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y estandarizada, a los

B de

Identificar de forma presuntiva,
estreptococos beta-hemollticos del grupo a y del grupo
Lancefield, por medic de discos de papel filtro impregnados

con bacitracina, triﬁetnprim—sulfametoxazol y beta~lisina.



I'NTRODUCCTION
Definjcién y estructura de los estreptocecos:

Leos ~ estreptococos se ohservaron por vez primera - en ,uh;

erxudado purulento de enfermos de erisipela (Billrnth,jlﬂ?#) v

de Tfiebre puerperal (Pasteur, 1875). Desde entonces:

microorganismos han sido cbjeto de varios estudios(

vos,

tos estreptococos son coces BGram positi

esfaricas, tvales, y en algunas casosié d] da

forman cadenas mas o menos largas (13,21,48);" 

Son hicronrqanismos aerobiosr facuit%f;vos, i aungue’ se
desarrallan mejor en atmésferas con un contenido de  oxlgene
reducido., Los estreptococos son catalasa y citocromo oxidasa
negativos. Estas caracteristicas bioquimi:as Y su
'disposxciﬁn celular permiten diferenciarios de los

estafiloccocos (13,21,48).

El género Streptococcus e3 une de les cinco  génercs
pertenecientes a la familia Streptococcaceae. los otros

cuatro génercs son  Aerpcoccus, Famella, Leuwconestoc vy
Padiacoccus (46).

Las miembros del génere Streptoceccus constituyen la flore



bacteriana dominante de la boca a la faringe humanas. Algunas
especies de estreptococos son habitantes nermales del tracto

intestinal (21).

Es exiguo el crecimiento de los estreptococos en agar nu—
tritivo; para su desarrolloc se requiere de uﬁ medio
enriquecideo. Los estreptococos son exigentes y complicados
en relacidon a sus requerimientos nutritivos. La fermentacidn
de glucdsidos es homefermentativa, con el dcido lactico dex-—
trégiro come producto final, Necesitan de vitaminas del grupo

B y aminodcides para su  crecimiento (21,48,49).

Similares a otras bacterias patégenas del hombre, la
temperatura dptima de crecimiento es de 37° C. A temperaturas
de 5S56* C muere la mayoria de las cepas hemolliticas
estreptocecicas; sélo algunas especies sobreviven a dichas

temperaturas (13,25,4%9).

pel género Streptococcus, la especie mads importante
productora de enfermedades contagiosas para el hombre
corresponde al grupc A de Lancefield. Se conoce también come

la tual produce el 95% de todas las

Streptococcus pyogenes,

infeeciones estreptocdcicas (13,21,235,48,49).

Después de un pericde de incubacidn de 18 a 24 horas, los

estreptococos  del grupo A crecen &n agar sangre en  tres



diferentes formas de colonias:

a) Colonias nmugoides: las cuales son alargadas vy
brillantes, con la superficie en forma de chpula. Los
estreptococos que crecen de esta forma generalmente producen

cApsulas de acido hialurénico y proteina M.

b) Celeonias mate: las colonias de este tipo presentan un
aspecto opace, son planas, con tendencia a producir una
superficie rugesa, debide a que en la mayorla de los casos se
desarrollan &a partir de colenias mucoides que han perdido

humedad. Es por ésta razén que también se les llama

colonias post-muceides; fretuentemente producen protelna M.

€) Colonias lustrosas: gson lisas y brillantes en

apariencia, tiemen un didmetroc menor a los otros dos tipos de

colonias; la protefna M esta presente en raras ocasiones.

Debe hacerse notar que la relacidn entre la colonia y la
produccidn de la proteina M solamente es aproximada y no debe
considerarse una caracteristica definitiva, pues existe wuna

Hotable variacién en estas dos prepiedades entre las cepas de

Streptococecus pyogenes (2,48).

El aspecto de las colonias de 1los grupos B, Cy G de

Lancefield de estreptococos beta-hemeliticos - tanto los



superficiales como los que crecen en el interior de la gelosa
sangre — no difieren mucho de las colonias del grupo A.
Normalmente son opacas, y algunas cepas de un blanco.
brillante, con elerto parecido a las colonias de
estafilococos cuando crecen en agar sangre. Algunas cepas del
grupo B de estreptococos forman colonias de color rojo

ladrillo mate, cuande son incubadas anaerdbicamente (21).

Las colonias de estreptococos beta-hemolf{ticos en agar
sangre de borrego se rodean por una zona bien definida de
beta~-hem&lisis, de é a 4 veces el didmetro de la coloniaj no
ohstante, hay un amplio margen de variacién. El aspecto de
las colonias depende directamente del tipo de gelosa sangre y
no todas las caracterlsticas deseritas aparecen en un solo
tipo de medio. Las colonias gque crecen dentro del agar (por.
la teécnica de agar fundido y vertido) son variables en :uants
a su forma. Algunas son un poco lanceoladas, Dttal ovaladas o

redondas (21).

La hemélisis y la morfolog{a colonial de los estreptococos
son las caracter{sticas principales para identificarles en

agar sangre.{21)

La composicidén quimica de !a pared celular de los

estreptococos ha ocupado la atencidn de varits autores, vy de



sus_estqdios se ha revelade que los componentes de mayor
importancia en cuante a la virulencia de los estreptococos y
a su clasificacién se localiza en la superficie de la célula
de la bacteria. La figura ! muestra la localizacidn de 1los

componentes principales (9,21,48).

La parte mAs externa de la superficie de la ceélula es la
cépsula. En los estreptococos del grupo A, la cdpsula se
compone de acido hialuronico, formade por N-acetilglucosamina
¥y acido glucurénico. El acido hialureénice no es antigénico,
pero si antifagoc{tice, En el grupo B, la capsula se compone
de un polisacdrido, el que representa una sustancia tipo—
espec{fica. Su especificidad quimica y serolégica permite el

reconocimiento de los tipos Ia, Ib, Ic, Il y III (2,13,23,85,

48,49) .

Hacia el interior de la célula, la pared.celular sigue a la
cApsula. Esta estructura se divide en tres capas en

estreptococos del grupe A de Lancefield (2,23,85,48).

A) La capa mas externa de la pared celular estd formada por

los siguientes compuestos:

1,- Acido lipoteicéico (ALT).
2.- Proteina M,

3.- Proteina T.



‘FIGURA 1

DIAGRAMA DE DISTRIBUCICN DE ESTRUCTURAS
SUPERFICIALES EN Streptococcus pyogenes

Tomado de Krause R. M. Bact. Rev. 271369, 19&3.
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4.- Proteina R.

‘Sam P;oteina M-asociada (MAP), también llamada proteina
de tipo no especifico.

4.~ Factor de opacidad del suero (SGF)

7.~ Factor de enlace Fc.

B} La capa media dea la pared celular estd compuesta por el

carbohidrato C grupo-especffico y los Acidos teicdicos,

C) La tercera capa que compone a la pared celular estd

formada por la péptidoglicana.

l.a superficie del estreptococo del grupo A estA cubierta
por proyecciones vellosas, designadas como fimbr!as, que
penetran por abajo de la estructura de la pared celular.
Las fimbrias tienen dos determinantes. Una de ellas es el
Acido lipoteicdico (ALT), que permite al microorganismo
adherirse a las células epiteliales de ia mucosa oral humana,
mediante la mitad de los acidos grasos de su molécula.
Existen ademds receptores de ALT en la superficie de los
leucocitos polimorfonucleares humanos. Estos Jjuegan un
papel importante en el reconccimiento del grupo A de estrep—
tococos y en la capacidad de enlace en el proceso de

fagocitosis (2,23,85,32,48).

La segunda determinante de las fimbrlas es la proteina M.



Es un factor de virulencia, responsable de la resistencia a
‘la  fagocitosisy es la austancia tipo-especifica de 1los
‘estreptococos del grupe A de Lancefield. Estimula la
‘produccidn de anticuerpos opsonizantes, y se destruye por la

Erlpsiniza:iﬁn. §e bha observado que la proteina M contiene
dos porciones: una con actividad precipitindgena y la otra
con actividad antifagoclitica. La primera esta compuesta por
moléculas pequefas, tipo e=pe:lfi:35, mientras que la segunda
congiste en una reunidn de moléculas con un éeso molecular de
30 mil daltons aproximadamente. Las dos porciones son

bioldgicamente distintas y pueden ser separadas (2,23,25,48).

Algunas cepas de estreptococos del grupo A contienen mds
de una pruteina M. Los diferentes tipos de proteina M se
pueden demostrar mediante varias pruebas, comoe las de
precipitacion, aglutinacion, hemaglutinacion, actividad
bactericida, seroproteccidn al ratén y fijacidn de

comp lemento (2,25).

La impertancia de 1la proteina M justifica 1la ceonducta
actual qe investigar la qrevalencia de tipos M particulares
en varias partes del mundo, y de preparar este antlgeno en
una forma segura y altamente purificada, como proyecte de e-
laborar una vacuna polivalente de proteina M para el use hu-—

"mano en el futuro (48).



La proteina T no es dnica, sino una designacién gque agrupa
a diferentes proteinas resistentes a la digestién por enzimas
protecliticas:: En cepas de estreptococos del grupo A de
Lancefield, pusden existir protelnas T leralﬁqicamente
distintas en combinacién con uno o mas tipos de protcina M.
Mas aun, tipos de M poseen mds de un antigeno T como regla.
éor ello, =se utiliza como marcador secundario para cepas no

tipificables por proteina M (2,146},

La protelna R se describe en los tipos 3 y 28, vy participa

#n algunas reacciones de aglutinacioén. (2,48)

El- factor de cpacidad de suere (80F) se encohtré come una
segunda sustantia tipa-elpe:!ficn en llguﬁns estreptococos
del - grupe A, especialmente en aquellos qu} producen
pobremente la proteina antigénica M o en los que el suero

tipificador de M es dificil de preparar (2,48).

Tanto las proteinas T y R, asl como el SOF, son sustancias

de gran ayuda en la clasificacién de estreptococos (2,48).

El factor Fc de enlace no ha sidoe investigade a feonde

tocdavia, por 1lo que no se conoce bien su estructura y su

funcidn (8,48).

El carbohidrate C grupo—especlfico, principal componente de



la segunda capa de la pared celular, fud utilizado por
Lancefield en 1928 para cstablecer la clasificacion de 1los
grupos seroldgices, que se designan con letras maytsculas de
la A a la V, El polisaciarido C ocupa 1 10% del peso seco del
nicroorg;nismo. Esta constituido de ramnosa y hexosamina con
snlaces alfa, (1,3), unido a un mucopéptide por puentes de
alanina. La sspecificidad rasulta de un residuo de N-acatil
glucosamina en el grupo A y N-acetil galactosamina en el gru-

po C (2,33).

Las maltiples actividades bioldgicas de la péptidoglicana,
demostradas in vitro e in vivo, indican que este componente
~ que en principic se considerd solamente como la estructura
responsable de la rigidez de la pared celular, y que es el
primordial componente de la tercera capa de la pared celular-
también juega un papel importante en la génesis de las enfer-—
medades estreptocécicas y, posiblemente, en lags secuelas de
.EStas. Se ha considerado que.la péptidaglicana se localiza en
la parte interior de la pared celular, pero estudios realiza-
dos por Glearly y col. en 1977 indicaron que el sitio recep-
tor para la unién del fago A2S es una porcion de ia peptido~
glicana del estreptococo. Esta observacidn indica que la pép—
th;ogl‘u:anu puede localizarse en la superficie de la célula
al menos en una parte, o quizd este expuesta durante el pro-
cesp de formacidnm de la pared celular. En 1979, Ryc y col. de

mostraron con la técnica de la inmunoferritina que algunas
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porciones antigénicas de la péptideglicana se localizan en la
parte filamentosa suparficial de la pared celular. Como re-
syltade de todos estos estudios, se puede deducir gue la pép~
tidoglicama forma una estructura de mosalce intercalade en la

pared celular del estreptococo (2,16,21,23,49).

