 con una pi-
petz ac 1 nl .

Afiadirle a este tubo 9 rl de solucibn amortiguadora con una -
pipeta de 10 ml, en este tubc el suero queda c¢ilvido 1:100 .
Pagar 2 ml de esta nolucibn al tubo marcado 1:500 .

Afiadirle a este tubo 8 ml de solucibn amortiruadora, en este-

tubo el susro guedar& diluido 1:50GC .

Prueba :

ho-
io"

do-

k"’

l.~

Poner 14 tubos de 13 x 1CC £ en una zradiila .
Poner 0.8 ml del suers 2ii1fds 1:10 con una ripeta e 1 =l en
el primer tubo .

Poner 0.2 ml del suero diluidoe 1:1l,ccr uns ripveta de

D om

~. e

cn 21 segundo tubo .

Gon una pipeta de 1 =l colocar 1.7,0.8,0.6,0.4,0.3 de la diln
cibn de guero 1:100, & los tubos 3,4,5,6,7 respectivarcrnte .
Con una pipeta de 1 ml colocar 1.0,0.8,0.6,0.4,0.2 de 1la dilm
¢ibn de suero 1:500, a los tutcs §,9,10,11 y 12 respectivaren

to. A los tubos 13 ¥ 14 no se ios pone suero porque servirfn-




de control .

Mo~

e P
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Con una pipata de 1 ml poner 0.2,0.8,0.2,0.4,0.6,0.7,0.2,0.4,
0.6,0.8 ¥ 1.0 ml de la solucifn amortiguadora a los tubos 1,-
2,4,5,6,7,9,11,12 y 14 respectivamente, por lo que no se les-
afiadz solucibn amortiguadora .

Con una pipeta de 2 ml se ponen 1.5 ml de solucibn amortigua-
dora A1 tubo nfmero 13.

Agitese cuidadosamente la sradilla para mezclar el contenido.
Con una pipeta de 1 ml porer con mucho cuidado 6.5 ml de reac
tivo de estreptolisina 0 a todos los tubos menos a1 13,
Agftese la gradilla caidadosamente .

Poner en bajio de agua durznte 15 ninatos a 37°C N

Con una pipeta de 5 ml arregar 0.5 ml de la suspensibn de eri
trocitos a todos los 14 tudos v azftese culdadosamente.
Incubar a 3?°C on bailio de apna durante 45 minutos ,agitese la
gradilla transcurridos los primeros 15 minutos,

Centrifugar durante 1 ainuto a 15C0 rpm.

Léase hermblisis en el liquido sobrenadante .La dilucibn del ~
filtimo tubo en el que se encuentra henSlisis,al observarse —-
los tubos con luz blanca de buena intensidad, se tomar& como-

el n‘mers de unidades de antlestreptolisinas .

Controles :

Z1 tubo nfinero 13 c¢s ¢l eontrol de los glbbulos rojos.Contiene =

1.5 ml de sclucibén arcrtiguadora y 0.5 ml de suspensibn de glbhulos ro

JOB .
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El sobrenadante centrifugado o Jdespubs de dejarse sedimentar du -
ranic 2 hr no debe prosentar hemblisis. Zste tubo Lambhién puede em - -
plearse como comparacién para determinar gradoc mirimcs de homblisis ~
en los tuboe .

El tubo nfmero 14 es ¢l control de antiectreptolisina C. Conticne
1 ml de s0lucibn amortiguadora, C.5 ml de ¢streptolisina O y 0.5 ml de
suspensibén de glébulos rojos. En este tubo debhe presentarse henblisis-

intensa o total .



......

CAPITULO v

RESULTADOS




Se practlicaron ua lotel ¢ 200 cultivos de exudados tarfngecrn, -
de wuve cuales un total de 47 cultivos resultarc. . i’ iyor, qud corres
gonde al 23,5% (TABLA No. II). Yo antorlor sc deblr  nd wocnleo log =-

tres métodos de cultdvo ya maencionados: ASC, U-ASC y U-ASCH .

