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PUSICION TAXONOMICA, CLASIFICACION, AISLAMIEN-
TO E IDENTIFICACION DE LOS COCOS GRAM POSITIVOS
PATOGENOS PARA EL HOMBRE

INTRODUCCION

La bacteriologia clinica tiene como propdsitos generales:
lo.—Investigacién en productos biolégicos, la presencia de gér-
menes patdgenos o potencialmente patogenos.

20.—Identificacién de estos gérmenes, de ser posible hasta de-
" terminar la especie.

30.—Determinacién de la patogenicidad de los gérmenes aiy
lados

Estos principios generales tienen que aplicarse al tratar de aislar
e identificar los gérmenes motivo de este estudio.



ESTADO ACTUAL DEL PROBLEMA

El bacteridlogo que pretenda prestar servicios a la clinica debe
tener presente las sipnientes dos reglas:

1.—Decbe estar pr..panc.o para llegar a la identificacién del gé-
nero y muchas veces de la especic de los gérmenes aislados y no solo
hasta la determinacion de la familia a que pertenccen. El interés de
Hewar o identificacion del germen hasta la especie si es posible, no
reviste un interds tedrico solamente, pues es bien sabido que ciertos
gérmenes [‘Cl‘anLLanth a una misma familia y adn a un mismo gé-
nero, pueden ser simples saprofitos o bien ser patdgenos segin la
especic a que pertenccan,

2oL bacteridloan debe estar preparado para usar técnicas o
métodas con las cuales «¢ puedan aislar del ser humano los diversos
gérmencs patdgenos o potmcmimmu patdgenos. Esto sdlo se puede
lograr conociendo las caracteristicas bioldgicas de estos gérmenes. Es
cosa frecuente que el bacteridlogo tenga que afrontar el problema de
practicar hemocultivos, por ejemplo, desconociendo totalmente el diag-
nastico clinico del caso. y en tal situacién es necesario emplear medios
de cultivo adecuados al crecimiento tanto de gérmenes acrobios como
anaerobios o simplemente microaerofilios.

Concretindonos al tema de esta tesis, creemos que ¢l problema
de aislar ¢ identificar a los cocos Gram positivos parisitos del hom-
bre, es un tx.xb.\jo frecuentemente. laborioso, pues el estudio de este

grupo de gérmenes s¢ ha hecho, por los numerosisimos investigadores
que los han estudiado, en forma aislada, pero sin que se haya publi-
cado hasta la fecha monografia alguna, que los estudie y los describa
en conjunto.
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OBJETO DEL TRABAJO

Son pues los propdsitos de esta tesis:

1.—Fijar la posicion taxondémica de los cocos parisitos del hom-
bre, siguiendo el manual de bacteriologia de Bergey (1), pues es
cste ¢l texto mis ampliamente difundido en la actualidad y en donde
se ha hecho la recopilacién de los trabajos mis recientes que clasifican
a los gérmenes motivo de este trabajo.

.—Sefialar métodos y técnicas modersos que permiten el ais
lamiento, clasificacidn y determinacién de la patogenicidad de los gér-

mene: aislados, por medio de una revision de la bibliografia de los
ltimos 10 afios.

HI.—Senalar qué procedimientos seroldgicos existen para de-
terminar en el organismo humano la existencia de anticuerpos, que
indiquen una infeccién presente o pasada por cocos Gram positivos.

POSICION TAXONOMICA DE LOS COCOS GRAM
POSITIVOS

Los siguientes cuadros sindpticos fueron estudiados, como se di-
io antes, directamente del Manual de Bacteriologia de Bergey. En
ellos estin comprendidos todos los grupos de gérmenes que nos inte-
resan, no solo por contener las especies patdgenas sino también las
simples saprofitas y aquellos otros grupos que aunque ticnen caracte
risticas morfolégicas y biologicas diferentes de los cocccs Gram posie
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tivos, no< ayudan a hacer mis comprensible L situacion de estos cocos
Gram positivos dentro de la clasificacion.

Sc subrayan cn los siguientes cuadros, ios grupos de gérmenes

v las caracteristicas que son de mavor interés. En el cuadro que sigue
a continuacion s¢ da ¢l Orden y las Clases o que pertenecen los géer
menes.

j*—Todos los cocos gram positivos pertenccen a la clase Schir
zomvcets Nagels,

2—La cluse Schizomycets ¢ divide en los siguientes Grdenes:
Orden  l—-EFubactenales Buchanan,

Orden  IL—Actinomveetales Buchanan.

Orden M —~-Chlamsdobacteriales Buchanan,

Orden IV.—~Mvyxohacteriales Jahn,

Orden  V.—Spirochactales Buchanan.,

3"—Todos lox gérmenes gque nos interesan pertenecen al orden
I Euhacreriales Buchanan.

4*—Todos los gérmenes que nos intercsan pertenecen al subors
den T Eubactertinezce,

5'—Todos los pérmencs que nos interesan pertenecen a las far
milias V' y VII Micrococcaceae v Lactobucteriaccar respectivamente.

Clase Schizomycers Nageli

Sen tipicamente plantas wuiceluares. Son células usualmente per
ancias y algunas veces ultramicroscdpicas frecuentemente moviles.
Las células crecen de un nicleo claramente arpanizado tal como se ens
cuentra en las células de las plantas superiores o en los animales. Sin
embargo hay células que contienen cramatina lx cual representa un
nucleo simple y que puede demostrarse en algunos casos. Las cclulas
individualmente pueder ser ¢sféricas, o en forma de baston recto, cur
vo o en espiral. Estas eflulas pueden presentaree en forma de masas
readdres o irvegndares. Cuando Tas cfules memanesen unidas unas a

cotras después de la divisidn celular, pueden formar cadends 0 adn
verdaderos filamentos. Estos ultimos pueden moestrar una verdadera
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diferenciacion en forma de. conidios. Algunas células crecen como
micelios ramificados cuyo didmetro no es mayor que ¢l de una célula
bacteriana ordinana Algioas eshecice moducen pigmento el cual puer
de tener propicdades de fotosintesis. La multiplicacion celular se pre-
senta en forma tipica por divssidn de Lo edlula, Algunas especies for-
man endosporac v otras esporocvstos, Fnoalgunas especies hay érganos
ultramicroscdpicos de reproduccidn. Las bacterias tienen vida libre
0 bicn son saprofiticas o hardsitos o bien patdgenas. Estas ltimas pro-
ducen enfermedad en plantas o en animales,

Clave rara identificacion del orden Evbacteriales v del Sub-
orden Eubacterineac. De la clase Schizomycetes.

A —Cllulas rigidas vo flexwosas. Movilidad por medio de fla-
gelos o por movimientos de deslizamiento.

1.—Células aisladas, en cadena o en masas. Sin ramificaciones
v sin aspecto de micelios. No agrupadas en filamentos. No son acido
resistentes. Cuando on maviles lo son por medio de flagelos.

Orden I Eubacteriales.

a.—No ticnen pigmentos para fotosintests. Las células no con-
tienen azufre.

b.—No estdn fijas por una hase. No forman hidroxido férrico.

Sub-Orden 1 Eubacterinea

bb.—Fijos al substrato habitualmente por un tallo, algunas espe-
cies forman hidroxido férrico.

Sub-Orden II Caulobacterineae.

aa.—Poseen un pigmento semejante a la clorofila el cual tiene
propiedades fotosintéticas. Algunas células contienen azufre libre.
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Sub-Orden III Rhodobacteriineae,

2.~ -Organismos alargados usualmente: con ramificaciones y cel
dillas de! tipo de los micelios. Se multiplican por division celular o
hien por esporas, oidiosporas 0 conidios. Algunos son dcido resistentes,

Orden 11 Actiomycetalces.

3 ——Células en forma de filamentos frecuentemente encerrados
en una vaina tubnlar forman o no hidroxido érrico, algunas células
pueden cstar unidas unas a otras. Pueden tener flagelos moviles y cor
nidios inméviles. Hay filamentos maoviles con movimientos de desli-
zamiento. Algunas veces las células contienen azufre libre.

Orden 1T Chlam~dobacteriales.
B.—Células flexuosas no rigidas.

Orden 1V Myxobacteriales.
Orden V Spirochactales.

Orden I Eubacteriales Buchanan.

Células sencillas ¢ indiferenciadas, rigidas, las células son o es
féricas o en forma de bastdn.

Los bastones pueden ser cortos o largos, rectos o curvos o bien
en espiral. Algunos =rupos o especiales son inmdviles, otros son mé
viles por medio de flagelos. Las células alargadas se dividen por fun:
cidn transversa y pueden permanccer unidas unas a otras en cadenas.
Las células esféricas s¢ dividen ya sea por ficion paralela producier
do cadenas, o bien por ficion alternante en dos o tres planos, produ-
ciendo asi tetradas o bien cubos de ocho células o maltiplos de ocho.

Muchas células esféricas forman masas iregulares en las cuales €l
plano de division no puede ser definido. En algunas especies forman
endosporas. Algtnas especics son cromogénicas, pero sélo en muy por
cas de ellas el vigmento es capaz de producir fotosintesis. (Este pig:
mento es la clorofila bacteriana u otro pigmento semejante a la clor

rofila).
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Sub-Ordenes del Orden 1
Sub-Orden I Eubacterineac.
Breed, Murray y Hitchens.

Estas son como ¢l nombre lo indica, las verdaderas bacterias en
el sentido cstricto de la palabra; las céludas son ripidas y libres. Las
células presentan ramificac:ones s6lo en condiciones anormales de vi-
da. Las células no cstan sujetas ni por sostents ni por tallos al medio
en que crecen, No forman vainas, Una tercera parte de las especies
forma pigmentos pero ninguna de éstas tiene propicdades de fotosin
tesis, Hay endosporas en una familia (Basillaceae) en este suborden,
pere muy rara vez, encucntran endosporas en las especies pertene-
cientes a otras familias.

Sub-Orden Il Cawlobacterincae.
Breed, Murray y Hitchens.