Virulencia y patogenicidad de los estreptococos:

La patogenicidad del género Streptococcus se debe a la gran

cantidad de wsustancias extracelulares gue produce. Los
cempuestos toxicos maes importantes desde el punto de vista
clinico se han identificado y analizade bticlégicamente (13,

21,25,48,49) .

Entre las principales podemos mencionar a la toxina eritro-
génica responsable de la erupcidn en pacientes con fiebre es-
carlata. Es clitotdxica, aumenta la sensibilidad a las endoto-

*xinas y exhibe gran actividad pirotéxrica por liberaciéen de
pirbgeno endégeno} es antigénica y preduce anticuerpo neutra-—
lizable. Se asovcia con el acide hialurdnico. Solamente la pro
dugen las cepas que se .encuentran en estado lisogénico.

Hasta ahora se han descrito tres tipos antigénicoss A, By C

t13,21,25,48) .

En 1932, Todd describid dos tipos distintas de boxing;z

11



las hemolisinas 0 v S. Estas son responsables de la actividad
hemolitica de los estreptococos. Las separd basdndose en su
poder antigénico vy en su susceptibilidad a 1la inactivacién,
per oxidacién. Todd denomind estreptolisina O a la hemolisina
con poder antigénico y sensible a la oxidaciéng Yy
estreptolisina S a la no antigénica y resistente a la
oxidacidn. La estreptolisina S es termolabil, no se produce
en caldo de cultivo sin suero y'se inhibe su fermacidn en un

medio rico en glucdsidos fermentables (21,4%).

Existen ademas, en los estreptococos del grupo A, toxinas
qu son enzimas Yy actdan sobre las células cuando
despolimerizan al DNA, Estas enzimas son llamadas
desoxirribonucleasas. Se conocen cuatro formas antigénicas
diferentes, inmunolégica y electroforédticamentes A, B, C y D.
Estas enzimas no penetran a través de las membranas plasmati-
cas de las ceélulas vivas de mamlferos, por lo tanto, no son

citotdxicas (13,48).

Dentro de las toxinas estreptocdcicas también puede men—
cionarse a la hialuronidasa,que ataca al acido hialurénico de
la cdpsula estreptocdcica. Frobzblemente esto favorece a 'su
inestabilidad. En 19233, Duran Reynelds lo denemind como fac-—
tor de difusidn a causa de sus notables efectos liticos sobre
la sustancia fundamental del tejido conective. Se piensa que

en la hialuronidasa es importante la tendencia caracteristica

i2



de los estreptococos de difundirse rapidamente en los tejidos

de los mamiferos (13,48).

Otros productos estreptococicos extracelulares - como la
estreptoquinasa, difosforidin-dinucleotidasa y proteinasas-
son antigeénicas, pero su uso en la determinacién por

santicuerpos es ahora poce comun {(48).

Clasificacidn de los estreptococoss

La caracterlstica mAs importante para la identificacién en
medios de cultivo de los diferentes egstreptococos es el tipo
de actividad hemolitica que poseen sobre los eritrocitos .det

medio (13,21,34).

En 1903, Schott Muller propuse clasificar las diferentes
.variedades de estreptococos, segin su capacidad de hemolisar
los eritrocitos cuando s$e cultivan en caldo sangre. En 1919,
érown deseribid y definiéd 1a actividad hemolltica en agar
sangre. Recientemente, Taranta y Moody han separado y descri-
to a los estreptococos tlpicos en las definiciones de Brown

como sigue:

- Alfa (<X): Zona vaga de destruccidn parcial de los

eritrocitos alrededor de la coloniaj a menudo acompatadas por



un cambic de coler del medio de rojo a verdoso o marroén.

- Beta (1 Zona clara, incolora alrededor de la colonia,

en la que los eritrocitos estan completamente decolorados.

- Gamma (f): La colonia no produce decoloracion ni posee

actividad hemolltica aparente.

- Alfa primg &% o dé gran zona: Forma un pequebo halo o
envoltura alrededor de la colonia, debido a 108 eritrocitos
intactos o solo parcialmente 1lisados, Yy una gran 2z2ona
de hemdlisis completa. Cuando se observa directamente este

tipo de hemplisis, puede confundirse con la hemélisis @.

Las definiciones de Brown se basan en la .observacion
microscopica de las colonias interiores del agar sangre (ce;—
nica de agar fundido y vertideo)., Durante muchos afios, estas
yefiniciones se han aplicado para caracterizar colonias de

placas sembradas en estrla (21).

Los efectos que poseen los diferentes tipos de sangre sobrae
la expresidén hemolitica, se han estudiado ampliamente: el ti-
po de hem&lisis cambia radicalmente de &a @c ad‘, dependien—
do del tipo de sangre basal. El cambio en la hemélisis con
sangre de diferentes procedencias, se manif{esta en el tamafioc

de la zona hemolltica y en la definicién del borde de la mis-
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ma. Las diferepcias de la hemélisis o se escalonan desde li-—
geras variaciones en la intensidad del color verdeso por una

parte, hasta la hemdlisiso'en la otra (£1).

Es por estoc que los investigadores Han propuesto 1la
utilizacion de sangre de oveja en loas medios de agar sangre
para la identificacién confiable de estreptococos beta-hemo-
ilticos, La mayor parte de las infecciones estreptococicas

humanas son debidas a los estreptococos beta-hemoliticos (21

Eh 1928, Lancefield proporciond la evidencia de que en los
estreptococos beta-hemolliticos existia una heterogeneidad de
cepas, incluyendo tipos y grupos patdgenos. Diferencid a los
estreptococos beta-hemeli{ticos en grupos inmunoldgicos diver-
€05, en base a los antigenos grupo-eapecificosy fueron iden-
tificados como carbohidratos, clasificandolos con letras ma-

yusculas de la A a la V (32),

Las estreptococos pertenecientes a los grupos A, B, C, D, F
y B son los mids importantes desde el punto de vista cilnico:
son los que producen las infecciones humanas estreptocdcicas

mas frecuentes (21,32,48,49).

El grupo A de Lancefield, que tambien es llamado

Streptococcus pyogenes, es el principal causante de las en-—

fermedades respiraterias superiores. Las infecciones produci-



das por el! grupo A se han separado en dos grandes Qrupos:

1. Infecciones estreptocdcicas  supurativags  Estan
condicionadas a la capacidad invasora del microorganismo y "a
la resistencia a 1la fagocitosis de las cepas virulentas,
producida por la presencia de la proteina M o acido .hialuro-
nico capsular., Incluye 1la faringitis estreptocdcica aguda
- con o sin escarlatina -, y todas sus complicaciones supura-
tivas, como la amigdalitis, adenitis cervical, otitis media,
mastoiditis, abcesos peritonsiliares, meningitis, pulmon(a,
peritonitis, neumonia, infecciones uterinas estreptococicas
del puerperio, rinitis, celulitis estreptocdcica vy la erisi-

pela (13,21,48,49).

2.~ Infeccicones estreptocécicas ne gupurativas: Son aque-—

llas enfermedades que se presentan como secuelas tardlas de
una infeccidn estreptocdcica. Las de mayor importancia son la

fiebre reumdtica v la glomerulonefritis (13,21,48,49).

Los estreptococos pertenecientes al grupo B de Lancefield,

Streptococcus agalactiae, se han presentado como la mayer

causa de neumonla, meningitis y/o septicemia en nifos recién
nacidos. También después del parto en mujeres que presentan
endocarditis, wvaginitis y septicemia. Ademis se han aislado
en pacientes con enfalitis, otitis media e inwfecciones del

tracto urinario (21,48,49,51}).



El grupo C de Lancefield incluye tres especiest

-@treptococcus squismilis, Straptococcus agui Yy
8treptococcus zpoapidemicus. Todas causan infecciones en

humanos y en animales. De estas tras especies, la
Btreptococcus equismilis ex mis frecuente en infecciones de
la piel y puerperales. Cominmente se sinlan de heridas vy odel
tracto respiratorio, y causan enfermedades diversas, como seg

ticemia, endocarditisz y amigdalitis (30,40,48,49,%2).

Los estreptococos que poseen el antheno del grupe D de
Lancefieid, cominmente 1lamados enterococos y conocidos como
Streptococcus fascalis y EStreptococcus faecium, se han
aislado de infecciones graves. Ejlemplos de tales infecciones
#on la endocarditis subaguda (en el B0% de los casos), infec-
clones del tracto urinario fen el 10% de los casos), pacien-

tem con smepticemia, asi como heridas profundas y abcesos

(30},

€} grupo F de estreptococos, Streptococcus anginosus, se ha
reportado como el causante de algunas infecciones de heridas
y meninges an humanes. édemés es reasponsable de algunes
casos de bacteramia después de una extraccion dental. Se han
aislado también de la faringe y tracte intestinal de indivi-

duos sanns. Se caracterizan por ser microaerofllicos (30,493,
Les eastreptocecos del grupo G de Lancefield ne tienen un

17



nombre especial. La designacién de Streptococcus canis es
debida a su frecuente aspciacidn con infecciones producidas
on los perros. En humanos, las infecciones més frecuentes con
las que se han asociado son puerperales, de heridas, de piel,
del 1llquido cefalorraquidec y, ocasionalmente, de septicemia
y endocarditis aguda. Ep han aislado del tracto gastrointes-—

tinal y respiratorio (30,40).

Los estreptococos llamados viridians se han estudiado en
menor escala, pero pueden dividirse en dos grandes gruposs
los alfa-hemolliticos y los gamma—hemollticns. Eatos estrepte-
cocos no poseen antlgenos de Lancefield. Es por esto que su
identificacién requiere de la realizacién de pruebas bloqul-

micas y Tislolaégicas (30,40).,

Dentro de los estreptococos alfa-hemoliticos, dos especies
e han estudiado especialmenter Streptococcus sanguis vy
s ftreptococcus mitior. Cerca del 394 de las cepas de
Streptococcus sanguis presentan el antlgeno H. Esta especie
2 ha aislado de pacientes con endocarditis, septicemia e
infecciones purulentas, Streptococcus gggigf se ha aislado de
pacientes con enfermedades sistémicas, tales como endocardi-
tis y septicemia; algunas cepas de esta especie tienen el

antligenoc del grupo K, M u 0 (30,40).
Existen cuatro especies predominantes de estreptococes no
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hemoliticos aislados de material clinice humano:

Streptococcus milleri, Streptococcus mutans,
Streptococecus salivarius y Streptococcus bovis. La mayor

parte de la especie de Streptococcus milleri mno posee un

antigenno de grupoy se ha localizado en diversos abcesos de
diferentes organcs, como en el sistema nervioso central,
toran Y abdomen. Algunas cepas de la especie

Streptococguyy mutans contienen el antlgeno del grupe E3y se
han asociade a infecciones de endocarditis y caries dental.
Aproximadamente el SO0 Y% de las cepas pertenecientes a la

especie de Streptococcus sallvarius poseen el antlgeno del
grupo Kj se han considerado como no patégenos. La especie
Streptococcus bovis se ha dividido en dos tiposs biotipo I y
11; esta especie posee el antigeno del grupo D, . y
frecuentemente se le llama estreptococo ‘delt grupe D no
enterocdcica. €1l biotipo I se bha asociade con la

endocarditis (30,40).

Importancia clinica de los estreptococos:
La informacién disponible indica que 1las infecciones
estreptocécicas y sus secuelas son un problema de salud

publico mundial de considerable importancia.