EL 51.06% de los cultivos posltlivos corresponden a estreptococos-
beta hemoliticos del grupo A,el 27.65% al grupo B,el 12.76% al grupo C
¥y el 8.51% a otros grupos (TABLA No. III) .

En la TABLA No. IV se muestran las proporciones de especificidad-~
en los mediog empleados para los ostreptococos beta hemoliticos. Se ob
tuvo un 51.06% de recuperacifn en el ASC convencional, un 89.36% en el
U=-ASC y un gigrificativo 95.74% para el medlio U-ASCM. Estos resultados

se nuestran graficamente en la FIG, No. 2 .

En la TABLA No. V se observan las proporclones de cultivos poéitl
vos recobrados en los diferentes medios con respecto al mayor nfinero -
encontrado en alguno de ellos, correspondiondo para el grupo A un - =
54+16% en ASC, un 100% para el U~ASC y un 100% para el U-ASCM. Para el
grupo B se obtuvleron los siguientes resultados: 38.46% de recuperacig
nes hechas en el ASC, 100% para el U-ASC y un 100% para el U~ASCM.Los-
resultados obtenidos para los estreptococos beta hemolfticos pertene -
clentes al grupo C son : 33.33% en ASC, 33,33% para el U-ASC yun - -
83.33% para el U-ASCM . Finalmente para otros grupos tenemos: 1005 pa-
ra‘el ASC, 75% en U~ASC y un 75% para el U-ASCM . Estos resul tados se-

muestran graficamente en las FIGS. 3,4.3 5 .

En la TABLA No. VI se tiene la proporcibn de aumento de recupera-

cibn en los medios experimentados con regpecto al medio convencional,
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observlndose que para el ASC es de 12.5%, un 21% para el U-ASC y un -

22,9% on el U-ASCM . Estog resultados se muestran en la FIG. No. 6 .

La titulacibn de antiestreptolisinas se practicé unicamente en -

los 28 de los 47 casos positivos de los exudados faringeos.

S1 consideramos como slgnificativo,titulos mayores a 1:250, el -
?75% de los paclentes tenia elevada proporcifn de anticuerpos , aunque-
lo m&c convenlente,es que se hublera hecho otras determinaciones para-

registrar los camblos que pudieran presentarse (TABLA No, VII) .
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TABLA II
PROPCRCION D% CUT'LIVG:S POSITIVOS %
MUESTRAS PRACTICADAS TOTAL PCSITIVOS
200 L7 23.5
TABLA III
CLASIFICACION SiEROLOGICA DE LOS ESTREPTCNGCOS
BETA HEMOLITICOS AISLADOS.
GRUPO MAYOR No. % TOTAL DE PCSITI-
T VOS DETECTADCS -
A 24 ——__51.0& _ __FCR LA METCLCLC-
B 13 27,65 A
C 6 12.76 . 47 ;
Otros L 8.8 .
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PROPORCICN DE &5
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TABLA IV

IFICIDAD EN LA RECUPERACION DE LGS LSTREIP

TOCOCOS B3ETA HEI'CLITICOS5 27 LS DIFERENTES MEDIOS.

MEDIOS GRUPO A GRUPO B GRUPO C OTROS  TOTAL %

ASC 13 5 -‘——:;.-- 4 2y 51.06
U~ASC 2y 13 2 3 42 89.36
U—ASCM‘“ 24 ) 15 5 3-_~. 45  S5.74

1 e e v o
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[ — s A———_—— —

PROPORCTOMN DE CUITIVCS Feli' 7vCG L s,

———— —

TASLA

EN LOS DIFERENTES MEDIOS.

73312048

————— - — . s

HAYOR No.

DE POSI

GRUPO ASC U-ASC U-ASCH TIVOS FECORRADOS

A 13(54.16%)  24(100%%) 24(100%) 2y i

!