Son bacterias no filamentosas que crecen unidas unas a otras
caracteristicamentc sobre especie de tallos algunas veces seciles. Las
células que forman el tallo son asimétricas y secretan hidréxido fé-
rrico u otra materia en un extremo de ellas para formar el tallo. Se
multiplican por ficidn transversa, en algunas especies ios tallos o son
muy cortos o no existen. En este Gltimo caso las células pueden estar
unidas directamente al substrato en una masa zooglear. Las celulas
pueden presentarse aisladas, en pares o en cadenas cortas pero nunca
en filamentos. No ticnen vainas, no forman esporas, tipicamente son
habitantes acuaticas.

Sub-Orden III Rhodobacteriineae.

Células esféricas, en bastdn, vivrios o en forma de espiral. El
tamafio de las células individuales varia desde un micrén o menos
hasta veinte micrones. Cuando son méviles se debe a la presencia de
un flagelo polar son Gram Negativo no forman endosporas. Son bac-
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terias rojas, pOrpura, café o verdes, las cuales contienen clorofila y
usualmente poscen uno o mis pigmentos, Son capaces de Hevar a cabo
metabolistnos de fotosintesis, los cuales dificren del de las plantas
verdes en que no procedea de a evolucion del oxigeno sino que de
pende de la presencia de conpeesto axidables los cuales son dehidror
genados con fa simultinea reduccion de bidxido de carbono. Como
substratos oxidables una aran variedad de sustancias simples pueden
ser usadas, tales com sulfhidvico u otros compuestos sulfurosos redu-
cidos, hidrogeno rolecular, oleoholes vy acidos grasos. Todo este gru-
no de pérmenes puede crecer en condiciones estrictamente anacrobias
en presencia de fuz, Aquellos eérmenes de este sub-orden que pueden
crecer en presencia de aire tambicn pusden ser cultivados en ta obscur
ridad pero en condiciones acrobias. El calor depende marcadamente
de las condiciones ambientales: los individuos pequenos parecen in-
colores a menos de que <¢ ohserven en masas. Muchos de estos gér-
menes conticnen gldbulos de azufre. Las esnecies descritas hasta aho-
ra han sido encontradas prncipalimente en aruas dulees, aleunas
especics con habitantes marinos.

Clave a las familias del Sub-Orden Fubacterineae.
L—No forman cndosforas (excepta las Sprorosarcinas).

A —Puecden desarrollarse en medios inorginicos Son autotrd
picos y autotréficos facultativos,

Fam l.—Nitrobacteriaceae.

B.—No pueden desarrollarse en medios inorgdnicos 9 con excep-
cion de algunos miembros de la familia Bacteriaceae.

Todos son heterotroficos.

1.—Flagelos polares. Son bastones rectos, curvos o en espiral.
Gram negativos.

Fam. II—Pseudomonaceae.

2~—Células largas, ovales y pleomorficas de aspecto muchas ve-
ces semejante al de las levaduras. Viven libremente en la tierra, Fijan
nitrogeno. Flagelos peritricos.

— 20—
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Fam. 111.—Azotobacteriaceae.

3.—Bastones inmoviles o méviles con {lagelos peritricos, o bien
C1XCOs,

a.—Bastones heterotropicos. Los cuales pueden no requerir ni-
trogeno organico para crecer. Usualimente moviles con flagelos de uno
a seis vy oa veces mas, Usualinente forman nddulos o tubéreulos en
las raices de las plantas o muestran cromogénesis violeta,
Fam. IV.—Rhizobiaccac.

aa.—Bastoncs o cocos heterotyoficos los cuales si utilizan nitrd
geno orginico y usualmente carbohidratos,

b.—Células esféricas en masas o tétradas. Unas cuantas ew
pecies son moviles con uno o dos flagelos.

c—-Cocos Gram positivos o Gram ncgativos. No son pardsitos
obligados.

Fam. V.—Micrococcaceae.

cc.—Cocos Gram negativos algunas veces anaerobios. Son pa-
risitos obligados.

Fam. VI.—Neisseraceae,

bb.—C¥élidas ¢sféricas que crecen en parcs o en cadenas. Tam-
bién hay grupos que son bastones.

c¢.—Cocos y bastones gram positivos no moviles con excepcion
de algunas especies de Streptcoccaceac v Corynebactericaceae que
pueden mostrar movilidad.

d.—Cocos vy bastones que van de aerobios a microaerofilicos y
anacrobios. Frecuentemente en cadenas. Activos fermentadores de
azticares nunca reducen nitratos. '

Fam. VIl.—Lactobacteriaceae.

dd.—Bastones usualmente aerobios pero algunas veces anaero
biog. Poco activos en la fermentacion de azicares, pueden o no redu-
cir nitratos.
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Fam. VIII.—Coryncbacteriaceac.

cc.—DBastones Gran negativos, Cuando son méviles tienen cua-
tro o mas flagelos peritricos,

Fam. IX.—Achromobacteriaceac.

. Fam. X.—Entcrobacteriaceae.
Fam. NI.—-Parvobacteriaceae.
Fam. XII.—DBacteriaceac.

II.—Forman esporas, Grandes bastones, algunas veces en cade
nas. Acrobios o anacrobios.

Fam. XII—Bacillaceac.

En el sipuicnte cuadro s¢ senalan, subrayando las familias del
Sub-Orden Eubacterincac que nos interesan.

Sub-Crden 1 Bubacterineac.

Familia [.—Gérmenes no paritsitos que habitan la ticrra y el agua.

Ninguno ¢s esférico con excepeion de una especie.

Familia ~ [L.—Contiene especies que son habitantes del agua, las

plantas o la tierra o bien son patogenos para los aniv
males incluyendo ¢l hombre, no son esféricos y todos
son Gram negativos,
Familia III.—Son gérmenes que habitan la tierra v el agua, no son
parisitos del hombre, aunque hay formas cocoides,
todos son Gram negativos.

Familia IV .—Parisitos de las plantas pero no de los animales. No

hay formas cocoides y la mayoria de las especies son
Gram negativos.

Familia ~ V.—Si nos interesa.

Familia VI.—Cllulas esféricas en pares o en masas, todas las espes
cies conocidas pueden ser parisitos del hombre, pero
todos son Gran negativos. No producen indol. No
reducen nitratos y son catalasa positivos.
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Familia V11.-Si nos interesa.

Familia VII1.—Parisitos y patégenos de los animales y las plantas,
tambi¢n s¢ les encuentra en los productos licteos, la

ticrra y el agua. Generalmente Gram positivos pero no
hay formas cocoides.

Familia IN.—Gérmenes que hahitan aguas saladas, agua dulce y la
ticrra. Pocas formas son pardsitas. Algunas especies
son patogenas de las plantas. No hay formas cocoides
y gencralmente son gérmenes Gram negativos.

Familia ~ X.—No hay formas cocoides v todos son gérmenes Gram
negativos, Pueden ser patdgenos del hombre.

Familia. ~XI.—Son bast nes Gram negativos, pueden ser patdgenos
del hombre v animales.

Familia XII.—Hay especies Gram positivas pero todas son en forma
de bastones.

Familia XIII.—No hay formas cocoides aunque generalmente son
Gram positivas. La mayor parte son saprofitas que
comunmente se encuentran en la tierra. Unas pocas
especies son pardsitos y patogenos de los animales, es
pecialmente de los insectos.

Fam. V.—Micrococcaceae. Pribram.

Células sin ¢ndosporas excepto en las Sporosarcinas. Son esfé-
ricas al estado libre: duwrante la division son algo elipticas. La division
se presenta €n dos o tr€s planos. Si después de la divisidn las células
permanccen en contacto, son frecuentemente aplanadas en el plano
de la Gltima divisidén, Se presentan aisladas en pares, cn tétradas, en,
baquetes o en forma de masas irregulares. Muy raras especies son mé-
viles. Gereralmente son Gram positivas. Muchas especies forman un
bipmeato que puede ser amarillo, naranja, rosade o rojo. La mayoria
de las especics son preferentemente aerdbicas produciendo abundante
crecimiento en los medios de cultivo ordinarios, pero son capaces de
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Crécly on com{l‘({(mcg hgeramonte anderobuas Unas cuantas cspcc{cs
son extracitamente anacrobias, Moraboliso Tictevotropee. Los carbo-
hidatos son preciontomente Jommentados con producaon de deido. La
gelatia os trecuentemente howada, Son admmenes taenltativamente pa-
résitos v saprofitos. Frecuentemente se les oncuentre vieendo en la
prel, o das chindudas de Lo piel v onlas secreciones de las elindulas de
la pecl de los vertebrados.

Clave a los géneros de la tamiha Mioococcaccqae,

1 Células gus o0 presonsan o Plecas (Lismas), en grupos o
ot masas reondares pero monee cadonss Criando contienen pizmen
to éste es amanllo, narania o roro. pucdor «er oo pesitivos o Gram
Hegativos.

Genera I Micrococcns
H-=En o cuerpo de loo annmales + onomedios especiales las
células s presentan en tétradas B ks medios de cultivo ordinarios
las ctlulas pueden presentarwe en pares o masas irregulares. Color que
va del blanco a amanillo palido.

Genero 1~ Goffkya,

HL—Células que se presentan en paquetes irregulares usualmen-
te forman pigmentos color amarillo o narania.

Genero HE—Sarcina.
Género L——Micrococcus. Cokn.

Celulas en placas o en masas irregulares. Nunca se presentan en
cadenas largas o en paquetes. Gram posttivos a Gram negativos, cre
cimiento en gelosa usualmente abundante, alutos ¢specics no forman
pidmentos pero otras lo forman color amanllo 0 menos comtinmente
color naranja o color yojo. Produce algo de dcrdo en la glucosa; lactosa
generalmente no e fermentada. La pelating o< frecuentemente licuada,
pero no con rapidez. Son pardsitos fucultdtivos v saprofitos.

Clave a fas especies del género 1 Micrococeus.
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1 ——Especies que pueden ser acrobios o facultativos andacrobios.
L.——No forman pigmentos vosa o 1050 en gelosa.
A —No producen nitritos a partir de nitratos.

No patogeno | —Micrococcus lutens.

" " 2. —Micrococcus {reundenreichii.
" “ 3 —-Micracoccus Ureae.

" " +4.~~Micrococcus Flavus.

" " 5 —Micrococcus Candidus.

B.—Producen nitritos a partir de nitratos.
1.—-Utihizan NH+4 H2 PO+ como fuente de nitrdgeno.

No Patdgeno 6.—Micrococcus Conglomeratus.