Los estreptococos patdgenos del hombre se han encontrado en
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todas las zonas climaticas del mundo. Los datos sobre la in-
cidencia de infecciones estreptocdcicas indican que éstas son
uﬁas de las enfermedades bacterianas mas frecuentes en el
hombre de climas frios y secos, aunque también son comunes en
dreas tropicales y subtropicales. Sheehen y Feldman ohserva-
ron que la est#:ibn también influye en la frecuencia del ais~
lamiento, siendo mayor é&sta en invierno y primavera. En cuan-
to a la edad, la frecuencia de aislamiento varla con el tipo
de estreptococo, pero en general se encuentran en mayor pro-—

porcion en nitos meneres a los 10 afes (30,48,49).

Diversos estudios han revelado considerables proporciones
en cuanto a las infecciones estreptocdcicas. En algunas Areas
de climas templados, aproximadamente un 30% de la poblacidn
puede ser portadora de estreptococos. Datos recientes de pai«
ses tropicales y subtrepicales indican que 1la proporcisn
de portadores es de 25 aproximadamente. El porcentaije de por
tadores de estreptococos del grupo A se halla por debajo del
104, sin embarge, inmediatamente antes de una epidemia, este
porcentaje se eleva considerablemente. Los portadores nasales
diseminan una cantidad de estreptococos muy superior a la de

los portadores far!ngeos (48).
Las estadlsticas derivadas de varios estudios realizados en
pacientes de hospitales, ban demostrado que la incidencia de

enfermedades agudas del tracto respiratoeric provocadas por
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estreptococos en zonas templadas, @s de 5 a 15 casos por cada
100 individuos al afo. En climas calientes, los estreptococos
tienden a producir desérdenes respiratorios leves, con una
frecuencia que aun no se ha sstimado. Sin embargo, las infec-
ciones de la piel debidas a estreptococos hemollticos son muy
comunes en éstas dreas) la frecuencia puede alcanzar un 204 o

més en poblaciones de nitos en determinada estacion (48).

En 1974, Giono y col. hicieron un estudio en la poblacién
escolar del "“Plan Zomeyucan', Estado de Méxicoj reportaron
qu€ de t281 nitos, 137 eran portadores de cepas de estrepto—
cocos del grupo A, correspondientes a un 10.7% de positividad
global, con una fre:uen:;a de fiebre reumAtica de t.4% en la
poblacidn estudiada de escolares portadores de

Streptococcus pyogenes (25).

t.a incidencia de la fiebre reumatica ha descendido en los
palses desarrollados de clima templado, pero al parecer se ha
estabilizado en cifras inferiores. En areas tropicales vy
- subtropicales, en contraste, la fiebre reumdtica reprasenta
un preblema de salud general tan importante coﬁo ®1 que
existla en palses de :bﬁas templadas hace una década. La
incidencia de glomerulonefritis aguda refleja la difusién de

estreptococos nefritogénicos en la poblacién (48).
Otras enfermedades estreptococicas de gran importancia
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clinica son las proveocadas por estreptococos del grupe B: 1la
cndocar#icil, la septicemia en mujleres después del parto, vy
1a meningitis en loa raci.n nacidos. La mortalidad en los ca-
#08 reportados de endocarditis es de 48%, mientras que en las
infecciones neonatales, el 37% tienen un desenlace fatal

(47,48;51) .

Debido a que las infecciones estreptococicas son mas fre-
cusntes en la infancia y-adolescen:&u, a3 de gran interaés de-
sarrollar vacunas especlficas efectivas contra la protaina ™
de los estreptococos, pero a pesar del grado de purificacion
de la proteina M, no ha sido posible remover el compuests en-

dotdxico que genera reactividad inaceptable (48).

Parece innecesario insistir en la importancia de un adecuado
andlisis clinico para la identificacidn de escﬁepto:n:ns. La
disponibilidad de métodos en la identificacidn de enfermeda-
des estreptocdcicas, para un tratamiento eficiente y para 1la
prevencién de sus secuelas, justifica plenamente la atenciodn
concedida por las autoridades a los problemas derivados de

las infecciones estreptocdcicas. (48)

Metodologla para la identificacién serolagicar

La identificacidén de estreptococos no puede ser completa si
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no se determina el grupo al que pertenece. Actualmente, los

meétodos seroldgicos se clasifican en dos grupos:

n Basindose ep la extraccion de antlgerps. E1 mejor

método: para la identificaciéon de estreptococos consiste en
cultivar colonias puras y aisladas del organismo infectante,
extraer el carbohidrato del grupo y democstrar una reaccion
seroldgica entre el antlgenc extraldo y el antisuero especi-
fico del grupo. Las técnicas seroldgicas que necesitan de la

entraccion de los antigenos del grupo son las siguientess

a) Método de extraccién con acido caliente de

Lancefield (33).

b) Metodo de extraccién con Tormamida caliente de

Fuller (21).

c) Meétodo de extraccidn con auteclave de Rantz vy

Randall.
d) Métedo de extraccion enzimatica de Maxted.
e) Método de extraccién enzimatica por la Pronasa B(15).

La entraccion per el método de Lancefield y por el método

de Fuller son considerados los métodos de referencia.
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Despuas de la extraccisdn del antlgeno del estreptococo por
algurno de los métodos ya mencionados, se procede a realizar
la técnica de identificacisn serolégica. Existen tres técni-

cas comunmente empleadas:

a) Preﬁiplta:iﬁn en tubo capilar, Esta técnica fue
descrita originalmente por la Dra. Lancefield. En ella se
coloca al antlgeno sobre_ el suero antipolisacdrido; funciona
satisfactoriamente para sueros hiperinmunes. Debide a que la
mayor parte de los lotes de les sueros comerciales posae un
titule baje, el Centro para el Control de Enfermedades de
Atlanta, Georgia (COC) recomienda que 1 suerc se coloque so-
bre el extracto. Esta técnica consiste en una reaccidn de
precipitacidén -que ocurre entre los antlgenos Vpolisacéridos
presentes en el extracto de la pared celular vy los
antiguerpos sclubles homéloges antipolisacaride, La reac:kdn
se lleva a cabo en tubos capilares y un resultado positivo es
aquel que da un anillo o nube blanca en la zona de contacto

de ambos liguidos (21,33,48).

b) Inmuncdifusion doble. Cuando se introducen
anticuerpos y-antlgenos en un gel de agar, estas sustancias
difunden libremente una hacia la otra, formando bandas opacas
muy visibles de precipitado en les puntos de contacto de sus

frentes de difusion (40),

'
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- Esta técnica es més tardada que la de precipitacién, pero
es mas exacta porque las lineas de precipitacién pueden dar
una identidad parcill o total cuando e comparan contra el

antigeno control (40).

c) Contrainmunoelectroforesis, En 1955, Grabar vy
Williams desrrollaron un métode simple pero muy eficaz para
la identificacidén de -ntlbenos, combinando electroforesis con
la precipitacidn en gel de agar. Esta téecnica consiste en
introducir la mezcla de los antlgencs en un pequeto pozo
pr.étxcadn en el agar, aplicAndole un campo electrico durante
una o dos horas. El gradiente eleéctrico se interrumpe cuandoc
se separan las proteinas y entonces se introduce el antisuero
€n un canal cuyo eje es perpendicular al de la migracién
wlectroforética., Los anticuprpos y los antlgenos marchan unos
al encuentro de otros, y se forman bandas de precipitacidn en
las interaccion=s de sus fuentes de difusidn. Esta técnica

tiene la ventaja de utilizar pequeMas cantidades de extracto

y sueroc antiestreptecdcico con bajo tlituloc de anticuerpos (8,

13,40).

Estos métodos serolégicos son laborioscs y censumen mucho
tiempo de trabajo rutinario en un laboratoric de analisis
clinicos. Aproximadamente dos dlas después de que el especi-
resulta-

men se cbtiene del paciente se pueden observar los

dos, teniendo en cuenta gue la cepa debe estar pura para
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extraer su antligeno e identificarlo (40).

Il.Técnicas seroloegicas que utilizan células completas

de estreptococos. No necesitan de la extraccidn de antigenos
de’ la pared celular. Las células son utilizadas en la reac-
cidn serolégica para su identificacidn. Tres son los métodos

principalmente utilizados:

a) Técnica de inmunofluorescelna. Los anticuerpos
especificos marcados fluorescentemente proveen de un meétodo -
répido para la identificacion de sus antigenocs homdloges.
Esta técnica ha side wutilizada con éxito para la
identificacidn de bacterias, ricketsias, hongos y otros
agentes. Fueron Coons y Kaplan, en 1950, los que
desarrollaron ésta técnica al introducir un sistema de
filtros d&pticos y métodos para la preparacién de isocianato
fluorescente y para su conjugacién con globulina. Las
principales ventajas que presenta sobre las técnicas

la identificacid¢n de

anteriormente descritas sen ¢ rapidez ¢

estreptococos se realiza en 4 o 5 horas después de obtenida

la muestra del paciente), y la sensibilidad, pues detecta a

un  numero pequefc de estrepteceacos en un cultive mexzclado
{(se emite una coloracién amarilla verdosa facilmente
perceptible por el cojo humanc, vy de muy diferente color al
que se observa naturalmente en telidos). Esta  técnica es

conveniente Yy confiable para la identificacidn de
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estreptococos del "grupe A cuando sBe manejan grandes
cantidades de cultivos de garganta. También hay disponibles
reactivos de inmunofluorescelna para los estreptococos de los
grupes B, C, D, F y G, pero no smon muy recomendables en la
rutina, debido a #su bajo tltulo de anticuerpos y a que

presentan gran cantidad de reacciones cruzadas (17,21,40,41).

La confiabilidad de la prusba de inmunofluoresceina esta
basada en peraonal entreﬁado, equipo sumamente preciso, reac-
tivos estandarizadcs y controles adecuados, por todo esto el

Indice econdmico se eleva fuertemente.

b) Técnica de coaglutinacién. Se han reportado diversas
investigaciones que describen el método de coaglutinacidén pa-
ra clasificar estreptococos beta-hemollticos., Esta técnica
emplea un reactivo que contiena células de

Staphylbcoc:us aureus Cowan I muertas, recubiertas con anti-

_:uerpos especificos, preparades en conejo y centra los grupos
estreptococicos A, B, C y G. La fracgién cgristalizable (Fe)
de las inmonuglobulinas se une a las ctlulas de estafilocco-—
cos, estabilizadas por un tratamiento de formaldehido y ca-
lor. Los anticuerpos especlficos adsorbidos de ésta manera,
pa;a estabilizar al estafilocoeco, se orientardn en su sitio
de combinacidn antigeénica (Fab) hacia afuera, quedando éste
expuesto para que pueda efectuarse la reaccidn inmunclogica.

La protelna estd unida por enlaces covalentes a la pared ce-
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lular del estafilococo, presentando un peso molecular de 42

mil Daltons (9,29,42,35).

Los  reactivos de coaglutinaciéon para la identificacion de

estreptococos fueron disefiados en 1973 por Christensen vy

col (9.

Existen reactivos comerciales de coaglutinacién para la
identificacidén de los grupos estreptocécicos A, B, C y G. La
identificacien de estreptococes hemollticos y‘no hemollticos
del grupo D se realiza utilizando una reaccidon enzimdtica con

lisozoma previo a la coaglutinacion {21,42).

Se ha considerado de gran importancia la wutilizacien de
cultivos puros para evitar posibles reacciones cruzadas,
‘obteniéndose asl una jdentificacidn errdnea., Bin embargo,
Kinkegard y Slifkin han desarrollado un nueve procedimiento
de coaglutinacién que permite agrupar estreptococos beta-he-
molliticos directamente de la muestra obtenida del pa-

ciente (21,42,52).