B S5(38.46%)  13(100%) 13(100%) 13 f

c 2(33.33%)  2(33.33%) 5(83.33%) 6 '

Otros L(100%) 3(755) 3(75°%) 4 X
TOTAL 2y 42 L5




MUESTRAS PRACTICADAS

200

TABLA VI

aASC

PRCPCRCION D AL Y0 DE RECUTERAZICH

RaSZ420C AL MEDIO CONVELIC LN AT,

~ e

UeniC

25

12.5

U~ ASCM

45

-

- — ——
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TITULO DE ANTIESTREPTOLISINAS DE LOS PORTADPORES DE ESTREPTOQO

TABLA VII

COCOS BETA HEMCLITICOS .

TITULO DE NUMERO DE

ANTIESTREPTOLISINAS PORTADORES %
100 2 7.14
125 - -
166 3 10.71
250 2 714
333 3 10.7
500 L 14.28
833 6 21.42
1250 2 .14
2500 6 21.42
TOTAL

ESTUDIADOS 28 100
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FIG. 5

PROPORCION DE CULTIVOS CON ESTREPTOCOCOS BETA

HEMOLITICOS DEL GRUPO C RECOBRADOS EN CADA KE

DIO
83,%3%
s
33.33% 33.33%
v
////
g g
1 P4

.- Agar Sangre de Carnero Convencional (ASC)

2.= Ureasa + ASC

3.~ Ureasa + ASCM
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PROPORCION DE AUMENTO DE RECUPERACION

CON RESPECTO AL MEDIO CONVENCICONAL

215 22%
12.5%
= ©
//j =
1 2 3

1.~ Agar Sangre de Carnero Convencional (ASC)
2.~ Ureasa + ASC

3.~ Ureasa + ASCM
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El diagnéstico de una infeccibn estreptocbeica se establece tradi
cionalmente modiante los hallazgos clinicos, y solc en forma ocacional

el mbdico busca el apoyo del laboratorio .

Este dlagnbstico tlene clertas dificultades,ya que muchas veces -
éste se lleva a cabo cuando el paciente se queja de dolor faringeo,sin
que haya signos definidos de enrojecimiento, exudado o ulcecracibdn de -
la faringe y que algunas veces se trata de irrditacibn traqueal o tal -
vez la faringitis sea de otra etiologla (2) .

Varios autores han sefialado la falta de precisién del diagnéstico
de la enfermedad estreptocbcica basado solo en los datos clinicos y re
comiendan que ge intente sistem&ticamente el cultivo del microorganis-
mo. Norman y Mc. Farlame (36) calcularon la frecuencia del 26% de diag
nbsticos falsos negativos y de 54% de falsos positivos cuando la iden-
tificacibn de faringitis estreptocbeica:se hizo a través del cuadro -
clinico;Breese y col.obtuvieron resultados similares (25% de errores -
del diagnbstico) (37) y Dyment y cole (26% de falsos negativos) (38).
Stollerman (39) acentfia el papel del cultivo faringeo selectivo de es-
treptococos beta hemoliticos para ayudar a distinguir entre infeccibn-

viral y bacteriana .

El 6xito de un cultivo de exudado faringeo depende de varios face-
tores ,como pueden ser, la técnica para tomar el producto y la forma -

de procesamiento del cultivo (34) .

La toma de muestra es un factor decisivo, ya oue si bsta no se ha
ce adecuadamente todos los esfuerzos para recuperar el microorganismo~

causal de la enfermedad serfn inGtiles (1,20) .
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En el procesamiento de la muestra, loe medios de cultivo usados -

y su preparacidn, constituyen un punto de vital importamcia ,por lo -

que hay que tener en cuenta factores como : esterilidad, estabilidad ,

humedad adecuada, etc. (9) .