» " 7 —Micrococcus Varians.
" " 8. —Micrococcus Caseolyticus.
2. —No utilizan NH4 H2 PO+ como fuente de nitrégeno.
a~—Licuan gelatina. Fermentan manitol.

b.—Abundante crecimicnto naranja ¢n gelosa.

Patdgeno 9.—a Micrococcus Piogenes (Variedad aureus).
bb.—Abundante crccimiento blanco en gelosa,
Patégeno 9.—b. Micrococcus Piogenes ) Variedad albus).

bbb.—Crecimiento amarillo en gelosa.

Patdgeno 10.—MICROCOCCUS CITREUS
aa.—No licuan ¢clating, o lo haccn muy lentamente.

b.—Abundante crecimiento blaiiquecino o naranja en gelosa.
Fermenta manitol.

Patégeno 11.—MICROCOCCUS AURIANTIACCUS.
bb.—-Crecimiento escaso blanquecino y translicido en gelosa. No
fermenta manitol.
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Patogeno 12, —MICROCOCCUS EPIDERMITIE.
Il.—Forman pigmento vosa o rojo en gelosa,

No Patdgeno 13 ~—Micrococcus roscus.

\ 14 ~—~Micrococeus cinnabarcus.
18— Microcoveus rubens,

" " 16.—Micrococcus rhodochn:

” “ 17.—Mircrococcus agilis.

" "

2.—Especies anacrobicas.
I.—Forman gas en medios nitre - .05,
A.—Acido de glucosa.
Patogeno 18 —Microc.+ acrdgenes.
B —No forman dcido Je lrionsa,

1.—No forman sulfhidnico lis colonias en agar profundo.
(colonias incoloras).

Patégeno 19.—Micrococcus asacharoliticus.

2.—Forman sulfhidrico —TLas colonias en agar profundo se
encgrecen.

Patégeno 20.—Micrococcus Niger.
IL.—No forman gas en medios nitrogenados.
1.—Acido de glucosa v olatosa.
21.—Miicrococeus grigoroffi.
2.—Acido de glucosa no forma dcido de lactosa.
22.—Micrococcus anaerobius.
Género 11.—Gaffkya Trevisan.

) Se presentan en el cuerpo animal y en medios especiales como
tétradas mientras que en medios de cultivo ordinarios se presentan en

pares o en masas irregulares de aerobios a anaerobios. Gram: positivo
organismos parasitoes,
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CLAVE A LAS ESPECIES DEL GENERO GAFFKYA
l.—Acrobios facultativos.

L-—Gaftkya Tetragena.
I1.—Estrictamente anerobios.
2. —Gaffkya Anacrobios.

Género III.—Sarcina Goodsin

La division sc presenta en condiciones favorables en tres planos,
produciendo asi paguetes de forma reqular. Usualmente en gram po-
sitivo, abundante crecimiento en gelosa, formindose usualmente un pig-
nento amarillo o narania. Fl caldo lactosado es acidificado ligeramen-
te. El caldo lactosado no es fermentado. Licta gelatina frecuentemente.

Los nitritos pueden o no ser productos de los nitratos. Son saprofitos
y parisitos facultativos,

Fam. VII.—Lactobacteriaccae Orla-Jensen.

Bastones largos o cortos o cocos 10s cuales se dividen como los
bastenes en un plano solamente, formando cadenas pero nunca tétrar
das o paquetes. No son mduiles, exceptuando para algunas cepas de
Streptococos. Son Gram-positivos. La produccion de pigmentos €s
rara. Algunas especies forman un pigmento amarillo naranija, rojo o
café herrvmbroso, El crecimiento en cualquier medio es pobre o au-
sente. Algunas especies son estrictaménte anerébicas. Los carbohidra-
t0s son esenciales para un buen desarrollo, estos carbohidratos son
fermentados a dcido lactico algunas especies son dcidos volitiles, al-
cohol v CO? como productos finales (exceptuando los Diplococcus
magnus que no son fermentados). La gelatina es muy raramente licua-
da. No reduce los nitratos a nitritos. Se encuentran regularmente en
la boca y en el tracto intestinal del hombre y otros animales, en los
productos licticos, [crmentan los jugos vegetales, unos pocos son grane
deanente patogenos.

Clave a las tribus de la familia Lactobacteraceae.

I —Cocos que sc bresentan aislados en pares o en cadenas.
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Tribu L—Streprococcea

I —Bastones que se tresentan wislwdos, en pares o en cadenas,
Las células pucden =cr muyv lanas v aun hlarentosas,

Tribu 1. - Laceobaclleae
TRIBU 1. Streptococeene Trevean,

Cildas esféncas o clieadan, gue se dindenr enoeForo solnenes;
que usualmente sc proaonidn en pares o O cadenas, Unds crantas ese
pecivs son Cstrictdincnte anacrelios Nimguna crece abundanten.ente
en medios solidos, Los cubohdratos v podi aleoholes son atacades, va
sea por fermentacion a acido Lictico v actdos wobecas aleohol v CO2.
Alumunas cspecies patanenas crecen muy pobremonte st ol medio de
culbvo na tiens suevo sancubteo wootros fhiddos de enriquecimionto.
Son cuatalosa negativas.

Clave a los generos de la tribu Streptococecae.
I.—Pardsitos que crecen pobremente en los medios artificiales.
Las células wsualmente se presentan en pares v son Jrecuentemente

alargadas, Las especies aniacrobias pueden presentarse aunque raras
mente en tétradas o en pequedos racimos.

Géncro I.—Diplococeus,

IL—Pardsitos y saprofitos. Normalmente forman cadenas largas
o cortas. Fermentan glucosa a dcido lactico sin ue aparezca pricti
camerite ningun otro acido o CO2.

Género II.—Streprococcus,

L.—Saprofitos forman cadenas de vocos o de bastones cortos
en los jugos vegetales y en la leche. Fermen glucosa con produccion
de CO2, Acido acético y alcohal etilico. Forman manitol a partir de
la fructuosa.

Género 1I1.—Leuconostoc.
Género I.—Diplococcus Weichelbaum.
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Célulis usualmente ¢ s, dginas veces e cadenas o s
raramente ¢n tétradas o en pequeiios racimos. Las eflulas jovenes s
Gramepositivo, Son pardsitos que algunas veces crecen muy pobre
mente 0 ne crecen on los medies artiticmles, Podar fermentativo, usual-
mente muv grande: Ja mavoria de s cepas forman acido de la glue
o lactosa, sucrosa ¢ inulina. Las cepecies acrdbicas son solubles en
Falis, mientras que las especics anaciehizus nooson solubles cn bilis.
Las relaciones entre los diplococcus estrictamente anaerobios colocar
dos en este génera por Prevot con los neamococcus no - son enicra
mente claros.

Clave a las especies del género Diplococcus
11 —Aerodhico, Facultativo, Anacrohice. Soluble en bilis
1 .—Diplococcus Pneumoniae.
1. -Extrictamente Anacrobicos, No son coluble: en bilis.
A —=De mds de un micron Je Jidmerro. No ataca carbohidratos.
2. —Diplococcus magnus.
B.—De menos de wn micrén de didmetro.
{ —Forma dcido de la glucosa v la lactosa.
(2).--Encapsulado patogeno.
3 — Diplococcus Palenpneumoniae. :
(aa).-—No capsulado. No patdgeno.
4 —Diplococcus Plagarum.—Belli.
7 -—Acido de la glicosd pero no de la lactosa.
(a) —Crece en los medios de cultivo ordinarios. No patogeno.
5 —Diplococcus Constellatus.
(an) —No crece en los medios de cudtivos ordinarios. Patogenos.
6 .~—Diplococcus Morvillorum.

Género 11—Streptococcus Ronsenback.
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Células csféneds w ovordes; rara vez s encuentran alarpadas en
forma Ce hastonse, Sepresentan agrpados on pares, cadenas cortas
o ca Ievsas hlr,::(u. [eo M <n ]uxqm’tcx O CNoNusas zm)glcdrcs. Re-
gularmente no forman cipsula, pero en nlg\lnns CEPECIEs y en ciertas
condicicnes, i existen en forma conspicua. Son Gram positios, pero
algunas especies e decoloan fdalmenie. Unas pocas cepas producen
un crecimiento color rojo herrumbroso al zer wembados en profundis
dad en la geloca, 0 un prgmento gue va del amaritlo al anaranjado en
caldo de almidén. El crecimicnto en los medios artificiales es ligero.
Las colonias en gelesa, son pequenas. Las colonias que crecen en la sue
perfic:e de los miedhos de cultivo, <on transhiendas. Las colonias pueden
ser difusas, convexas o mucotdes. Alpunas especies son estimuladas
en su crecimiento por I adicion de proteinas naturales. La mayor
parte de las cspecies con andcrobiog facultativos, con pequefo crecir
miento en la superficie de los medios sembrados en picadura. Unas
cuantas especics <on cxtrictamente anacrobios. Algunas de estas Glti-
mas especies, atacan lds proteinas con produccion de gas v olor féti
do_ La fermentacion de los hidrocarbonados por todas las otras esper
cics es homo-fermentativa con formacion de dcido Lictico dextrdgiro
como ¢l producto predominante, =n tanto gue dcidos volitiles u otros
proaductos velitiles v CO2 puede no producir o ser formados en muv
pequenas cantidades. T vuding rara vez o5 atacada, no reduce nitrar
tos a nitritos. No son solubles en lilis, Frecuentemente acumulan ma-
teria orgianica conteniendo aziicares. Regularmente e les encuentra en
Ja beea v en el intestino del hombre v de otros animales. En los prov
ductos licteos v en los jugos de fermentacidn de las plantas. Algunas
especies son grandemente patdeenas. .

NOTA: Parcce recomendable aceptar en la clasificacion de los
STREPTOCOCCUIS “olamente igiiellas esrecies descritas acerca de
las cuales hay un razonabls acuerdo entre los investivadores. Los métor
dos seroldgicos de clasificacion < han incluido, hasta donde ha sido
pf)siblc. en la clsificacion que sipue, pero como el verdadero signi
f{CadO de estoy métados no se conoce, estos métodos serologicos se cone
sideran de secundaria importancia v no en la clasificacion primaria.
Se han descrito STREPTOCOCCUS méviles ocasionalmente, pero
no se sabe si éstos constituyen especies definidas, o bien son cepas
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nue ocasioralmente aparecen en eonecics ordinariamente inméviles
Los streptococcus anacrobios aun no han sido suficientemente estudi
dns como para estar seguros de si deben incluirseles en el género strep-
tesoscus e bien darles un rango genérico separado, aungue sus proce:
sos metabdlicos sugieran que deba hacerse esto Gltimo.