Aungque ias reacciones de coaglutinaciom son de alte costo
combarados con reactivos de otres métodos de clasificacidn de
estreptococos; esta prueba es sencilla de realizar y provee

los resultados en un tiempo relativamente corto (8,20,29).
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6@ han realizado diversos estudics comparativos empleando
diferentes técnicas de agrupacidn seroldgica de estreptoco-
cos: Tessier obtuve una correlacien del 100 % del metodo de
coaglutinacidn con el método de Fuller utilizado come refe-
rencia; Stoner comparé el método de coaglutinacidn con el
método de precipitacién de Lancefield, obteniendo una
correlacidn de 100 %43 Hahn y Nyber, y Arvilomii también
dempstraron una alta correlacidn entre a1 método de coagluti-
nacioen vy el de precipitacién en capilar, aunque el dltimo
investigador encontré que una gran preopercion de cepas (de S
a 66 %,' dependiendo del grupo estreptocédcice) necesitan una
tripsinizacidén antes de observar un resultade satisfactorio

en el método de coaglutinacidn (1,29).

c) Aglutinacién con particulas de latex. En ésta prueba
se efectta un proceso de extraccion enzimdtica simple. EIl
antigeno estreptococico es identificado utilizando partlculas
de latex de poliestirenc gque han sido cubiertas con anticuer-—
pos del grupo especlifico., Estas partlculas aglutinan intensa-
mente en presencia de su antlgeno homdlogo y permanecen en

suspansién en presencia del antlgeno heterdloge (21,40).

Debido a que la preparacién de los antlgencs para la prueba
de aglutinacién con particulas de latex necesita que se
preparen extractos, se eliminan muchas reacciones cruzadas.

La extraccison del antlgeno puede efectuarse por el método de
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autoclave modificade de Rantz y Randall, o con Propasa B(3i}.

El equipo comercial de la prueba de aglutinacion con parti-
culas de latex incluye reactiveos para la identificacién de
estreptococos de los grupos A, B, C, D, F y G. El equipo
contiens un reactive para identificar a estreptococos hemo—
liticos, asl como 1los no hemollticos det grupe D. Sin
embargo, Facklam observd que no todes los estreptococos del

grupo D son identificables por dicho reactivo (20,40,59).

Investigaciones comparativas entre 1la aglutinacién con
idtex y el método de Fuller prueban que este método de aglu-
tinacién es extremadamente preciso en la identificacidn de .

estreptococos, incluyendo a los del grupe D (S9).

En 1980, Facklam reportd una correlacidn del 100% entre la
técnica de aglutinacién con latex y los procedimientos

' convencionales si 10s extractos de los estreptococos beta-
hemollticos se realizan con cultivos de 1& horas en agar
sangre © de caldos incubados durante 18 horas; esto es, &40

horas después de obtener las muestras del paciente {(20).

Ecta técnica es del mismo costo que la prueba de coagluti-
nacién, y da resultados confiables, pero necesita de un
crecimiento masivoe del micreoorganisme (que se lleva 24 horas}

y de una extracci¢n, lo gue provoca un retraso y complejidad
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para obtener los rasultados (20).

Identificacion presuntivas
“ Los estreptococos beta-hemollticos de mayor importancia
clinica no pueden identificarse solamente con pruebas bioqui-~
micags y fisiclégicas, Sin embargo, existen técnicas presunti-
vas disponibles. Estas pruebas presuntivas no pueden reempla-
zar a los métodos seroldgicos, pero son dtiles al dar una
identificacidn preeliminar., Los métodos de identificacidn
presuntiva de estreptococos comunmente practicados sont

1.~ Determinacidén del tipo de hemoblisis.

2.- Sensibilidad a la bacitracina.

3.- Sensibilidad al trimetoprim-sulfametoxazol.

4.- Producecién del factor CAMP.

5.~ Hidrélisis del hipurato de sodio.

4.- Hidrélisis de aesculina en presencia de bilis al 40%.

7.— Crecimiento en caldo con Natl al &.5%.
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Si éstas pruebas se llevan a cabo debidamente, y con testi—
gos adecuados, se puede identificar con precisisn el 954 de
los estreptococos patdgenos aislados de material clinico, no
cbstante, las identificaciones son presuntivas, vy asta‘

circunstancia debe indicarse (21,40),
Importancia de la identificacidn presuntivas

Para que una prueba de laboratorio sea practica, debe ser
confiable, rapida, sencilla de realizar y econdmicamente

factible (B).

La identificacién definitiva de estreptococos beta-hemoli-
ticos se realiza por la demostracién del carbohidrato antige-
no grupo—especlifico que es extraido del microorganismo. sin
embargo, el abastecimiento del antisuero es limitado, ¥y el
método requiere de una capacidad considerable y experiencia
técnica de alto nivel. No es normal gque un laboratorio clini-
co rutinario cuente con el tiempo y el personal técnico para
la realizacidn de la prueba de precipitacion en todas las ce-
pas de estreptococos aisladas. En estudios en grandes pobla-—
ciones durante infecciones estreptocédcicas epidémicas, el nu—
mero estreptococos puede ser elevado y su identificacidn se-

roldgica costosa y compleja (35,40,41).
Muchos lahoratorios han adoptado dstas pruebas presuntivas
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como alternativa para la identificacion preeliminar de es-—
treptococos beta-hemollticos, vya que se obtienen resultados
confiables (con una precisién del 95%, si se realizan correc-
tamente), econémices y de una manera mas sencilla que con los

métodos serolégicos (21),
Prueba de Bacitracinas

Una prueba presuntiva para la identificacién de estrebtoco—
cos del rupo A de Lancefield sencilla de realizar y amplia-
mente wutilizada actualmente, se basa en 21 hecho de que la
mayor parte de las cepas de estreptococos del grupo A son
susceptibles a la bacitracina, mientras que los estreptococos

de otros grupos son resistentes a ella.

En 1953, Maxted fué el primero en reportar éste método de
diferenciacidén de estreptococos del grupo A de otros estrep-—
'tococos beta-hemollticos. ta metodologla gue efectus fud la
siguiente: pequefos cuadros de papel filtro, impregnados con
una solucién de bacitracina (S UI/ml) y secados rapidamente,
fueron colocados schre la siembra masiva de la cepa de es-
treptococo analizada en ﬁna placa que eontenla agar sangre.
Después de 24 horas de incubacién a 37°C, se examind la placa
para observar los halos de inhibicidny considerd que cual-
quier halo de inhibicidn, independientemente de su diametro,

da un resultade positive para la identificacidn de estrepto-—
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cocos - del grupo A. Maxted reporté que éste método era capazx
de identificar el 9%,9% de las cepas de estreptococos dJdel

grupo A (37).

En 1955, Levinson y Frank utilizaron un medio diferente vy
discos de papel filtro de &.4 mm de didmetro, y reportaron
que para la realizacién dptima de la prueba los discos deben

estar impregnados con una soluci¢n de bacitracina de I UI/ml

(35,

Desde entonces, muchos investigadores han realizade la
prueha con diversas variables: diferente cantidad de indculo,
medio de cultivo, concentracidn del disco de bacitracina,

tipo de sangre y criterios en la interpretacidn de resulta-

dos.

La concentracien de bacitracina en los discoes de papel
filtro difiere entre los productores comerciales, y se pueden
encontrar discos desde 0.02 hasta 9.2 WUl/disco. En 1969,
Chitwoed ¥y col. obtuvieron resultadeos que indicam que las
diferencias en el contenide de bacitracina de los discos
puede influir en la confiabilidad de la prueba de sensibili=

dad a la bacitracina (8).

En cuanto a la interpretacion de resultados, muchos inves-—

tigadores han utilizado la presencia o ausencia de la zona de
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inhibicién para demostrar la sensibilidad a la bacitracina,
como ‘lo hizo originalmente Maxted, pero .muches otros han
considerado qua la medicidn del didmetro es de gran importan-
Fia para la diferenciacién de los estreptococos del grups A

(1,11,41,55).

Schaub vy col. fueron los primeros en medir 21 diAmetro de
los halos de inhibicion, y concluyeron que un halo de 15 a 20
mm de diametro diferencla a los estreptococos del grupo 6,
perc mno se dieron datos suficientes para apoyar ésta conclu-
sidn. Muchos fabricantes de discos impregnados com bacitraci-
na indican la medicién de la zona de inhibicién para diferen—
ciar a los estreptococos del grupo A, los cuales no crecen
alrededor del disco con un didmetro de $O mm o mads del halo
de inhibidion. Petran y col., asi como Stoner y Wallestrom,
utilizando discos impregnades con bacitracina de diferente
concentracién y midiende 1 halo de inhibicién, considerando
que un halo de 10 mm o mds significa que se trata de un
estreptococo del grupo A, encontraron una buena correlacién
entre eéste método y los métodos serolégicoes. Sin embargo,
Ederer incrementd su error en los resultados de la prueba an
un 10% (falsos negativos) al exigir halos de 10mm o mas para
la identificacion de estreptococos del érupo A. Por el con-
trario, Facklam, Hardy, Polleck y Estela, utilizando dichos
discos, pero siguiendo la regla de Mauted, (considerando que

cualquier zona de inhibicién diferencla a los estreptococos



del grupo A ), tamblén encontraron una buepa correlacidn cen

los métodos serolégicos (15,17,18,19,30,41,44,50,55,60).

Los resultades obtenidos por Coleman y col. sugieren que 1la
presencia o ausencia de una zona de inhibicidn con discos de
0.04 Ul puede ser utilizada rutinariamentes para la identifi-
cacion presuntiva de estreptococos del grupo A, y un diametro
especifico de la zona de inhibicién pdede s6r usada para leer
la prueba bnicamente con discos de 0.1 Ul, considerande un

halo de 12 mm como indicative de una cepa de

Streptococcus pyogenes (11).

La wvariacién en el indculo también puede influir en los
resultados. La mayoria de los investigadores colocan los
discos de bacitracina sobre una siembra masiva, mientras
otros, como Stoner y Ederer, toman con un asa de 4 a S
colonias, las cuales las transfieren a la placa, y posterior-
mente las distribuyen homogeneamente sobre ésta con un hisopo
humedecidoj Facklam inocula las placas de agar con un asa
cargada con cultivo en caldo. El tipo de siembra es de gran
importancia, pues si @l indculoc es muy denso, los discos de
bacitracina no inhiben el crecimients o provocan un halo muy
pequeMo, con lo que puede obtenerse un resiultado falso nega-

tivo. (41)

Facklam aconseja que para llevar a cabo 1la prueba de
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bacitracina correctamente es necesario tomar en consideracidn

low puntos siguientes: (21)

a) Utilizar discos diferenciales, no de sensibilidad,
yYya que éstos dltimos contienen una concentracidn excesiva de
bacitracina para permitir la diferenciacién segura del grupo

A. Los discon de bacitracina diferenciales contienen 0.04 Ul

por disco.

b) Es aconsejable utilizar un indculo fuerte de cultivo

puro.

c) . Debe determinarge previamente el tipo de hemtlisis
para que la prusba sea segura, ya que estd diseflada ésta

prueba para estreptococos beta-hemoliticos.

d) Se ha sefalado que existen variaciones entre los
lotes de discos comerciales, por ello cada numvo lote debe
probarse con cepas estraptocécicas del grupo A y de otros

grupos.

Otros factores que varlan de unos investigadores a otros
son : el medio, el tipo de sangre y su preparacién, la atmés-
fera de incubacién, y el lapse de tiempo transcurrideo desde

que las placas son inoculadas y los discos de papel filtro
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colocados en ellas hasta el momento de 1la incubacidn, asi
como la temperatura del cuarto en el que se realiza la colo-

cacidn de los discos en las placas.

Prueba d& CAMP:

Recisntemente ge ha renovado el interés en #l grupo B de
estreptococes debide al alarmante aumento en el ndmero de

infecciones humanas preducidas por este microorganismo.