El cultivo faringeo debe ser utilizado en todo aquel paclente en-

que se sospeche una infeccibn estreptocbcica. Sin embargo,debido a su-

costo y otros factores, esto no siempre es posible. Pero independiente

mente de esto es poglble resumir algunos casos en que el cultive farin

geo pudiera estar indicado :

a.~ Dcberfn cultivarse todos aquellos casos de glomerulonefritis—

be-

Com

aguda o fiebre reumftica,que sean vistos y diagnb6sticados por
el médico. La experiencia en el Hospital Infantil de México -
ha mostrado que no es raro que despvufs de un caso de nefritis
aguda, se presenten otros en la misma familia.Por lo tanto si-
se comprueba mediante el cultivo la presencia de este gbrmen-
en el nficleo familliar, ge tomarfan medidas preventivas, lo -

mismo seria aplicable sl el caso es de fiebre reum&tica.

En todo nifio menor con exudado purulento, pues en estos casos .

es probable que dicho exudado no sea estreptocbcico,sinc por-
adenovirus y un resultado negativo sugiere confirmacién del -

diagnbstico y darfa confianza al m&dico faziliar .

En todos aquellos nifioe con exudado purulento sin importar la
edad ,en que se contemplen otros diagnbsticos diferentes del-

estreptococo, por ejemplo difteria o mononucleosis infecciosa.
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En estos casos un cultivo negativo orientarf mls en otra direccibn .

d.- Se sugicre el cultlvo en aquellos nifios que aunque asintomfti
cos pudlieran ser la fuente de contagio repetido de algln miem

bro familiar con amigdalitis de repeticifn .

o.- Todog aquellos casos de amigdalitis de repeticidn con el fin-
de comprobar su etiologla verdadera , pues a menudo dichos ca
808 no tlenen como etiologia al estreptococo, sino mls bien -
corresponden a enfermedades virales, o el dolor faringeo tie-
ne otra etiologla no infecclosa. En todos los casos un culti-

vo negativo evitarf el uso indiscriminado de antibibticos .

f.- On cultivo est& indicado en todos aquellos casos en que por -
no exlstir el cuadro clésico de la infeccidn estreptocbcica -
el médico tenga dada del diagnbstico . En estos casos un cul-

tivo positivo aclararh el‘problema 2) .

Por otra parte,las relaciones ecelbgicas del S. pybgenes con bagc
terias no patbgenas de la garganta son interesantes y comylejas., San -
ders y Crowe (19) , repoitaron que la colonizacibn con estreptococos =
grupo 4, varfa de acuerdo al grado de interferencia que la flora nor =
mal orofaringea era capaz de ejercer, y que finicamente los estreptoco-

cos ciridans,eran capaces de ejercer interferencia bactertiana .

Se ha observado tambifn que entre las causas que inhiben a los eg
treptococos beta hemoliticos se tienen a : las bacteriocinas de los es

treptococos viridans ,productos metabblicos tbéxicos(perbxido de hidrb-
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geno) ,disminucibén de sustrato, creacién de un medio ambiente hos - -

til (29) .

Muchas de las interacciones bacterianas que ocurren en vivo tam -

bi8n suceden in vitro (medios de cultivo) (29) .

Por consliguiente, para maximizar la recuperacibn de S. pyogenes -
de cultivos faringeos, es necesario eliminar tanto como sea posible ,a

la flora inhibidora .

Ya que los estreptococos viridans han sido los mls frecuentemente
asociados con la inhibicidén de los estreptococos del grupo A, todo me-
d1o selectivo debe de estar disefiado para suprimir su crecimiento.Sin-
embargo , este norha sido el caso de muchos medios , debido a que cuan

do0 inhiben a los estreptococos viridans usualmente tamtién inhiben a -

los S. pyogenes .

En este estudio, el caldo ureasa enriquecido y el agar sangre mo=-

dificado mostraron ser la excepcidn .

En cuanto a los resultados, se obtuvo un 23,5% de cultivos positi
vos , basados en el total de cultivos obtenidos por el empleo de los -

medios indicados en la metodologla en estudio .