Clave a las especies del género Streptocccus.

[ —Fspecics anacrobias facultativas.

A —-Grupo piroaénico, No crece a 10° C. No crece a 45° C. Ge-
neralmente son Beta hemoliticos. Generalmente 1o cnayan la leche tor
naselada v reducen el tomasol muy lentamente. Generalmente no fer-
mentan el manitol i glicero]. No toleran ¢l ezl de metileno al 0.1%
No toleran tampoco cl Na Cl ol 6.5 ni 1 hH de 9.6, Produce amo-
niaco a partir de la peptona.

I.—No hidrolizan hipurato de sodio.

a.—Fermentan lactosa.

b.—No fermentan sorbitol, pero si trehalosa. Grupo A de Lan

cefield,
Patogeno  1.—Streptococcus pyogenes.

bb.—Fermentan sorbitol, no fermentan trehalosa. Crupo C de
Lancefield,

No patogeno 2.—Streptococcus zoopidéricus.

aa.—La lactosa puede scr 0 no fermentada, Grupo C de Lance
field.

b.—No fermentan trehalosa.
Mis o menos Patogeno. 3.—Streptococcus equisimilis.
bb.—Fermenta trehalosa,

Patdgeno 4.—Streptococcus equisimilis,

I1.—Hidrolisdn hipurato de sodio. Grupo B de Lancefield.
No patégeno 5.-—Streptococcus agalactiae.
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B."'"G?'H[m p“nf(xns N() crece o 1O¥ (: Cr‘cfc a 45 C <On po
cas excepctones on copas de laespeaie Streptococcus mitss, Reduce o
tormasol despuds de cuarar la leche tomasolada. E1 sorbitol y ol glices
rol gencralmente ne son fomentados. Blomantol, vara vez es fers
méntado, No toleya concentaciones de dzad de metileno al 019, Na
Clal 659 mwr pH ode W o0 XNo son e hemolinieos: (aungue puer
den serlo hajo condiciones anacrobias) pero prede mostrar varios gra
dos de caverdecimiento de la savre. No produce amoniaco de la pep-
g con pocds excepaones, tratindose deoespecies de Streptococcus
mitis,

I. -Fermentan lactosa.

a-No crecen o 500 Envendicen o se parten indiferentemente
i gdlose sangre. Generadmente fermentan retinosa, inulina, salicina y
dextrina. Generalmente atican esoulina, Crecen con concentraciones
de NaClal 2 70,

b.—No sobrevivan g 600 por 307 Flidrolizan almidén, No tolevan

la bilis.

¢.~—Lolonias mucoides producidas en medios conteniendo swe
Crosa o rafinos,

Patdgena 6.~Streprococcus salivarius,

ce.—Colomas no mucowdes en medios contenmendo sucrosa o 1o
finosa, No fermentan smdua,

Patogena 7.

Streprococcus mins.

bb.—Sobreriee @ 607 por 307 Fidroliza el almidén con excepeion
de Ja vanedad indinacens. Tolera la bilis,

Mis 0 menos Patdeeno. 8.—Streptococeus bovis (y variedades).
. ;m.—fCrccc a 30" No ticne accion sobre la sangre. No ataca ey
culina ni dextrina ni fermenta rafinos, inulina, salicina. No crece
en concentraciones de Nu Cl al 295
No patdgeno, 9. -Streptococcis thermophitus,

2 —No fermenta lacrose, toleyy Ja bilis.
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Patégeno mis o menos. 10.—Streptococeus equinus.

C —Grupo lictico. Crece a 10*. No crece a 45° C. Reduce el
terrasol antes de crasar la leche tormasolada. No fermenta sorbitol ni
ehicerol No ¢s Betahemolitico ¢l prupo. Tolera 0.1% de azul de meti-
leno, pero no toleva 6.5 de Na Cl o un pH de 9.6.

1 — Fermentan maltosa y dextrina. Producen amoniaco de la
peptona. Crecen a 407 C. Grupo N de Shattock y Mottik.

No Patogeno. 11.—Streptcoccus lactis.

2 -=No fermentan maltosa, Usualmente no fermentan dextrina,
no rroducen amoniaco de la peptona, no crecen a 40° C.

No Patdeeno. 12 .---StreptococCus cremoris,

D —~Grupo de los Enterococeus. Crecen a 10° C. Crecen a 45°C.
Usnelmente redicen ¢l tormasol antes de coagular la leche tornasolada.
Goncralmente ferentan sorbitol. alicerol v manitol. Pueden ser o no
Beta hemolitiens, Toleran azd de metileno en concentracion de 0.1%
mlufmn de Na Cl al 6.57 v un pH de 9.6 Producen amoniaco a
partir de la peptona Pertenecen al erupo D de Lancefield.

1.——No son Betahemoliticos,

a.—Ne lictian gelatina,

Patogeno 13.—Streptococcus faecalss.

aa.---Lictan gelatina,

Patdgeno 14.—Streptococcus licuefaciens.

2.—Son Betahemoliticos. .
a.—Fermentan manitol y sorbitol.

Patégeno 15.~Streptococcus zymogenes.

aa.—No fermentan manitol ni sorbitol. i
No patégeno 16.—Streptococcus durans.

[1.—Especies anacrébicas.

—_33—



A.—Anacrobius ¢strictos, T

1 —Producen gas y olor fétido. '

a.—Gencralmente no enturhian ¢l caldo.

b.—Producen dcido en maleosa,

Patégeno 17.—Streptococcus anacrobius.

bb.—No producen dcido de maltosa.

Patdgeno 18.—Streptococcus foetidus.

aa.—Turbidez en el caldo.

b.—No produce gas en gelosa semivsdlida de Veillon,

No produce gas en agua peptonada.

Patégeno 19.—Streptococcus putridus.

bb.—Abundante gas en gelosa semi-sélida de Veillon y en agua
peptonada,

Patdgeno mis o menos 20.—Streptococcus lanceolatus.

2.—No produce gas ni olor férido.

a.—No coagula en la leche.

Patdgeno 21 —Streptococcus micros,

aa.—Coagla en la leche.

b.—Sedimento viscoso en caldo, en gelosa semi-sélida producen
colonias negruzcas con ¢l envejecimiento.

No Patégeno. 22.—Streprococcus parvulus.

bb.—No hay sedimento viscoso en caldo. En gelosa semi-sélida
las colonias no se ennegrecen con el tiempo.

Patégeno 23."—St1’l‘_’p[OCOCCu5 intdnnedius_
B.—~Microaeyofilicos.

1.—Extrictamente anacrobius al ser aislados. Posteriormente se
vueluen microaerofilicos.

Patégeno 24.—Streptococcus volutus.
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A —Anacrobius ¢strictos, R A

1. —Prodiccen gas v olor fétido.

a.—Gencralmente no enturbian ¢l caldo,
b.—Producen dcido ¢n maltosa,

Patépeno 17.—Streprococcus anacrobius.

bb.—No producen dcido de maltosa,

Patogeno 18.—-Streptococcus foctidus.

aa —Turhidez en ¢l caldo.

b.—Nn prmfuc(' vis o ocloga semi-solida de Vellon,
No produce gas en agua peptonada.

Pat{geno 19.—Streptococcus putridus.

bb.—Abundante gas en gelesa semiesolida de Vallon v en agua
peptomada.
- Patégeno mis o menos 20.—Streprococcus lanceolatus.
2.—No produce gas ni olor férido.
a.—Npo coagula en la leche.
Patdgeno 21.—Streptococcus micros.
aa.—Coagula ¢n la leche.

" b.—Sedimento viscoso en caldo, en gelosa semi-sdlida producen
colonias negruzcas con ¢l envejecimiento.

No Patégeno. 22.—~Streprococcus parvudus,

bb.—No hay sedimento viscoso en caldo. En gelosa semivsclida
las colonias no se ennegrecen con ¢l tiempo.

. Patégeno 23 —Streprococcus mtermedius.
B.—Microaerofilicos.

l.—Extrictamente anacrobius al ser aislados. Posteriormente se
vuelven micvoaerofilicos.

Patégeno 24.—Streptococcus evolutus.
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LOS ESTREPTOCOCOS

INTRODUCCION

Ya hemos visto que los estreptococos pertenecen a la familia
Lactobacteriicea; a la tribu I Streptococaccea y al género Streptococ:
cus. Dubos (2), los define de la siguiente manera: “Su comin deno
minador es ¢l ser microorganismos Gram positivos, de forma esférica
o eliptica, los cuales no son solubles en bilis. Las unidades se presentan
en cadena, algunas veces en pares, pero nunca en ‘masas. Se dividen en
angulos rectos con respecto a los ejes largos de las cadenas, las cuales
pueden contener de 2 a varios cientos de cocos. Algunos forman cap-
sulas, otros no. Las colonias discoides en varios medios solidos mues-
tran diversos tipos de bordes. Algunas cepas forman pigmento. La
accion de los estreptococos sobre la sangre varia de especie a especie
y constituye un factor primario que condiciona la clasificacién. Di-
versos carbohidratos son descompuestos con la produccion de acido.
La mayoria de las cepas no licta la gelatina. La mayoria son aerobios
v facultativamente anaerobios pero algunos son aerobios obligados™.

Los estreptococos se dividen en dos grandes grupos:

a) —Especies acrobias y facultativamente anaerobias.
bh) —Especies microacrofilicas y anaerobias estrictas.

Los estreptococos acrobios se pueden dividir en cutro grupos:
a) —Grupo pirogénico o hemolitico.

b) —Grupo viridans.