El matodo mis confiable para su identificacién es el sero-
18gico o biogquimice, pero son métodes costosos y consumen
mucho tiempo; por lo tanto, cualquier prueba gue detecte al

Streptococcus agalactlae rdpida y confiablemente es amplia-

mente usada para el andlisis microbiolégice.

En 1944, Christie y col. descrubiercn un producto de mnatu=-

raleza protéica, extracelular, difusible, de los estreptoco-

coa del grupo B, el cual lisa los eritrocitos de la sangre de

borrege sensibilizados por una exposicidn previa a la beta~

lisina de Btaphylococcuw aursus. Este producto, conrocido

ahora como ®1 factor CAMP, dnicamente 1o poseen los estrepto-

cocos del grupe B, con lo que pueden ser diferenciados de los

otros grupos estreptoccécicos. N

Se ha demostrade que la beta-ligina del mstafileococo es una
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esfingomiriinasa, la cusl ataca a los lipidos de la membrana
de los eritrocites, haciéndolos susceptibles a upa lisis
subsecuente debida a variog factores: <fisicos, quimicos o
agentes bioldégicos. Estos factores incluyen datios mecAnicos,
cambios de pH y temperatura, EDTA, asl como el factor CAMP de
los estreptococos beta-hemollticos del grupo B de Lancefield

(4,56) .

Se sabe que el Tactor CAMP es una proteina termoestable,
extracelular, con KN peso melecular de 23 §00 daltens, y con
la habilidad de lisar a low eritrocitos de la sangre de borre

go. sensibilizados previamente con la beta-lisina estafilocd-

cica (4).

 Ne se conoce adn la funcidén biolégica del factor CAMP,
aungque su actividad in vitro estd baje investigacidn actual-

mente, La produccién in vitro del fTactor CAMP se ve afectada

por diversas condiciones en el cultivoe, incliuyende el conte—
nide del medic, pH del medie inicial y final y la atmésfera

de incubacidén (S57).

ta prueba de CAMF tradiciomal se efectdia sembrandc con ‘un
asa sobre una placa de agar sangre una cepa de

Staphylococcus aureus productora de beta~lisina. de forma que
recorvra 21 diametro de la placa, vy entonces el estreptococo

que serd analizado se inocula en angulo recto, pere sin que
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haga contacto con la estria del estafilpcoco sembrads. La
placea inoculeda se incuba en ambSeﬁte aerobie a 37° C durante
18 a 24 horas. La produccisn del factor DAMP se manifiesta
per una zena clara vy cristalina de hemélisia en forma de
punta de flucha en el area del agar adyacente a la cepa de

wstatilococo (10).

Para la prueba de CAMP tradicional, se han practicado
diversas modificaciones, todas ellas tratando de lngrar una
identificacitn mds rapida o sencilia, entre las gue se inclu-~
yen; prueba de CAMP con replicador de Steers, prueba de CAMP

en tubo, CAMP en gota, y CAMP con discos de papel filtro.

La prueba de CAMP con el replicador de Steers es una prueba
sencilla y practica para la identificacién presuntiva del
eatreptococo del grupo B, y se reporta un 99.7% de sensibili-~
dag vy un 100% de especificidad. Por medic de é#ste métode un
gran namero de estreptococps puede ser facil y radpidamente

tdentificados presuntivamente como miembros del grupo B. (24)

La identificacion presuntiva de estreptococses del grupe B
por medio de la prueba de CAMP en tubo se realiza al exponer
a;itracitcs de borrego, suspendidos en un medio llquido, a la
beta-lisina de estafilococo, vy, subsecuentemente, a sobrena—
dantes de cultive en caldo de estreptococos. La prueba no

tiene un alte costo en cuanto a materiales y reguerimiento, y
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haga contacte con la estrla del estafilocococ sembrado. La
placa inoculada se incuba en ambieﬁee a#robio a 37" C durante
18 a 24 horas. La produccion del factor CAMP se manifiesta
por wuna zona clara y cristalina de hemolisis en forma de
punta de flecha en el area del agar adyacente a la cepa de

estafilococoe (10).

Para 1a prueba de CAMP tradicional, se han practicado
diversas modificaciones, todas ellas tratando de lograr wuna
identificacidén mas rapida o sencilla, entre las que se inclu-
yené prueba de CAMP con replicador de Steers, prueba de CaMP

en tubo, CAMP &n gota, y CAMP con discos de papel filtro.

La prueba de CAMP con el replicador de Steers es una prueba
sencilla y practica para la identificacidn presuntiva del
estreptococe del grupo B, y se reporta un 99.7% de sensibili-
dad y un 100% de especificidad. Por medic de #ste método un
gran namero de estreptococos puede ser ficil y rdpidamente

identificados presuntivamente como miembros del grupo B. (B4}

La identificacién presuntiva de estreptococos del grupo B
por medio de la prueba de CAMP en tubo se realiza al exponer
afibru:itos de borrego, suspendidos en un mediag liquido, a la
beta-lisina de estafilococo, vy, subsecuentemente, a sobrena-
dantes de cultive en caldo de estreptococos. La prueba ne

tiene un alto costo en cuanto a materiales y requerimiento, y
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ademds elimina las reacciones intermedias que ocurren con
muchos estreptococos que no pertenecen al grupo B. Se ha

reportade un 96% de confiabilidad con éste método (43).

La prueba de CAMP en gota consiste en apiicar una gota de
filtrade de beta-lisina de estafilococo adyacente a una
tolonia sospechosa de pertenecer al grupo B de estreptococos.
Esta es la prueba presuntiva mds rapida, vya que la identifi-
cacién puede realizarse a los pocos minutos en la placa de
primoaisiamiento. Es de bajo costo, sencilla y altamente

especlfica y sensible (46,53).

La base de la prueba de CAMP en disce es el incorporar la
beta-lisina del estafilecoco en discos de papel filtro. Estos
se colocan en placas de agar-sangre de borrego y Junto a
ellos, pero sin hacer contacto, sSe inocula formando una
estrla con un asa la cepa spospechosa a analizar. Una vez
incubada, la prueba de CAMP se observa con la formacion de un
area clara en forma de luna que rodea al disco. Se ha encon-
trade una especificidad y sensibilidad del 100%.. Los discos
gmpregnados con beta—-lisina se han almacénada durante 3 afios
sin tener pérdida de actividad alguna, 1o que da una gran

ventaja de tiempo y economla (&1).

Desde que Christie y col. observaron por primera vez el

fendmeno 1ltico conocido como prueba de CAMP, ésta ha sido
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utilizada por algunos laboratorios de analisis linicos como
un examen sencillo y econdmico para la identificacidn presun—
tiva de los estreptococos del grupo B. Estudios praevies han,
demostrado que un 98% de cepas de Streptococcus agalactiae
producen el factor CAMP, por lo que ésta prusba es de g¢gran

confiabilidad para la identificacidn de los mismos.

Prueba de Trimetoprim—-sulfametoxazol:

Aungque la combinacién de antibidticos en discos no ha sido
aprobada en reportes de la Organizacién Mundial de la Salud,
la mezcla de éstos dos compenentes es una excepcidn, ya que
se ha comprebado que juntos tienmen un efecto sinerglco con
propiedades farmaceuticas, y gue actuan como un solo antimi-
crobiano. Este efecto se logra de una mejor manera al mezclar
1.85 microgramos de trimetoprim con 23.75 nmicrogramos de

s ] fametosazol (19,28).

El trimetoprim, 2,4~diamino-5~(3,4,5-trimetoxifenil-metil)-
pirimidina, es un agente antimicrobiano, sintético, de amplio
espectro,  y que actda como inhibidor especifico de la deshi-
drofelato reductasa de las bacterias. Se encuentra como polve
fino eristalino, de color blanco cremoso, su pesoc molecular

es de 290.32 g, y su férmula es: (31,32)

42



a0 " .
T-a
cay
"

El sulfametoxazol, S-metil-a-sulfanil amidoisoxazbl, tam-
bién llamado gentanol, se encuentra en forma de cristales, su
peso molecular es de 253.31 g, es un antibacteriano de férmu-
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Su LD 50 oral en ratones es de 3445 mg/kg.

La combinacidén de éstos dos compuestos ha sido probada para
la identificacion de estreptococos, en cuanto a la resisten~

cia o susceptibilidad de éstos frente a los antibacterianos.

Se ha visto que los estreptoceoces del grupeo A, By D son
resistentes a la mezcla de estos dos antimicrobianos, mien-
tras gque la mayorla de los estreptococos de los grupos C, F y
G son susceptibles a la misma, aungue la reaccidn que tienen
los microorganismos frente al trimetoprim-sulfametoxazol

(TMP-SX2) puede variar ampliamente (19).
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La metodologla utilizada para probar la resistencia o sus-
ceptibilidad de les estreptococos hacia los disces impregna-
dos con TMP-SXZ2 g8 la misma que se describe pare los discos
impregnados con bacitracina, vy, al igual que esta prueba, la
interpretacién de resultados varla de un investigador al
otro, basdrndose principalmente en el didmetro del halo de

inhibicién o en la presencia o ausencia de este (19,28).
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--MATERIAL Y EQUIPO
DE LABORATORIO

- Cajas de Petri de vidrio de 20 X 100 mm,

~ Tubos de ensaye. .

- Matraces Erlenmeyer de 2000, 1000, 500, 100 ml.

- Pipetas graduadas de 1?, 1, 0.2 m.

-~ Probetas de 1000, 100 m}.

~ Matraz aforado de 100 ml.

- Mecheroc de Bunsen.

- Asa.

~ Hisopos.

= Autoclave.

= Incubadora.

— Refrigerador,

- Congelador 0* C.

-~ Horno.

- Piseta.

- Discos de papel filtro Schleicher & Schuell 740-E de &mm de
didmetro.

~.Pinzas.

Portaob jetos.
~ Migroscopie.

~ Cuenta colontas Quebec.
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- Potencidmetro,
- Centrlfuga.

~ Bafic de agua.

~ Membrana Millipore de 0.22 micras de diametro de poro,‘ 47

mm de diametro.
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MEDIOS DE cuLTliVvo

Base de agar sangre Merck.
Agar Mueller-Hinton Merck.
Caldo Casoy Merck.

Agar Casocy Merck.

Caldo Cistetna-extracto de levadura (CCY)

47



REACTIVODS

Cristal violeta.

Lugol.

Safranina.

Etancl.

Acetona.

Paréxido de hidrégeno.

Solucién de BaCl, 1%..

HzS0, 1%.

Bacitracina Sigma lote 97-F-0747.

Estdndar de raferencia de bacitacina (sal de zinc)
Solucién amortiguadora de fosfatos 0.01 M.
MgCl, 0.001 M.

Unidiscos Bigaux Diagnéstica impregnados con trimetoprim—

sulfametoxazol.
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CEPAS BACTERIANAS

- 8Staphylococcus sureus ATCC 25923.

- 80 cepas de estreptococos beta-hamoliticos provenientes de
diferentes musstras clinicas: exudados faringeos (32 cepas),
exudados vaginales (34 cepas), muastras urinarias (11 cepas),
lesiones (i cepa). Egtas cepas fueron donadas por el
departamento de bacteriologia de los Laboratorios Médicos del

Chopo, y el Instituto Nacional de Perinatologla.
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METODOS
I. Determinacidn de potencia de bacitracina:

La primera parte del trabajo experimental consistioé en la
valoracidn de la potencia de la bacitracina que se utiliza-
rta, debido a que se contaba con una muestra de un leote del
antibidtico que se sospechaba habia disminuido su actividad

antimicrobiana., Para ello, se efectud una valoraciédn micro-

bioldgica, utilizandose una cepa de coleccidn de

Staphylococtus aureus (ATCC 259283).