Dos estudios realizados en México, Escamilla (11) y Giono y col.-
(12) ,informaron un 10.7%, el cual representa un 54.5% menos que el ==
nuegtro. Reclentemente tambibén en México, Garcfia M.A., usando medios -
gelectivos a base de Sulfamethoxazole y Trimethoprim (34), public6é un-

11.33%, el cual representa un 51.79% menor al nuestro .

Del 23.5%, un 51.06% ccrresponde a estreptococos del gruvo A, - -

27.65% del grupo B, 12.76% al grupo C y un 8.51% a otros grupos .
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La proporcifn obtenida para los grupos A y B concuerdan con otros
resultados antes obtenidos (11,34). Con respecto al grupo C y otros =
grupos (34) reporta una proporcibn ligeramente superior a la nuestra,-

30.8% contra 21.27%( nuestra proporcifn sumando grupo C y otros grupos).

Los resultados obtenidos en la TABLA No. IV nos muestran claramen
te el incremento notable en la recuperacifn del estreptococo beta hemg
1ftico de loc grupos A ¥y B , de los medios de experimentacidn con res=-
pecto al medio convencional de agar sangre.Asi nos da la especificidad
de los medios. Esto es importante porque estos dos grupos: & y B, pro-
ducen aproximadamente el 90% de las infecciones del tonducto respirato
rio superdior causadas por los estreptococos, y una cierta proporcibn -

de las infecciones neonatales (1,34) .

Vale la pena hacer notar que de todos los medios empleados, el ~=
U-ASCM y el U-ASC, es donde se obtiene la mayor recuperacibn de los eg

treptococos beta hemoliticos de los grupos A y B .

En la TABLA No. V ge obtienen la proporcibdn de cultivos recobrados
en cada medio de cultivo experimentado, con respecto al mayor nfimero -
encontrado en alguno de ellos y nos muestra tambifn que en los medios-
U~ASCH y U-ASC se obtienen las proporciones mas elevadas de recupera ~
cién de los estreptococos, con excepcibn de:la proporcibn de otros gru
pos, cuya proporcibn fué mayor para el ASC y para el U-ASCM y U-ASC -
fué igual .

Otro de los resultados de mayor relevancia son los de la TASLA -
No. VI en donde se observa el aumento de recuperacibn de los estrepto-

cocos basta hemoliticos .

El ASC tuvo una recuperacibn del 12.5%5, el U-ASC un 2% y el = ~



U~ASCM un 22.%%, lo cual quiere decir que el U~ASCM tuvo un aumento de
recuperacibn del 6.7% con respecto al U~ASC y un 44.5% frente al ASC .

El U-ASC tuvo un aumento del 40,55 con respecto al ASC .

Rakamizo y Sato (10), usando la misma metodologia,encontraron en-
un estudio con personas que tenfian fiebre escarlatina recuperacifn de-
estreptococos beta hemoliticos de 23.6% para ASC y de 19.8% para el -
U-ASCM , el cual representa un aumento del 52.62% de recuperacibn con~

respecto al ASC .

El aumento obtenido por Nakamizo y Sato (10), de U~ASCM sobre ASC
concuerda con el que nosotros obtuvimos de una poblacibn donde la in -~

feccién del paciente podria haber sido de etiolozfa viral o estreptoc8

cica .

El medio U-ASCM inhibib el crecimiento de gran parte de la flora-
normal, incluyendo los estreptococos viridans , en ol cual la competen
cia bacteriana es grandemente modificada y la recuperacibn de_S. pyb6ge
nes es incrementada. En ¢l medio U-ASC cerca del 15% de los cultiwvos -
que resultaron ser positivos para el aislamiento de estreptococos beta
hemoliticos, tuviéron crecimiento de flora normal, principalmente de -
estafilococos. Estos estafilococos no aparecieron en el medio U-ASCM ,

debido a la presencia del cristal violeta que los inhibe .