¢).—Grupo lictico que agria la leche.

d).—Grupo de los enterococos.
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Desde que Billroth (citado por Dubos) deseribid por primera
vez los estreptococos en relacion con las heridas infectadas y en las
erisipclas fucron encontrindose cocos sumilares en otros tipos de in-
fecciones. Al parccer el primer intento de clasificacion faé hecho por
P. H. Hiss (citado per Dubes) o principios de este siglo, basindose
en la habilidad de diferentes cepas para fermentar carbohidratos, La
diferenciacion de los estreptococas senin su accion sobre los plébulos
rojos “'in vitro”, en hemoliticos, verdes ¢ indiferentes, fué reconocida
primero por Schottmiiller (citado por Debes), habiendo sido Brown
en 1919, quicn introdujo Jes términas de alfa beta v cama para deseri
bir ligera hemolisis con enverdecimiento, clara hemolisis, y ningin
clecto sobre la hemoclobini respectivamente.

Estos sistemas de clasificacian, dewde el punte de la capacidad
potencial de los pérmencs para vroducir enfermedad, ticnen poco va
lor, siendo mis Gtiles las clasificaciones de Lancefield en erupos y
tipos inmunoldgicos v la de Griff-th »n tiroas por un procedimiento
de aglutinacion en placa, puesc aungue cstos sitemas de clasificacion
no son tampaco completos, se les ha encentrado mis nricticos, particuw
larmente para clasificar las cepas hemoliticas patdgenas para ¢l hom-
bre v los animales, aunque ¢ advierte que estas clasificaciones basa
das en los componentes imunoldgicos de los gérmenes no son aplica
bles a las cepas no hemoliticas ni a las anaerobias.

En términos generales, es tipico de los estreptococos el ser gérr
menes inmoviles v de forma cocoide como va se dijo antes, sin embar-
go, hay que hacer las siguientes excepciones a cstas caracteristicas.

Aurbeck y Felsenfeld (3) aislaron en un caso de endocarditis un
enterococo movil. Han sido reportados sdlo 16 estreptococos moviles
siendo tods cllos enterococos, con un solo flagelo el cual se tifie con
nigrosina pero no con la técnica de Leifeon (4).

Los estreptococos pueden tener apariencia de bacilos difteroides
(5, 6, 7). Lamanna encuentra que esta aparicncia difteroide es fres
cuente en los estreptococos atslados en las endocarditis. Tienen apa
riencia de difteroides por ser en baston y tefiirse irregularmente con
las barras y granulacienes propias de los difteroides. Bste aspecto dif-
teroide lo pueden tener en medios «Glidos v en los tejidos, pero estas
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cepas en medios liquidos recobian su morfo
Lamanna encuentra también HUC Cstos estreptococos crecen mal en
zelosa sangre humana a4 37 C.oen pelosa sangre de conejo a 37" C
crecen mejor, pero hay formas cocoides y formas ovoides; en cambio,
tanto on gelosa ~angre humana como on la de conejo hay mejor cre
ciniento de formas.covordes a L temperatura ambiente. Los medios,
oo la mfusion de cerebio y ol eelea semisdtida con infusion de

s gue taaen un PO nenvo s e e Y sunerficie son
anacrohios, son los mix favorables paz dar crsciminto <Olo a f. rmas
cocoides. Los estreptococos anaciohi felatves o Jos micro ow
Licos crecen muds en cord o s Poanoimie Wi i edios solidos
los estreptococos anacrobio: trae SUCENIVO: IR0~ enaerobiosis pueden
crecer hastante bien.

logia de cocos en cadenas.

Mellen v colabaradores (8), encontraron un estreptecoco del
grupo A de Tarcefisld beca-homolicico que o' sasar desu forma lisa
a i forma dspera, <o tornaba no hemolitico, o difterosde v came
hiaba su estructura antigénica, pera podia renacerse otra vez ésta y
llegar a ser nuevamente un tipico vstreptococo hemolitico del grupo

A. de Lancefield.

Lamanna (6), explica la forma difteroide diciendo que es una
morfologia anormal, per ser los e-treptecocos sensibles al cultivo en
condiciones anormales de tipo atmosiérico v de remperatura de des
arrollo. El tipo de medio de cultivo también los afecta, pudiendo tomar
en algunos medios formas no cocoides. Sin embargo, estas formas 6o
son bacilas difteroides, pues en medio <dlido no forman catalasa como
los verdaderos difteroides (o) rerdxido de Bdrdreno. on ditucion, no
burbujea cuando - aade al cultive): en combio los verdaderos bacilos
difteroides s forman catalasa. Los estreptococos creciendo en medios
adecuados nunca toman la forma difteroide ni forman grinulos meta-
cromiticos, El tamano v la forma de las bacterias, derende de Ta velor
cidad de crecimiento, pero no de la velocidad de divisidn de las célu-
las. E medio ambiente cierce nn efircta mis delettrea o mismo que las
sulfas y penicilina, en la velocidad de division que en la de crecimien-
to: ex por eso, que st la primera s hace mis lenta qnc_!n segunda, las
células toman formas alarpadas. Tamanna {6), también explica que
es normal en los estreptococos ¢l tefiirse desipualmente. pues estas ¢é-
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lulas ticnen tendencia a depositar citoplasma mis ripidamente en sen-
tido longitucinal que en ¢l transversal y si son inhibidos, por influen-
cas toxicas, al dividirse, pero no al crecer, perderin su forma de cos
«os, tomando la de bacilos tenidos Jesigngmente.

DISTRIBUCION Y GRADO DE PATOGENICIDAD.

Las estreptococos estan ampliamente distribuidos en la naturale-
za. Donde quicra que ¢} hombre o los animales existan, estos microors
ganismos se encucntran ya sea como patdgenus, comensales o bacte
rias con vida independiente; en este Gltimo estado no dependen direce
amente de un huésped animal para su supervivencia.

GRUPO LACTICO.

Algunas especies de los estreptococos que agrian la leche, por
cjemplo, el S. lactis, parcce que no necesita de tejidos animales para
vivir, pues pueden vivir en las plantas. Este grupo no es patdgeno, pe-
ro su frecuente presencia en la leche, los hace importantes en la bac
teriologia. Ademis es frecuentemente necesario diferenciarlos de los
enterocccos, A este gruno pertenece también el S cremoris, el cual
elabora come ¢l S. lactis el antigeno de grupo especifico (polisacirido
C) que los clasifica en el grupo Seroldgico N. el S. thermophilus per
tenece a este grupo lactico, pero es de tipo viridans y no elabora anti-
geno especifico de grupo.

GRUPO DE LOS ENTEROCOCOS.

Los enterococos también estin ampliamente distribuidos en la na-
turaleza, como puede esperarse al considerar que son habitantes nor-
males del intestino humano y de los animales de sangre caliente. Se-
gan Ostolenk y Hunter (8), en el tracto intestinal de gatos, caballos,’
ganado vacuno, cuy, perros, monos, pollos y conejos también se en
cuentran los enterococos. En la tierra no encontraron estreptocacos
hemcliticos, pero encontraron 8. faecalis y S. liquefaciens en las plan-
tas. Estos autores describen a los enterococos como mas resistentes que
lns coliformes al cloro que se usa para desinfectar el agua.

La opinion de Niven y Sherman (9) es que los enterococos des
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de ¢l punto de vista de sus requorimientos nutritivos parecen ser un
grupo homogénco. Todos requicren acido pantoténico, acido nicoti-
ntco, pridoxma y biotina. Todos son capaces de sintetizar tiamina.
Algunos requicren nboflavina y dcido fdlico. Estos autores describen
un medio sintético en ¢l cual pueden desarollarse ficilmente los en-
terococns,

Campbell y Gunsalus (10), encontraron que los enteroccos en
general, utilizan grandemente los citratos como fuente de energia. [l
S. lactis no utiliza los citratos. Sin embargo, los autores encontraron
tambicn una cepa de S. faccalis que no lo utilizaba. El hecho de que
lus enterococos utilicen los citratos, coloca estos gérmenes entrec}ns
homofermentativos, pues los pérmenes heterofermentativos requieran
un carbohidrato utilizable como fuente de energia. Los estreptococos
que estos autores estudiaron y que utilizaron grandemente los zitra-
tos son los S. faccalis, liquefaciens v zymogenes, en tanto que los S.
mastitidis y lactis no los utilizaron.

Gunsalus y colaboradores (11) presentan un ejemplo interesante
de como es necesario diferenciar los S, lactis de los enterococos, pues
encontraron que un germen considerado como tipico S. lactis, era un
enterococo. Estos autores describen en los S, lactis un gran poder re-
ductor sobre el tornasol y gran capacidad para licuar la gelatina; sin
embirgo, encuentran que estos gérmenes carecen de las caracteristicas
bioldgicas tipicas de los enterococos. Los enterococos ademas poseen
un sistema enzimitico caracteristico, que es la carboxilasa a la tirosina.

Winter y Sandholzer (12) y Evans y Chinn (13), caracterizan
a los enterococos por:

1. Ser cocos Gram positivos.
2. Por pertenccer al grupo D. de Lancefield.
3. Por sobrevivir al calentamiento a 60° C. durante 30 minutos.

4. Por su capacidad de crecer en solucion de cloruro de sodio al
6.5 %.
5. Por su capacidad de crecer a temperaturas de 10° C. y 42° Q.

6. Por su capacidad de crecer en bilis a 40 %.



7. Por su capacidad de crecer en solucion de azul de metileno
al 0.1 %.

8. Por reducir al tornasol en leche descremada antes de cua-
jarla.

9. Por fermentar ¢l glicerol en acrobiosis.
1. Por no producir catalasa.

Qstrolenk y Hunter, (8), recomiendan el medio S. S. de Hajan
y Perry con 6.5% de NaCl para oislar enterococos y Winter y
Sandholzer (12), usan ¢l medio de White y Sherman que contiene
azida de sortin (N N1) v openiciling ¢ gue e desenbeio para adslar
estafilococos, para aislar los enterococos, pero anadiéndole doble can-
tidad de penicihna y 0.001 G0 de azul de metileno.

Evans y Chinn (173) entre otros, consideran a este grupo de es
treptococos como de gran importancia en la patologia humana, pues
son capaces de producir apendicitis, infecciones purulentas debido a
contaminacion de lesiones intestinales o de la vejiga urinaria; infec-
ciones puerperales, otitis media, mastoiditis, meningitis y endocarditis
subagudas. Por el contrario, los enterococos raras veces son capaces
de producir infecciones del aparato respiratorio. Elaboran un anti
geno especifico de grupo (polisacirido C.) y pertenecen serologica-
mente hablando al grupo D. de Lancefield.

GRUPO VIRIDANS.