Este métode de valoracion se basa en la difusion del anti-
‘bidtico desde discos de papel filtro impregnados con la
bacitracina, sobre una capa de agar solidificado que contiene
=] germen de prueba, depositada en una caja de Pe;ri. La zona

de inhibicidn prevista del microorganismo es un area circular

que queda enteramente alrededor del disco que tiene la solu-

cion del antibidtico.

I.l. Preparacion de las placas de inoculados:

Se tomaron de & a O colonias del Staphylococcus atursus ATCC

25923 de la placa de cultivo, con un asa estéril, y se intro-
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dujeron an un tubo de ensayo que contenta S ml de caldo de
soya tripticasa. Este tubo se incubd por un periodo de tres
horas a una temperatura de 37° C, para ast obtener una sus-
pension bacteriocldgica de turbidez moderada. Esta suspensidn
se utilizd para ajustar § ml de agar Mieller-Hinton fundido y
enfriado a 45° C, para obtener una turbidez de éste equiva-
lente visulamente al estindar 0.5 de McFarland. Este’ estAndar
ae prepard con la adicién de 0.5 ml de solucidn de BaCl; al
1% a 99.5 ml de H,S0, al 1% (0.36 N); esta solucién estandar
turbidimétrica se pepard en un tubo de ensayo de idénticas
dimensiones a los que serian utilizados para la muestra de

agar fundido en el que estaria el indculo.

Se prepararon cajas de Petri con agar Mueller Hinton (con S
mm de profundidad), y se secaron aproximadamente 30 minutos
antes de la inoculacidn. Una vez solidificada éasta capa de
agar, se le agregaron 4 ml del agar fundido que habia sido
inoculado, extendiéndelo uniformemente sobre toda la superfi-
cie. Cuande 1la capa de agar inoculado se @olidificse, se
colocaren en cada placa, y de manera que quedaron separados
entre si, & discos de papel filtro, cada unc impregnado con
una concentracién conocida de bacitracina. Entonces, las
placas 8e incubaron a S7°C_por 18 horas. Detpu&nr de este
periodo, las zonas de irmhibicidn alrededor de los discos se

midieron y reportarcn en mm.
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I1.2. Preparacién de la solucién concentrada tipo y, a partir
de .la misma, preparacién de las solutiones diluidas tipo de

diferente concentracidn:

Se utilizé como patrén de referencia una sal de zinc de
bacitracina de 58.5 U/mg de potencia, la cual ‘fuéd desecada en
pesafiltro de vidrio tarada a &0°C bajo presién reducida de 5
mm de Hg durante 3 horas en un horno al vacio. De ésta, se
pesaron &4.1 mg y se disolvieron en 5 ml de HCl O.IN, para
obtensr una solucidn concentrada de 7 SO0 U/ml. A partir de
asta se prepararon cuatro diluciones diferentes, de manera
que impregnando 0.20 ml de cada una, tomando en cuenta la
solucidn concentrada inicial, en los discos de papel filtro
de 6 mm de diametro estériles, se tuvieran 5 tipos de discos’
con diferentes concentraciones, y que fueron: 1.3, 2.4, 4.4,
8.1 y 15 U/disco. La solucion diluida tipo dptima para la
comparacidén de la valoracidn es aquella cuya concentracidn
correponde a la dilucidn media entre las soluciones dlluidés

tipo: 4.4 Usdisco.
1.3 Procedimiento para la valoracion:
En la elaberacion de la curva tipo, se usé un total de 12

placas, tres para cada solucidn diluida tipo, excepto para 1a

solucidn diluida tipo optima (cuya cencentracién corresponde
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a 4.4 U/s/disco), con la cual se impregnaron tres discos de
papel filtro para cada placa. En cada serie de tres placas,
se colocaron los discos de papel filtro alternando la solu=-
cion diluida tipo éptima y los otros tres discos con una de
las otras moluciones diluldas tipo. De estea manera, en las
doce placas se .tuvieron 36 zonas de inhibicion para la solu-
cidn diluida tipo dptima y F zonas de inhibicidn para cada

una de las otras cuatro soluciones tipo.

De la bacitracina a valorar se considerd la potencia marca-
da en la etiqueta: 71 U/mg. Para ello se pesaron 15.1 mg y se
llevaron a un volumen de S5 mi. Con ésta solucidon se impregna-
ron discos de pape! filtro estériles, de manera que se obtu-—
vieron as! discos impregnados con la muestra problema. Para
la muestra problema a analizar se utilizaron tres placas. En
cada una se colocaron seis discos de papel filtro, alternan-
dose asls tres con la solucién dilulda tipo dptima y tres
discos impregnados con la solucién de la muastra problema. De
@#sta manera se obtuvieron 9 zonas de inhibicidn, tanto para
la solucidn dituida tipo éptima como para la solucién de la

nuestra que se ensayd.
Desptiés de que todas las placas fueron incubadas (las 15 en

total), se midieron los diAnmetros de la zona de inhibicidn,

por medio de una regla con divisiones en millmetros.
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1.4, Estinacién de la potencia:r.

Para preparar la curva tipo se promediaron, en cada una de
las cuatre series formadas por tres placas, los nueve diame-
tros de lams zonas de inhibicidn COFTQIpDndlantES‘I la solu~
" cidn dilulda tipo dptima, vy los nueve didmetros de las zonas
de inhibicién de cada una de las soluciones diluidas tipo de
cada serieg tambien se promediaron los 36 diametros de las
zonas de inhibicion dilulda tipo dptima, correspondientes a

las cuatro series, Yy &1 promediov obtenido £5% la base para la

correccisn.

Esta correccion se realiza con la diferencia de los prome-

dics de loa 34 dismetros deo las zonas de inhibicidn de 1la

solucidn dilulda tipo dptima y de los 9 diametros de las

zonas de inhiblcién correspondientes a la solucidn diluida

tipo éptima, de la serie respectiva de 3 placas. Este valor
gn la diferencia se suma ( si es que &l promedio da los 9
diametrOﬁ. de las zonas de inhibicidn correspondientes a la
solucidn dilulda tipo dptima es menor al promedio de los 36
diametros e las zonas de iphibicidn de la :olu;ién diiulda
tipe optima) o se resta ( si @] promedio de los 9 didmetros
de las zonas de inhibicidn de la solucisdn dilulda tipo éptima
es mayor a el promedio de los 36 didmetros de las z2onas de
inhibicidn de la solucidn diluida tipo éptima) al promedio de
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los 9 diadmetros de las zonas de inhibicidén de cada una de las

soluciones diluidas tipo de cada serie.-

Con los didmetros corregidos de las zonas de 1nhib1:idn de
las soluciones diluldas tipo, incluyendo sl promedio de los
36 diamatros correspondientes a las zonas de inhibicién de la
solucion diluida tipo sptima, y las coﬁ:entraciun.. de baci-
tracina de cada solucién diluida tipo, en mg/ml, se trazd una
curva tipo, anotando en las abclsas la concentracion de baci-

tracina (en lecgaritmo de mg/ml), y en las ordenadas el

diametro de inhibicién (en mm).

La curva tipo se traza uniendo los puntes correspondientes

a las zonas de inhibicidn de didmetro mds alto y mads bajo

obtenidas por medio de las siguientes scuacionest

B =3a + b + ¢c - g

A=3p +2d + ¢ - a

=5



dondet

B = diametro prumedio calculado en milimetros para la zona

de inhibicién de la solucién tipo dilulda de mas baja concen-

tracion.

A = didmetro promedio calculado en milimetros para la zona
de inhibicién de la solucién diluida tipe de mas alta

concentracién.

¢ ‘= didmetro promedio en milimetros de las zonas de inhibi-
cién de las 36 lecturas de la solucién diluida tipo éptima,

&en las cuatro series,

a, b, d, e = didmetros promedio corregidos en milimetros de

las zonas de inhibicién de las otras cuatro soluciones dilui-

das tipo.

Para determinar la potencia de la bacitracina problema se
promediaron los didmetros de las 9 zonas de inhibicidn en las
3 placas utilizadas, tanto ae la solucién dilulda tipo éptima
como de la solucidn de la muestra problema. En la curva tipo
trazada se interpolan las concentraciones cerrespendientes a

éstos didmetros de zona de inhibicién corregidos.
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Para obtener el contenido del antibiétice en la muestra, la
concentracidn encontrada se multiplicé por el factor de dilu-

cién aproplado.

11. Impregnacisn de discos de bacitracinas

Una vez obtenida la potencia de la bacitracina problema,
con ella se impregnaron los discos de papel ‘filtro que serlan

utilizados para efectuar el trabajo experimental.

De la bacitracina se hicieron tres diluciones diferentes,
. de manera que, Iimpregnando cada disco con 0.02 ml, se tuvie—

ran digcos con 0.02, 0.04 y 0.10 U de bacitracina.

Los discos estériles impregnados con la bacitracina se
secaron y almacenaron en frascos color ambar. Para su conser-—
vacidén, se gquardaren en congelacioén hasta el momento de su
uso; en tal caso, se dejarcn los frascos que contenian cada
una de las diferentes concentraciones de bacitacina alrededor
de 30 minutos a temperatura ambiente para permitir el equili-

brioc de la temperatura antes de su uso.

I1I. Impregnacién de discos con beta-lisina:

Para efectuar la prueba de CAMP en disce, fueé necesaria la
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cbtencién y extraccidn de la beta-lisina a partir de estafi-
lococos que la produzecan. Para ello, se practicd el siguiente

procedimiento:

Se sembroé en un tubo inclinado de agar Casoy el

Staphylococcus © aureus ATCC 25923, vy s incubd a 37 por 18
horas. El crecimiento fué suspendide en 3.5 ml de suero
fisioléglico. Un mililitro de &sta suspensidn bacteriana se
agregd a una botella que contenla 250 ml de caldo cisteina-
extracto de levadura (CCY), vy se le ajustd €l pH a 7.6.
Después de una incubacién a 37" por 18 horas, se centrifugd,
y- el 1liquido sobrenadante se past a través de una membrana
Millipore de O0.22 mm. Esta beta-lisina fud¢ impregnada en los
discos de papel Tiltro estériles (0,02 ml por disco), se
colocaron éstos en frascos de color Ambar y se liofilizaron.
Se almacenaron en congelacidn hasta el momento de su  uso.
Alrededor de 30 minutos antea de usarse, los frascos con los

discos se dejaron a temperatura ambiente.

IV, Discos de Trimetoprim—sulfametoxazol:

Se contd con un stock de disces impregnadog con trimetoprim
(1.85 mg)-gulfametoxazol (23.75 mg), fabricadeos por Bigauu
Diagndstica. Se mantuvieron en congelacidn hasta aproximada-

mente 30 minutos antes de su uso, durante los cuales se dejd
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que se equilibrara a temperatura ambiente.

V. Cepas de estreptococos:

Las cepas de estreptococos analizadas fueron priheramente
identificadas con la técnica de eecaglutinacidn con reactivos
de Pharmacia Diagnostics, para determinar a que grupo de

Lancefield perteneclian.

Las cepas se sembraron y aislaron en placas de gelosa sangre
de borrege al 5%. Por cada placa se conservaron cinco cepas.
Después de 18 horas de incubacien a 37°, se comprobd gque lag
colonias fueran beta~hemoliticas, se les efectud la prueba de

catalasa y se les hizo tincion de Gram, para asl verificar su

identidad.
VI, .Indculos probados:

Para la identificacién presunmtiva de los estreptococos con
los antimicroblanos, se probaron 3 concentraciones diferentes
del ingdculo en 1as placas que contentan 20 ml de gelosa

sangre de borrege al 5%:

1) BSe sembrdé con un indculo grueso tomando con una asa apro-—

ximadamente 10 colonias de un cultivo de 1B horas de la cepa
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2 analizar, y se sembrd masivamente en toda la superficie del
medio con la misma asa, en dos direcciones diferentes, perpgn
diecular ura a la otra, para asl asegurar el crecimiento homo-

geneco en toda la superficie de la placa.