En cuanto al medio ASC, el crecimiento de flora normal como:es -
estreptococos viridans, estafilococos, pseudomonas, neisserias, entre-
las mfs importantes, fuf abundente . Lo anterior representa un gran -
problema, tanto para su identificacién como para su alslamiento,lo -
cual no acontoci$ con los medios U~ASCM y U~ASC tanto en cultivo puro-

como en la pequefla proporcibn de cultivo contaminado .
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El nfimero de coloniac de estreptococos beta hemoliticoo en el me-
dio U-ASCM fubé generalmente mayor que en el medio G-~ASC. En el medio -
ASC el nfimero de colonias observable fué generalmente muy pequefio,pues
el crecimiento de la flora normal faringea llegaba a enmascararlas -

cuando estas estaban presentes on el medio .

El caldo infugibn cerebro corazbn empleado en nuestra metodologia
no lo utilizamos como medio de transporte como a primera vista aparece,
sino gque finicamente 1o usamos para homogeneizar la muestra, de esta ma
nera al inocular los medios nos aseguramog de que esta era mfs repre -
sentativa , 1o cul no sucedia utilizando el hisopo para inocular prime
ro un medio y despubs el otro y tener que alternar el turno para ver -
que medio era primero inoculado y cual despubs. De esta forma también-
nos evitamos tener que tomar dos muestras y los problemas que esto -
trae consigo. En consecuencia, ya on la prhctica de rutina no hay nece

sidad de utilizarlo .

Finalmente en la TABLA No. VII se observan los titulos de anties-
treptolisinas , clasificando los 28 casos en los diferentes titulos -

Junto con el por clento de cada uno de ellos .

El problema més importante acerca del tftulc de antiestreptolisi-
nas, es el de definir los valores "normales" del mismo en relacibn a -
las diferentes caracteristicas de los grupos humanos que se pretendie-
ra estudiar y de ahi aplicarla al individuc en estudio. En forma gene-
ral, 86 habla para los grupos . Se puede decir que un tftulo de 400 U,
es elevado, pero para el individuo, un titulo de 200 U. podria ya re -
presentar una elevacibdbn significativa si viniese cursando previamente-

con 50-100 U ,
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Se considera que un cambio significativo del tftulo de anties -~
treptolisinag, debe variar no menos de dos tubos y, en ese aspecto, -~
tiene el mismo significado la elevacibn de 100 U. , a 200 U. , que la-
de 500 a 1000 U.. Es en base a estc cambio en el tftulo de antiestrep-
tolisinas,como se determina si se trata de una infeccifn estreptocbei-
ca o de un caso de portador . De ahf la necesidad de realizar wvarias =~

determinaciones,para saber de que se trata .

El IMSS (35) considera 250 U. , como titulos elevados de anties -
treptolislnas .Partiendo de esto, el 75% de los pacientes tenfan titu-

los elevados de antiestreptolisinas .
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CAPITULO VI

CONCLUSION




Este estudio demostrd claramente que siguliendo la metodologia in-
dicada se aumentan considerablemente los alslanientos de estreptococon

beta hemoliticos, cumpliéndcse asi el objetivo .

La introduccifn do un tubo ureasa enrdquecido y un agar sangre mg
dificado no habia sido incluido en la metodologia de alslamiento de -

otros autores, habiéndose obtenldo dec este medlo la mayor reccuperacibn.

Respecto al medio U-ASC, se obtuvo una recuperacifn bastante acep
table y que puede resultar cbmoda, ya que utilizhndolo tendria la ven-
taja de que finicamente se prepararfia ol caldo ureasa enriquecido como-

medio adicional al método de rutina .

Por 10 que respecta a1l costo del cultivo, este es bajo, debido a-
que las sustancias con que se preparan los medios son baratas y se adl
cionan a los medios en cantidades muy pequefias, y eun cambio los benefi
cios que traerfa introducirlos en el laboratorio de rutina serfan bag-

tante buenos .
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