Los estreptococos del grupo viridans no causan hemolisis betta
en los eritrocitos, pero algunos pueden inducir la llamada hemolisis al-
fa; algunos hacen a la hemoglobina café o verde, mientras que otros

no afectan la sangre, es decir, son indiferentes, y se_les denomina
gama.

Hay amplias variaciones respecto a la alteracion verdosa que
causan en la hemoglobina, lo cual depende en parte de la sangre em-
pleada y en parte de las facultades de cada especie para alterarla, por

lo cual algunas especies producen mucho pigmento y otras muy poce
N ninguno.
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Los estreptocozos viridans, en contraste con los estreptococos de

~ los grupos seroldgicos cominmente reconocidos, no parecen producir el

carbohidrato somitico "C™, por medio del cual se les pueda dividir en
grupos. Sin embargo, no se puede ufirmar categdricamente que las
cepas viridans no claboren estos antigenos especificos de grupo, sino
mis bien gque no se les ha encontrado.

En muchos asrectos los estreptococos viridans se semejan a los
ncumncocos, de tos cuales muchas veces solo se les puede diferenciar
basindose ¢n que no son solubles en bilis; por otra parte, se semejan a
los estreptococos hemnliticos en su reaccion ante el azul de metileno y
otras caracteristicas {isiologicas.

Chapman y Berens (14), encuentran que el S. mitis es tan fre-
cuentemente coma ol S, salivarius en la faringe y en las heces humanas,
pera que el S. mitis es mas frecuente que el salivarius en la cavidad
nasal y en los tejidos dental v peridental.

Niven y White (15) aislaron 1'10 cepas de estreptcocos en 100
casns de endocarditis bacteriana. Estos estreptococos fueron clasifica-
dos de la siguiente manera:

Especic o variedad. No. de Cepas.

S mitis ....... O & |
T T V20 © 70 PO P 22
G BOVIS v veerenrrseneeasennennsossennsens 12
S. faccalis ....... AR PP |
S. agalactize .....oiiiiiieeeiieneeieniees 1
S. del grupo C de Lancefield ............c.0 1
No clasificados . vvevvrererenniiraeeens. 4

Fs notable la baja incidencia de enterococos y la ausencia de sali-
varius en e-ta serie. B S, mitis, es el S. viridans que habitualmente
< encuentra en las heces humands. Sin embargo, el S. salivarius fre-
cuentemente se h scontrado por otros autores causando endocardi-
tis hacterianas, en las lesiones de la boca y nariz y ocasionalmente en los
pulmones, lo mismo que en bocas e intestinos humanos aparentemen-
te normales.
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White y Niven (5), aislaron en una tercera parte de los casos
de una serie de endocarditis bacterjana, un S. viridans resistente a fa
penicilina, pero que no tenia caracteristicas de enterococo. A estos es
treptecocos fos deneminaron S, B. E. No se han aislado d: la garganta
humana, pero conio son tolerantes a la bilis los autores croen que puer
den cor Nobitenie neoooales del nrestine Beneacs Se e ha lloma
do también S. sanouis. Algunas veces presentan aspecto difteroide
en les medios de cultivo.

Otra variedad de S. viridans, on los llamados M. G. que se han
encontrado en bocas humanas normales, pero que parecen tener algu
nas relaciones simbidticas en muchos casos de neumonias atipicas.

El S. bovis, también S. de Bargen e¢s habitante del intestino bo-
vino: frecuentemente <¢ encucentran en el intestino humano y se le
ha encontrado ocas:onalmente causando endocarditis subagudas. Otro
estreptococo potencialmente patogeno al hombre es el S. equinos, el
cual es habitante normal del intestino del caballo. Se le ha encontrado
en exudados inflamatorios de los tractos génitourinarios v gastrointes-
tinal del hombre. El S. viridans no elabora el polisacirido especifico
de grupo, (antigeno C).

GRUPOQ HEMOLITICO O PIROGENICO.

Los §. de este grupo, son casi todos hemoliticos en gelosa sangre
yla mayoria de ellos producen hemolisina soluble en caldo ¢on suers
sanguineo. Todos elaboran el polisacirido especifico de grupo (anti-

geno C), lo que permite clasificarlos en los grupos: A. B. C. E. P,
G. H. L. M. de Lancefield.

Evans, (17) di6 las bases de cémo clasificar los estreptococos de

los grupos A y C que adopta el manual de Bergey, basindose en fer-
mentaciones de lactosa, trealosa y sorbitol.

Evans (17), también di6 las bases para clasificar e identificar 2l
S. equisimilis; pertencce al grupo piogénico de estreptococos aerobios
que no hidrolizan hipurato de sodio. Este grupo piogénico incluye tor
das las cepas de estreptococos de los grupos A y C de Lancefield. Bste
estreptococo equisimils se caracteriza por precipitar con suera del
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grupo C, fermentar trehalosa, no fermentar sorbitol y fermentar irre-
gularmente la lactosa. Este estreptococo puede ser de origen animal o
hurano; en el hombre ¢s capaz de producir erisipelas, fiebre puer-
peral, escarlatinas, etc. Pero s6lo se le ha encontrado en el 3 %% de
los casos de ostas enfermedades. Tienen tendencia a infectar otras
rartes del cuerpo humano que no sea la garganta,

Evans (18), estudiando 326 cepas del grupo A. de origen huma-
no, encuentra que todos ests estreptococos hemoliticos produjeron
acido on trehalosa y que ninguno atacd el sorbitol. El S. scarlatinae
ataca la salicina, lo cual lo diferencia de las otras especies. Los S. de
los grupos pidgenes y epidémicus fermentan la lactosa y no el mani-
tol, lo cual los diferencia de los otros grupos: ademids nunca varian
estas caracteristicas, lo contrario de lo que pasa en otros grupos, en
donde los estreptocecos pueden volverse lactosa negativos y manitol
noritivos. Las rcacciones de fermentacion son similares entre los gru-
rus epidémicus y pidgenes.

Es de suma importancia en ¢l estudio de los S. el saber que exis
ten fendmenos de variacion por los cuales se puedan cambiar las ca
racteristicas bioldgicas de los gérmenes. Un ejemplo de estas varia-
ciones la dan Morton y Sommer (19), los cuales estudiando un es
treptococo hemolitico del grupo C. obtuvieron colonias mucoides en-
tre las que se encontraron variantes no hemoliticas. Las colonias mu-
cexdes no fermentaron lactosa y trehalosa, pero si fermentaron sort,
tol y manitol. En cambio, los gérmenes de las colonias lisas y enanas,
que estos autores obtuvieron con el mismo estreptococo fermentaron
lactosa v trehalosa pero no sorbitol y manitol.

Rammelkamp y Dingle (20), clasifican los estreptococos beta
hemoliticos en grupos y tipos por grupos serologicos de acuerdn con
las ideas de Lancefield. El grupo especifico depende de un polisaca
rido conocido como substancia “*C™, el cual s¢ extrae por los métodos
de Lancefield o el de Fuller.

El polisacirido es parte integrante de la célula, no es téxico, y
no tiene relacion con la inmunidad; para determinar el grupo se pone
en contacto con suero especifico, con el extracto obtenido por los
mérodos de Lancefield o de Fuller usando métodos de. precipitacion.
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Sc han cncontrado mas de 12 grupos seroldgicos de estreptozo:
cos. Al parecer los estreptococos del grupo A, con los causantes de
Ia mayoria de las infecciones en ¢l hombre, aungue ¢s probable Jue
todos los 2rupos pucden ser patdpenos en condiciones favorables. En
la composicion antigénica de los estreptococes Jeb grupo A se han en-
cntrade 2 substancias designadas con las letras My T, que determinan
el tipo <specifico del estreptococo.

El antigeno M ¢s una proteina gue sc encuentra en la super-
ticic de 1a célula y que esta en intima relacion con la virulencia. Se
han encontrado anticuerpos especiticos M después de infecciones na-
turales en el hombre. La substancia T se encuentra en Ia célula misma,
€s und proteina que ¢s antigénica, pero los anticuerpos que produ-
cen nu protegen al animal contra infecciones por organismos que con:
tengan ¢! mismo antigeno T. La determinacion del grupo de los es
treptococos betachemoliticos se realiza por medio de las téenicas de
aglutinarion de Griffith o por las de precipitacion de Lancefield o de
Fuller. La técnica de aplutinacion depende de los antigenos T y en un
menor grado del antigeno M en cambio, la reaccidn de precipitaciin
depende del antigeno M solamente.

HEMOLISINAS

Actualmente se sabe gue la reaccién hemolitica de los estrepto-
COCOs NO es constante, pues cepas que producen hemolisis en sangre
humana sélo producen enverdecimiento en sangre de conejo; al pares
cer, la sangre humana es la que menos atacan los estreptococos hemor
lizandola, segiin algunos autores, pero esto es rehatido por otros.

Pike juzga que lo mejor es la sangre humana v luego la de conejo;
la sangre de carnero y la sangre humana sirven para diferenciar los
estreptococos hemoliticos de los Hemophylus hemoliticus. Las varian
tes no hemoliticas de los estreptococos beta-hemoliticos son un probler
ma, pues son capaces de producir enfermedad. El mejor medio para
estudiar la hemolisis es por medio de placas mezcladas; los autores re
comiendan la modificacién de Perry vy Petran, la cual consiste en has
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zer uma sierbra en una placa de gelosa sangre, por medio de un hisopo
v luego se anade gelesa sangre en una segunda capa.

S¢ ha encontrado que ciertas cepas de estreptococos muestran
hemolisis beta cuando se cultivan en anacrobiosis, pero no cuando se
cultivan cn acrobiosis. Se ha encontrado que las cepas que producen
cstreptolisina S, pero no cstreptolisina O, producen hemolisis tanto
cuan-lo se cultivan en la superficie como en la profundidad de placas
de gelosa sangre. Las cepas que producen solo estreptolisina O, no
muestran hemolisis cuando se siembran en la superficie de placas de
aelnea sangre y aunque se incuben cn acrobiosis o anaerobiosis; sin
embarzo, estas cepas que s6lo producen estreptolisina O, muestran
hoena hemalisis cuando se siembran en placas mezcladas. De esto se
concluve que la hemolisis producida por las colonias de la superficic
del medio de cultivo cra debida a la estreptolisina S, siendo oxidada v
por 1o tanto inactivada la estreptolisina O: sin embaree en la baja ten-
cion de oxigeno a que se eacuentran las colonias profundas, tanto la
estreptolisina O, como la S, causan hemolisis en ansencia completa de
oxigens la estreptalisina O es también mactiva. Por 1o tanto. con las
cepas que producen dlo estreptolisina O no r'.utdc manifestarse siem-
pre la presencia de hemolisina, haciendo las siembras rutinarias en la
wnerficie de placas de gelosa sangre.