2) La concentracidén media del inéculo se logrd tomando de 3 a
5 colonias de un cultivpo de 1B horas de la cepa a analizar,
colocandolas a lo largo del diametro de la placa, para poste-
riormente distribuir el indeculo homogeneamente con un hisopo
estéril humedecide en caldo Casoy.La distribucidn del indcule
también se realizd en dos direcciones diferentes, una perpen-—
dicular a la otra. Finalmente se paso el hisopo por la super-—

ficie del agar adyacente a las paredes de la caja.

3) La magnitud menor de indculo se logré tomande de B a 10
colenias de un cultive de 18 horas con el asa y se transfirid
a un tubo con S ml de caldo Casoy. Después de una incubacidn
de 18 horas a 37°, se utilizd esta suspensidn bacteriana para
n}ustar 10 m! de caldo Casoy con el estdndar turbidimétrico
(0.5 de McFarland). Las placas se inocularon humedeciendo el
hisopo con el taldo ajustado al estandar. El exceso del
indculo en el hisopo fué ‘eliminado presionande y reotande el
hisopo firmemente contra la pared del tubo por encima del
nivel del liquido. Con el hiscpo entonces se sembrd scbre la

superficie de! medio en dos direcciones, una perpendicular a
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la otra, 'y, finalmente, se pasd sobre la superficie del agar

que estaba junto a las paredes de la caja con el mismo hiso~

po.

Una vez efectuadas las tres opsracicnes para las 3 magni-
tudes de indculo de cada una de las cepas, se dejd pasar un
tismpo corto para permitir que el indculo seque (aproximada—
mente 3 minutos), Yy se coilocaron &n cada placa los cuatro
discos de papel Yiltro, -3 impregnados con bacitracina (cada
uno de diferente concentraciénm: 0.02, 0.04, 0.10 U/disco) y
un disco dm trimetoprim-sulfametoxazol. Se utilizaron pinzas
estériles para tomar ceda disco y colocarlo en su luger. Cada
disco se presiond suavemente con las pinzas contra el agar

para asegurar un mayor contacto con el medio.

Las placas se incubaron a 37* por 18 horas. Despuds de la
incubacidn se midid cada zona de inhibicidn (incluyendo ]

didmetro del disco) y se registrd en mm.

IX. Prueba de CAMP:

Para Ia evaluacidn de la prueba de CAMP &n disco se colocd
un disco impregnado con la beta—lisina en una placa con 20 ﬁl
de gelosa sangre de borrego a 3%, Yy, aproximadamente, a 8 mm

de éste se hizo una estria lo mas delgada posible de la cepa
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a analizar con el asa. En cada placa se colocaron 8 discos, y
para cada disco se hicieron 2 estrias, cada una de una cepa
diferente, pudiendo analizar asl en una sola placa 14 cepas
diferentes. Las placas se incubaron a 37° por un espacic de
18 horas, desputas del cual se hizo la ocbservacién de las

mismas y @l analisis de la prusba. Todas aquellas cepas que
formaran una beta-hemdlisis bien marcada adyacente al disco
en forma de media luna se consideraron como cepas proguctoras

de el factor CAMP, y por lo tanto pertenecientes al grupo B

de Lancefield..
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RESULTADOS

En la GrarTica ! se muestra la curva de calibracidn para la
valoracidn de la bacitracina Sigma lote 97F-0747., Se efectua-
ron 4 curvas de calibracién con la bacitracina de referencia
(sal de zinc), de potencia S8.%5 U/mg, Yy para cada una de
ellas se supuso una concantracidn diferente de la baci;r-:lnl
de Sigma, para asl obtener valores que pudieran ser interpo-
lados en la curva correspondiente. El valor de la potencia
encontrado de la bacitracina de Sigma fué de 30.79 UIﬁg,
valor que corresponde al 42.85 % de la potencia teorica gque
reportaba. Con #sta bacitracina se trabajo posteriormente pa-
ra impregnar los discos de papel filtro y efectuar as! la

prueba de sensibilidad a la bacitracina de las cepas

-antreptocdcicas.

La Tatla III mumstra la proporcién de las muestras clinicas
de donde se obtuvieron les cepas & analizar, y el grupo al
que perteneclln las mismas, observadndose gue los estreptoco-
cos del grupo A se aislan principalmente de exudados farin-
geos, mientras que los esteptococos pertenecientes al grupo B

se encuentran principalmente en exudades vaginales.

Las 680 cepas de estreptococos beta-hemollitices doradas por

el departamento del Bacteriologia de los Laboratorics dal
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Chopo y por el Instituto Nacicnal de Perinatologia pertene-
clan a 1os grupe A y B de Lancefield y a cada una de ellas se
le; practicaron la prueba de bacitracina, la prueba de CAMP y

la sensibilidad al Trimetoprim—-sulfametoxazxol.

Las Graficas 1I, III y IV muestran los resultados obtenidos
al efectuar la'pruebn de sensibilidad a 1a bacitraciha a las
80 cepas analizadas.En cada figura se aprecia el efecto de la
magnitud del indculo y de la concentracidén de bacitracina
impregnada en la; disco; de papel filtro. E£n el caso de 1a
Grafica Il,en la cual se observan los resultades obtenidos al
gembrar el indculo en forma masiva, se puede comparar la
diferencia de los diametros del halo de inhibicién de acuerdo
con la concentracion de ba:iéracina en el disco. Los resul-
tados obtenidos con 0.02 U de bacitracina por discc mues—
tran una media de 11.228mm de didmetro, para todas las ce-
pas de estreptococos del grupe A. Con los discos que conte-
nlan 0.04 U de bacitracina, la media del didmetro se incre—
menta a 13.94 mm. La media se aumenta adin mds con los discos

de 0.10 U, ya que #ste se incremanta hasta 15.75 mm.

En la Grafica I11 se muestran los resultados obtenidos con
la siembra de indéculo moderado, lograde con el asa e hisope
himedo. En ella se pueden comparar los resultados obtepidos

con este tipo de siembra y la variacién de acuerdo a 1la
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GRAFICA 1Y
SIEMBRA AJUSTADA AL 0.5 DE MCFARLAND
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concentracion de bacitracina en ei disco.  En el caso de ©¢.02
unidades de bacitracina por disco, 1la media obtenida de los
didmetros del halo de inhibicidn de las cepas pertenecientes
al grupo A fue de 11.83 mm., Los discos que contenlan 0.04
unidades de bacitracina provocaron un didmetro de inhibicidn
promedio en las mismas cepas de 14.461 mm. La concentracidn de
0.10 unidades de bacitracina por disco dieron como resultado

en la media de los didmetros de inhibicién 16.55 mm.

En la Grafica IV se muestran los diidmetros obtenidos en los
halos de inhibicién de las cepas al ser sembradas ajustando-
las al 0.5 de McFarland. En el caso de los didmetros del halo
da inhibici¢én obtenidos al usar discos cen 0.02 unidades de
bacitracina, fa media fué de 1E.BB mm. Los discos que
contenian 0.04 U de bacitracina por disco provoccaron un
Apromediu de 15.B3 mm en el diametro del halo de inhibicidn de
las cepas del grupo A. La media del diametro de la zena de
tnhibicidn aumentd con el uso de los discos de 0.10 U de

bacitracina hasta 18 mm,

Las tabla IV muestra las interpretaciones de la prueba de
la bacitracina de acuerdo a la presencia o ausencia del halo

de inhibicién o la medida del diametro mismo.

En la tabla V se muestran los resultados obtenidus con la

prugba de CAMP en disce.



LAaDMLA

Regul tados g 1a prusba de bacitracina para 12 identificacién do antreptececes botahenslltices

CONSIOERANDO COMO 20MA DE

CONSIDERRAMDO COMO Z0MM DE

w
v
i
o
2
§
m
8
2
i

TMMTBICION 12 wn OIAMETRO

I1MMIBICION 10 s DIANETRO

3
:
t
8
o
f
d

190 TOmA:
-~
C100>
3

o
<
1
Q2.2
1

10 ZOMAI] ZOMR
a2

2 - e

S oegl oB of| oB] AR} o3 W81 R

w 51 78 "di Bl 3| &) 8l €1 9

TURTTTTITTRTTATTYR TTAITTATTTATTTR

i 3 .31 3 3 3531 3

IR R IR I

WU U RURT b &1 A 8 B E

R R R R

mm ogl 81 & oal gl 8] 51 gl 8
] g

1IN0 TOMAI! ZOMA

TMO ZOMAI T ZONA

FY I 1 I I
I T T T I T T
Eionglomgl gl mg| mg| gl mgi Ry %
Bl lgigisigigigigtyis
BdS 18 gigiglglgigtle:s
mmmm«mnmmuu.w.
:ma.n.o...u.mo.u

o
§
d 1 b i st
£ &t nm q.mm

20W v COX HALD DE IMRIDICION

NUERO DE CEPRS
CPORCENTAIE OE POSITIVIDAO)

W0 208 = SIN HALD DE TW1BICIOM



La Grdfica V muestra leos resultados obtenidos con los discos
de papel filtro impregnados con trimetoprim—sulfametoxazol
con las cepas de estreptococos analizadas. El promedio en el
diametro de la zona de inhibicién al sembrar en forma masiva
fué de 7.91 mm para estreptococos del grupe & y 3.47 mm para
estreptococos del grupo EB. En el caso de la siembra de
indculo moderado (asa e hisopo), la media del didmetro de las
cepas del grupo A fue de B.61lmm, mientras que la del grupo B
fué de 3.22 mm. En la liembra'ajustada al 0.% de McFarland,
las cepas pertenecientes al grupe A tuvieron una media del
didmetro del halo de inhibicién de 2.0 mm, y las del grupe B

fué de 4.0 mm.

En la Tabla VI se muestran los resultados obtenidos con los
discos impregnados con trimetoprim-sulfametoxazeol, con las
cepas de estreptococos analizadas, variando la magnitud del
indculo y el criterio de andlisiss tomando en cuenta
unicamente el halo de inhibicidn, o considerando un halo de

10 v 12 mm de diAmetro.
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DISCUSION DE RESULTADOS

t.a prueba de la bacitracina para la identificacidn de
estreptococos del grupo A es una forma sencilla y confiable,
Pero la bacitracina que se encuentra en México es importada,
Yy, por 1lo tante, de un costo elevade, por ser ademas de una
alta pureza, Sin embargo, existe una casa productora de este

antimicrobiano a un menor precio, pero con la desventaja de

que tiene una menor potentia y, ademds, no se da la garantia

de que la potenclia indicada sea la potencia real. No obstan-

te, este problema ce soluciona al efectuar la valoracion de

la bacitracina por el método microbioldgico. Este método de

valoracién es sencillo de realizar y de resultados fiables.
Con esto puede asegurarse que la bacitracina que se utiliza
para preducir disces impregnados con ella tienen la concen—

tracién fijada real de la misma, y con un costo asequible.

Los resultados de la pruesba de bacitracina efectuada en
este trabajo difieren debido a las tres variables manejadas
durante la realizacion del mismo. El efecto que tiene 1la
carga del indculo se aprecia en la magnitud del diametro de
la zona de inhibicién. Aquellas placas que fueron sembradas
masivamente presentan los didmetros de las zonas de inhibi-~

cién menores, ya que mientras mds indculo hay mas resistencia
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al antimicrobiano se presenta. En las placas sembradas ajus-—
tando al 0.5 de McFarland muestran las zonas de inhibicidn de
menor didmetro, pues un indculo déhil es mag sensible a la
bacitracina. En las placas gue fueron sembradas con la carga
de indculo intermedia se observan diAmetros de la Tona de

inhibicién de moderada dimensién.

La segunda variable manejada en el trabajo fué la concen—
tracion de bacitracina en los discos. Se encontrd que aque-
llos disens impregnados con 0.02 U produjeron una zona de
inhibieciédn mas pequefia, mientras gue los discos que contanlan
0.10 U dieron por resultado las zonas de inhibicién mayores.
Los discos impregnados con 0.04 U produjercn diametros de las

zonas de inhibicidn intermedios.

La tercera variable consiste en la forma de interpretar los
resultades, ya que se vid el efecto que se tiene el tomar
cualguier zona de inhibicidn como indicacién de estreptococos
beta-hemoliticos del grupe A, o Si se deben medir los diAme-
tros de las 2o0nas de inhibicion para hacer la idéntifi:aciﬁn

de los mismos.

Si se toma el criterio original de Maxted para la interpre—
taci¢én de resultados, considerande cualquier tamafMo de la
zona de inhibicidn para la identificacidn de estreptococos

del grupe A, el efectc en la magnitud del indcule v en  la
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concentracién de bacitracina en los discos de papel filtro no
afecta, de manera que en las nueve modificaciones (cada una
con una concentracidn del antimicrobiano y magnitud del ind-

culo especlifica) se obtiene una sensibilidad de 97.28%4 y una

especificidad de 97.74%.

Si, por el contrario, se toma un didmetro de 10 mm o mayor
de la zona de inhibicién la pauta para la identificacidn de
los estreptococos del grupo A, la magnitud del indculo y 1a
concentracidn de bacitracina en los disces de papel filtro
provecan un <ambio significativo. Aquellos discos de bacitra-
cina impregnados ,con 0.02 U cada uno producen una zona de
inhibicidn en los estreptococos de diverds dimensiones,
seglin la magnitud del indculo, Cuando el disco se colocd en
medio de la siembra masiva, y tomando las zonas de inhibicién
de 10 mm o mayores como indicativos de estreptococos del
grupc A, la especificidad llega a aumentar hasta el 100%, sin
embargo, la sensibilidad se reduce notablemente, hasta un
75%. Los discos que fueron colocados en la siembra intermedia
también aumentarcon su especificidad al 100%, perc su sensibhi-
lidad también disminuyd hasta el B6.1%. En las placas sembra-
das ajustando al 0.5 de McFarland, los discns‘impregnadns con
0.02 U de bacitracina pudieron inhibir el crecimiento de una
cepa de estreptococo del grupo B, considerando que su diame-
tro de la zona de inhibicien fué mayor a 10 mm, teniendo asi

una especificidad del 97.7%, vy aumentando la sensibilidad,
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con respecto a los resultados obtenidos con las otras magni-

tudes del indculo, al 91.74.

En cuante a los discos impregnades con 0.04 unidades de
bacitracina, no se observéd un cambio tan maﬁcada como en los
discog de 0,02 unidades de bacitracina, de acuerdo a la
magnitud del indculo. Tanto en la liembra:masiva como en  la
intermedia, la especificidd mostrada por los discos fug de

97.9%, vy la sensibilidad de 91.7%.

Se obtuvieroen los mismos resultados de especificidad (de
97.7%) y de sensibilidad (de 97.2%) de los discos impregnados
con 0.04 unidades de bacitracina y colocados en la siembra
ajustada al 0.5 de McFarland, vy los discos impregnades con

0.10 unidades de bacitracina en las tres magni tudes de indcu-

lo.

Si se toma como criteric para la identificacidn de estrep-
tococos del grupo A un didmetro de la zona de inhibicidn de
12 mm o mayor, se encuentran cambios ain mayores en la espe-

cificidad y la sensibilidad,

Los discos gque contenian 0.02 unidades de bacitracina die-
ron por resulado una especificidad del 100% en siembra masiva
e intermedia; sin embargo, Su sensibilidad fué muy baja, de

38.9% vy &46.7%; respectivamente, Con el indcule ajustado al
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0.5 de McFarland, su especificidad fué de 97.7%, y su sensi~

bilidad fué de 66.74.

Los discos impregnados con ©0.04 unidades de bacitracina
mostraron una especificidad de 97.7% en los tres tipos de
siembra, mientras que su sensibilidad si se vid afectada por
la magnitud del indculog en la siembra masiva, la
sensibilidad mostrada fué de 754, en la magnitud de indculo
intermedia fué de 86.1%, y en 1a siembra ajustada al 0.5 de

Hcﬁarland su sensibilidad fue de 71.86%.

La especificidad observada con los discos de 0.10 unidades
de bacitra:fna ne varid con el tipe de sjiembra, pero neo
.sucedid asl con la sensibilidad. Los discos colocados en
siembra masiva mostraron una sensibilidad del 88.9%, en la
siembra de magnitud del indculo modarada su sensibilidad fue

de 91.6%, y 1los situades en la siembra alustada al 0.5 de

McFarland fue de 97.8%.

Con todos estos resultados se observa que los mejores
resultades, tanto de sensibilidad comeo de especificidad, se

obtienen igualmente conm:
ajlas tres concentraciones de bacitracina impregnadas en
les discos y con los tres tipos de siembra, tomande como

criterio de identificacién el mismo que Maxted utilizara para
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su estudior cualquimr zona de inhibicidn, sin importar su
didmetro, se considera indicative de estreptococos del grupo

A de Lancefield.

blLes discos impregnades con 0.04 unidades de bacitraci-
na, con la siembra del indculo ajustada al 0.5 de McFarland,
y tomando como pauta para la identificacidn de estreptococos

del grupo A un didmetro de la zona de inhibicidn de 10 mm o

mayor.

c)los discos que contienen 0.10 unidades de bacitracina,
con las tres magnitudes de indculo, considerando una zona de
inhibicién de 10 mm o mds de didmetro come indicative de

.estreptococos del grupo A.

dllos discos de papel filtro impregnados con 0.10 unida-
des de bacitracina, ajustando el indcule al 0.5 de McFarland,
y temando un didmetre de la 2ona de inhibicidén mayor o igual

a 12 mm para identificar a los estreptococos del grupo A,

En todos estos casos, la especificidad obtenida es de 97.9%
Yy la sensib}lidad es de 97.84. Un 2.3% de las cepas se
reportarian como pertenecientes presuntivamente al grupo A de
Lancefield, atin cuando no lo son; sin embargo, los resultados
falsos

falsos positivos son preferibles a los resultados

negativos, es por esto gue no son recomend;bles las condicio-
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nes en las que la especificidad aumenta al 100%, pues se

sacrificaria la sensibilidad, disminuyéndola notablemente.

La prueba del factor CAMP se ha utilizado ampliamente para
la identificacison presuntiva del grupo B estreptocécico con
resultados satisfactorios. No obstante, en este estudio se
obtuvieron B.4% resultados falsos positivos. Algunos investi-
gadores han coincidido.en los resultados de la prueba de
CAMP, pues han obtenido resultados falsos positivos. Estes
resultados falsos positivos los provocan cepas pertenecien-
tes a e] grupo A de los estreptococos beta-hamoliticos. Se
cree que esto es debido a la produccidn de un factor 1litico
sinerglstico por parte de algunos estraptccocqs del grupo A,
y que posee caracterlisticas muy semejantes a las de la es-

treptolisina O.

En cuanto a la prueba de resistencia de los estreptococos
de los grupos A y B frente al TMP-SMX, se cbservd en este
trabajo que no puede tomarse como prueba de identificacidn
presuntiva para dichos microorganismos. Lps resuitados obte~-
nidos demuestran gue ho tedos los estreptococes de los grupos
A y B son resistentes a la mezcla de antimicrobiancs:
de las BO cepas analizadas, el 31,3% fueron susceptibles a la
prueba en la siembra masiva, sin tomar un diadmetro especifico
de la zona de inhibicién para la identificacidn. Tanto en los

discos ceolocades en la siembra ajustada al 0.5 de McFarland
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como en la siembra de magnitud de indculo intermedioc, el
32.5% de las cepas fueron sensibles a la mezcla de antibidti-

[+4-1 %

Tomando un didmetro de la zona de inhibicién de 10 mm o mas
como indicacidn de la sensibilidad de la cepa por el antimi-
crobiano, el B4.7% de las cepas fueron sensibles al mismo en
la siembra masiva, mientras que en las otras dos magnitudes

del indculo persistid el 32.5% sensible a el.

Si para la identificacién se requiere de un didmetro de
12 mm o mayer en la zona de inhibicidn, con la siembra masiva
atn son sensibles el 24.7%, con la siembra intermedia se
inhiben el 33.7%, y con la siembra ajystada al 0.5 de

McFarland son sensibles el 32.3% de las cepas.
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CONCLUSIONES

1.~ De acuerdo con los resultados cbtenidos en este trabajo,
la ident!f&:acion presuntiva de los estreptococos del grupo A
de lLancefield puede llevarse a cabo por medio de la prueba de
sensibilidad a 1la bacitracina bajo condiciones diversas
obteniendo resultados semejantes con ellas; sin embarge, para
llevar a cabo un trabajo rutinario de laboratorio, y obtener
una buena sensibilidad y especificidad en la prueba, 1las
mejores condiciones para trabajar soriz la siembra masiva, la
utilizacidn de digcos de papel filtro impregmados con 0.04
unidades de bacitracina, e interpretandoc los resultados
tomando en cuenta unicamente la presencia o ausencia del halo

de inhibicidén.

2.- t.a siembra masiva tiene la ventaja de ser rapida vy
sencilla para llevarse a cabo durante un trabaje rutinario,
al igual gue la interpretacién de la ausencia o presencia

del halo de inhibicién en los resultados.

3.~ Los discos de papel filtro impregnados con 0.02 y 0.10
unidades de bacitracina damn igual rvesultado que los
impregnados con .04 unidades del antimicrobianc bajo 1las

condiciones antariormente sen3ladas, pero los discos
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impregnados con estas concentraciones no se encuentran
comercialmente en el. mercado, lo que trae consige la
desventaja de eleborarlos, y esto conlleva a la investigacidn,
de la potencia del antibidtico con el que se impregnarian,
originando una inversion de tiempo y gastos adicionales. Los
discos de 0.04 unidades de bacitracina st se comercializan, y
se puede tener con elles la ventaja de que, siempre y cuando
se preparen considerardo la potencia de la sal, la

confiabilidad de los resultados es elevada.

4.- La prueba de la sensibilidad a la bacitracina es
sencilla y econdmica, por 1o que es ampliamente recomendada
como prueba presuntiva para la identificacién de
estreptococos del grupo A de Lancefield. Con ella,
utiliz&ndola bajo las condiciones descritas, se tiene una
respuesta de especificidad y sgsensibilidad muy bueng,
las de otras técnicas mads complajas vy

comparable con

costosas.

S.~ La prueba del factor CAMP, es una prueba sencilla vy
;conomlca para identificar presuntivamente a los
éstreptococos beta-hemolliticos del grupo B de Lancefield.
Llevandola a cabe con disces de papel filtro impregnadoes con
la beta—-lisina estafilocdécica se tiene la ventaja de
identificarlos en forma rapida’ y practicamente, eliminando la

adquisicién y conservacién de cepas de Staphylococcus aureus.
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6.~ La prueba de sensibilidad al trimetoprim-sulfametoxazol
no éumplid con los resultados esperados bajo las condiciomes
de este trabajo, por 1o que no se recomienda para la,
identificacidén presuntiva de estreptococcs beta-hemoliticos

de los grupos A y B de Lancefield.

7.~ La identificacién de estreptococos beta-hemoliticos de
los grupos A y B es de gran importancia, ya que estos grupos
son los responsables de la maycria dé las infecciones estrep-
toéécicas en humanos. Es por esto que es necesaria una meto-~

dologla estandarizada y cenfiable, ademds de ser de bajo cos-

to.
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