La presencia de titulos altos de anticctrent: lisina o~ la sanare
empleada para hacer ¢l medio de cultivo. piede también inhibir la
praduccian de hemolisis por los estrentacocos hemnliticos.

Mg or cabe con sopuridad con aue feocnencin so presentan las ce-
pas de estreptococos del grupo A que <0lo producen estreptolisina 0.

La frecuencia con que no se aislan los estreptococos beta-hemoli-
ticos en pacicntes con escarlatina, puede ser indico de Emc l(zls fi:stfepf
tococos (ue estén causando en estos pacientes h]"?'n crgc ad sean
cepas de estreptococos que s6lo producen estreptolisina Q.

Consideramos que es necesario estudiar mas C.\l‘lll:l es Tl txp? de:
sangre que debe emplearse en el c§t11d1o de la hegnol‘lszs ;;or 0s ae:fii:eilgs
tococos y las ventajas o desventajas Je las swlm ras ‘en‘ as sxé{; icies
de las placas, el uso de placas mezcladas y el uso tambien de pia
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de gelosa en las que primero s¢ hace fa s:einbra y luego se afade una
segunda capa de gelosa sangre.

FIBRINOLISINA

Christensen (21), dice que la fibrinolisina producida por los es
treptococos solo actda al ser activada por el factor lisina de Milstone.
Es posible que ¢l “factor lisina™ wa la proteosa de suero la cual nor-
malmente estd en la sangre en estado inactivo. La fibrinolisina es tam-
hién activa para la gelatina, la cascina y la hemoglobina.

Rammelkamp y Dingle (20}, dicen que la fibrinolisina es una
enzima capaz de lisar los codgulos de {ibrina humana. No es tripsina;
la fibrinolisina activada destruye la protrombina. Actualmente se 1la-
ma también estreptequinasa a la fibrinolisina. Se Hlama plasminogen o
substancia globulinica al factor litico v plasmina a la enzima activada.
Las substancias inhibitorias se llaman antiestreptoquinasa y antiplas-
mina,

La resistencia aue oponen los coiagulos de plasma a la lisis por 11
enzima de los estreptococos, aunque se observa en la sangre de los pa-
cientes convalecientos de enfermedades causadas por estreptococos.
tambi¢n ce observa con los coigulos del recién nacido y de una gran
cantidad de pacientes con diversas otras enfermedades no estreptococ-
cicas. Esta resistencia del plasma a la fibrinolisina puede ser debida:

1).—A la presencia de una antifibrinoliina especifica.

b).—A la presencia de antiproteosa (antiplasmina), o a la pre-
sencia de antiplasmindgeno.

c).—A deficiencia del factor litico (plasmindgeno).

La fibrinolisina la producen estreptococos de los grupos A. C. G
abundantemente. Los estreptococos de los grupos D y F también la
prcducen pero en cantidades muy pequeiias. Los estreptococos del
grupo A habitualmente producen mucha fibrinolisina, los del grupo C
en pequenas cantidades. Es de observarse que dentro del grupo A hay
cepas de estreptococos que producen mucha fibrinolisina y otras ce
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pas que la producen en pequefia cantidad, siendo la produccin de fi-
brinclicina relativamente constante para cada cepa. Es de interés ohbe

servar aue los organismos que producen mucha proteinasa no produ-
cen fibrinolisina.

S¢ ha encontrado que los sueros que tienen mucha antifibrinoli-
sina ustalmente muestran altos titulos de anticstreptolisina, sin em-
bargo, lo contrario no ¢s cierto, pues sueros con mucha antiestreproli-
sna pueden tener niveles normales de antifibrinolisina. Habitualmen:
te Ia< personas que no tienen estreptococos beta-hemoliticos en 1a gar
ganta, tienen el suera pocas unidad=s de antfibrinolisina, Aunque to-
das los pacientes de enfermedades estreptocdecicas muestran un aur
mento de las antiestreptolisinas en las convalecencias. sélo el 37 % de
los pacientes muestra una clevacién en los titulos de la antifibrinali
sina.

Hay discrepancia en la frecuencia con que aumenta la fibrino-
lisina en las enfermedades estreptocdecicas al ser deteminada por las
pruchas de resistencia del codpulo de plasma, v la prusba cuantitativa,
siendo la primera la que da respuestas mayores.

PROTEINASA

Los estreptococos hemoliticos del grupo A producen una enzima
protealitica extracelular o proteinasa (20). Esta enzima digxgre los
antigenos M de los estrentacocos, ta fibrinolisina (estreptoquinasa).
la fibrina, la caseina y la leche.

Esta proteinasa estreptococcica es activa solo en determinaclas
condiciones. Esta enzima puede aislarse en los sueros de convale'cxgn‘
tes. La produccion de enzima no tiene relacion con el tipo serologico
del organismo ni con las caracteristicas propias de la infeccidn.

ACIDO HIALURONICO Y HIALURONIDASA

Se encuentra en la cipsula de los estreptococos de los grupos A
y C el 4cido hialurdnico y la hialuronidasa, la cual' es una diastasa. La
hialuronidasa se ha encontrado en las capas superiores de los cultivos
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de estreptococos hemoliticos. El dcido hialurdnico se ha encontrado
en las cepas mucoides o "Matt”, Aunque 0lo se encuentra en las
cepas encepsuladas no todos los estreptococos con cipsulas contienen
cste mucopolisacirido. S¢ han encontrado estreptococos encapsulados
que carecen de acde hialurdnieo en los grupos A, B, G, Gy M. Las
caprulas de los cstegptocecos Ao dos grupo: Ay O desaparecen con la
adicion de extractos testiculares de sancunjuelas v con hialuronidasa
de estreptococos del grupo C. La cipsula de los estreptococos del
grapo B ono se afecta. Bl daido laalurdnico parece ser un factor muy
impartante en la virulencn Ge oo evtreptococos, pues el extracto de
sanguiiuela, ast coino la haaluromdasa puede proteger a los ratones
incculados con dosis letales decstreptcncos encapsulados del grupo
C. En ¢l wer humano <¢ ha encontrado que estreptococos del grupo A
que produce infecciones muy severas produciendo mis deido hialuree
nico que los estreptococos atslados de infecciones ligeras, Estudios “in
vitro™ han demostrado que los estreptococos del grupo A tratados con
hialuronidasa son mis acertbles o la favocitosis por los feucocitos
humanes, que los no tratados. Se ba encontrado que a determina-
cion cuantitativa del mucopolizacirido ec un indice mis de fiar v mis
o gue T prodinecidn dedeids Balurdaco, gee T dermeracion de
las chsulas o que la morfologia de las colonias en varies medios de
cultivo, <in embargo, no es posble indicar nincuna estrecha refacion
entre la virnlencia de los estreptococs para el Rombre v la encapsula
cinn v produceion de dcido hialurénico.

Se ha estndiado Ta hialuronidasa en virtud de su probable capaci-
dad de actian somo factor de diseminacion de la infeccion.

La produccion de la hialuronidasa por los estreptococos “in viv
tro™, s¢ encontrd normalmente por la adicion de hialuronate al medio
de cultivo; al parecer la bialuronidasa se forma menos en los estreptor
cocos del grupo A gue en los estreptococos de los grupos G, Gy L.
No esti bien claro el que la hialuronidasa actde como factor de difw
sion de Is estreptococoy, sin embargo, las cepas encapsuladas son mis
aptas para produciy lesiones localizadas, en tanto que las cepas que
praducen hialuronidasa s¢ relaciona més bien con infecciones genera’
les diseminadas, Poca relacién se ha encontrado entre I pl‘OdUCCién
de hraluronidasa y la virulencia para ¢l hombre.

— 48 —

vi
de
sa
tiy



S han encontrado estreptococos productores de  hialuronida-
52 en individuos sanos. A pesar de que relativamente pocos tipos (clar
siticacion segun técnica de Grifith) de estreptococos del grupo A pro-
ducen cantidades apreciables de hialuronidasa, se ha encntrado que
pacientes con ficbre reumittica muestran altos titulos inhibitorios para
la hialuromdasa, es decir, que hay gran cantidad de anti-hialuronidasa
en su sucro sanguineo; cn cambio hay titulos moderadamente altos de
hialurnidasa en la escarlatina y en comparacion con los titulos encon-
trados ¢n los individuos normales.

TOXINA ERITROGENETICA

Hay dos toxinas eritrogenéticas lamadas A y B (20). Los indi-
viduos Dick positivos reaccionan a la toxina A y no a 1a B lo cual
puede explicar que los individuos Dick negativos algunas veces pue
den desarollar ficbre escarlatinosa y otros que tienen antitoxina en la

sangre durante la convalecencia de escarlatina sigan siendo Dick posic
tivos.



LOS ESTAFILOCOCOS

Estos gérmencs son miembros del gran grupo de los micrococos,
entre los que hay muchas especies saprofitas, pero morfolégicamente
similares a los estafilococos.

Hasta hace poco se clasificaba a los estafilococos en un género
separado llamdo Staphylcoccus, pero recientemente ya se les clasifica
dentro del género iMcrococcus, el cual pertenece a la familia Micro-
ceccaceae. Este acuerdo es ampliamente aeptado entre otros por Fou-
bert y Douglas (22). Sin embargo, la costumbre de referirse a los mi-
crecocos patogenos como estafilococos, es apoyada por su uso cons
tante por alpo mis de sesenta anos.

Basindonos en la anterior el término “estafilococo™, lo usaremos
en las siguientes piginas:

DISTRIBUCION

Los micrococos estin ampliamente distribuidos en la naturaleza
y estin constantemente presentes en el medio ambiente que rodea al
hombre, pudiéndose encontrar en el aire, polvo, agua, piel y articulos
de uso diario. Estas cepas son habitualmente saprofitas. Los estafilo-
cocos pardsitos, sin embargo, forman parte permanente de la flora bac-
teriana de la piel y nasofarige. En la piel se les encuentra frecuente-
mente en los foliculos pilosos y en los conductos de las glindulas ce-
biceas. Las formas potencialmente patdgenas se encuentran constan-
temente en la piel o en la nariz en aproximadamente el 20% y 50%,
respectivamente de todos los individuos. Cuando los estafilococos pa-
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togenos se encuentran cn ¢l medio ambiente, debe suponerse que pro-
VIENC Ge LLOnIe, i\hinilnﬂ& Q .'ln“l\l\ll:s.

Las infecciones estatilocdecicas pueden ocurrir espontancamente
tanto cn hombres como en an:males. Aunque ¢l ser humano es espe-
ctalmente susceptible a los cstahilococos, no es raro encontrar absce-
s0s por estafilococos en los tendos blandos y huesos del ganado vacuno
Coatalie voentie otr < animiales domdsticos. Aunque la mastitis de
les bovines s coveada habitvalimente por ostreptococos, no es raro
que tambidn la causen los cstatilococos.

Los estafilococes son céhulas exféricas Gram positivas que tipica-
mente s¢ presentan en masas irregulares. Son facultativamente anaer
rob:os, aungue algunas especics son estrictamente anacrobias. En pre-
paraciones hechas de medios liquidos, las masas son pequenas; pueden
verse tambidn células aisladas, en pares o en cadenas cortas, aunque
nunea ¢ enceentian cadenas largas. En los frotis hechos de pus o de
otras materiales patoldgicos, la agrupacion de las células es similar a
la encontrada en los medios Hiquidos. Los estafilococos no forman es-
poras y nunca =n maviles, Estos pérmenes en cultivo de menos de 24
hrs, sonwvenalen 0 G poqativas, <n embargo en cultivos vies
jos pueden tomarse Gram negativas algunas células.

En general los estafilococos <on de tamano menor y mis unifor-
mes en su agrupacion y tamafo que los otros micrococos puramente
saprofitos.

La mayor parte de los estafilococos lichan la gelatina. Fermen-
tan diversos carbohidratos, particularmente glucosa, lactosa, sucrosa
y manitol, con produccidn de dcido lictico pero no de gas. Reducen
los nitratos a nitritos. Acidifican la leche y algunas veces la coagu-
lan. Nunca forman indol. Habitualmente hemolisan la sangre. Cre-
cen en medios solidos ficilmente, produciendo un pigmento que va
de amarillo oro intenso :. blanquecino, encontrindose también el co-
lor verde amarillento. El pigmento nunca es formado en medios liquir
dos. La aparicion del color puede apreciarse usualmente después de
incubacidn a 37 grados centigrados durante 24 horas, pero se inten-
sifica cuando el cultivo se mantiene a la temperatura ambiente un dia
o dos. En el estudio de la produccion de pigmentos en los estafilocor
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cns, Chapman (23),.rccomicnda ¢l uso del medio de cultivo llamado
Staphylococcus Medium No, 110 “Difeo™ (24), pues en medios de
cultivo como éste el desarrollo del poder cromogénico es muy grande
¥ mavor que en cualyuier otro medio de cultivo incluyendo el cultivo
ror dicz dias en gelosa leche a la temperatura ambiente, sin embargo,
cuando en este medio de enltivo se produce pigmento a 37°C. des
pués de cultivar 12 horas; debe hacerse el cultivo diez dias a la temr
peratuta ambiente ¢n este mismo medio de cultivo, El medio de cul-
tvaantes mencionado también es bueno para conservar cepas y evitar
que los estatdococos pierdan sus poderes cromogénicos y hemoliticos;
ademis muchas cepas enterotoxigenéticas y no entero-toxigenéticas
preducen wetor Tapelotinea (enzima que les permite licuar la gela-
tina), es decir, en este medio de cultivo se vuelven “'Stone positivas™
cera e Ceaarollatae en otro medin de cultivo, no lictan la gelati-
na. In anaciobioe los estafilococos no producen pigmento.

-

Los oot G civos son normalmente pardsitos de la piel y de las
mucosas Jel hombre, causando numerosas infecciones supuradas, Las
cepas patogenas para ¢l hombre v los animales usualmente son cua-
ondaa rositiva.

Las infecciones producidas por los estafilococos presentan gran
variedad de formas clinicas, frecuentemente caracterizadas por supu-
raciones v que van desde leves phstulas localizadas a fulminantes
septicemias. Pueden causar furinculos, ostiomiclitis y numerosos
ahscesos de los tejidos hlandos. Son frecuentemente los agentes cau-
aales de infecciones purulentas de las heridas traumiticas y quirtrgi-
cas v ocasionalmente de pneumonias, meningitis, pleuritis, peritoni-
tis y sinovitis.

El tipo mas frecuente de intoxicacién por alimentos es causado
por estafilococos.

TOXINAS Y ENZIMAS

Los estafilococos elaboran varias toxinas y enzimas Jue contry
buyen en diversos grados a producir enfermedad.
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Una de estas toxinas es una exotoxina soluble, filtrable v termo-
1abil, que pioduce necrosis de los tejidos o bien mata a los animales
en experimentacion y que hemoliza los critrocitos de conejo. Esta
exotoxina ¢s antigénica,

Producen también los estafilococes tres diferentes hemolisinas
(hemotoxinas) que han sido designadas como alfa-hemlisina, beta‘he-
molisina y cama-hemelisina (25,26).

Los entrocitos die conejo son muy susceptibles a la lisis con la
hemolisina alfa, la cual e produce en una hora w 37°C. por filtrados
de cultivos que contencan la toxina. En cambio los eritrocitos huma-
nos son bastante resistentes a esta hemolisina Como estas tres hemc
lisinas s¢ encuentran ¢ nstantemente en cantidades semejantes, en les
filtrados tdxicos se consideran como una sola entidad que es capaz de
producir estas tres reacciones:

I'—Hemolisis de eritrocitos de conejos.
2.—Necrosis de los tejidos.
3.—Muerte.

La exotoxina que hemolisa los eritrocitee de conejo es producida
principalmente por los estafilococos patdgenos para el hombre. La
hemolisina beta es producida principalmiente por los estafilococos pa-
tégenos para los animales v ocasionalmente por las cepas humanas;
esta hemalisina beta no tiene relacion con la patogenicidad de los es
tafilococos para el hombre. La hemolisina gama también hemolisa los
eritrocits de conejo y no se ha demostrado que tenga relacion con la
patogenicidad de los gérmenes para el hombre. Las tres hemolisinas
son antigénicamente diferentes.

La primera sustancia toxica que fué estudiada en los estafilocor
cos ¢s la leucocidina, la cual tiene accion destroctiva sobre los leucor
citos, La leucocidina es produrida ror fa maye-ia de los estafilococos
patdgenos, particularmente por aquellos que destruyen los tejidos.
La leucocidina s soluble, filtrable, mas labil que la exotoxina y es
antigénica.

Ciertas cepas de estafilococos producen una enterotoxina que
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causa los sintomas agudos gastro-intestinales, que s¢ producen en las
intoxicaciones por alimentos. Aunque las cepas enterotoxigenéticas es
tan ampliamente distribuidas, parece que constituyen sélo una peque-
na proporcion de todos los estafilococos patogenos. Por coincidencia
muchas cepas producen tanto exotoxinas como entero-toxinas. Una pro-
Phdac camadtert tha de i enterotoxina es ¢l ser termocstable. Resiste
la ebullicion durante 30 minutos en contraste con la rapida destruc
cion de la exotoxina a 60°C. Ademis se diferencia de la beta hemolis
$INA por tener esta ltima poca estabilidad al calor.

Una caracteristica exclusiva y muy particular de los estafiloco-
cos es sucapacidid de coacular el plasma sanguineo. Esta coagula-
cion es producida por una enzima, la coagulasa, la cual es fermada
solo por los estaf:lococos patdgenos tanto de origen animal como hu-
mano; las cepas no patdgenas, no son capaces de coagular el plasma.
La cnagulasz es filtrable v termoestable v no parece ser antigénica.
Bajo condiciones adecuadas también es posible que la coagulasa ac-
tue sobre soluciones de fibrindgeno coagulindolo. Al parecer la coa-
gulasa es inactiva ror si misma. desde ¢l runto de vista de Ia conver-
sion del fibrindgeno en fibrina y se requicre para que se vuelva activa
de una substancia precursora de otrg substancia scmejante a la trom-
bina, la cual requiere la participacion de una substancia activadora.
Esta substancia activadora, la cual es de naturaleza desconocida se
encuentra en ciantidades adecuadas en los plasmas de coneio o en los
humanos, »era esti ausente o en cantidad infima en otras. La presen-
cia o ausencia de esta substancia activadora explica la susceptibilidad
o resistencia de los plasmas de las diferentes esrecies animales para
ser coagulados por la coagulasa v las variaciones individuales que se
ohservan cn los plastaas de una misma especie.

Evans y Niven (27), encuentran que el medio cjc Chapman Sto-
ne (24), es de poco valor para identificar los estafilccocos que pro-
ducen enterotoxinas. Los autores encuentran también, que t:odas.las
cepas productoras de enterotoxinas a juzgar por las pruchas practica-
das en monos, son coagulosa positivas pero que hay 'n]gunas cepas
también coagulosa positivas, que no producen enterotoxinas. Los autor
res consideran también posiblc que haya cepas coagulasa negativas
capaces de producir intoxicaciones intestinales por alimentos. Estos




autores demuestran que no hay ninguna prucha fisiologica que tenga
valor absoluto para diferenciar las cepas toxicas de las no toxicas;
entre ¢ tas pruenas fisiologicas s¢ encuentran:

a).—la fermentacion de los hidrecarbonados mis comunes.

By o hedechas Je o eclate ot del alimidon, la del hipurato
de sodio, la de la escubina v 1a de Ia arginina,

c) ~—El estudio de la producciin de pigmento, de acetoina y de
catalasa.

d).—La reduccion de nitratos a nitnitos.

CHAPMAN (28) hace notar que la sangre almacenada pierde
gradualmente su cappeidad de <wr coapulada ror los estafilococos y
que no tadas las sangres humanas completas ni todos los plasmas pu-
ros son 1qualmente susceptibles de <er coagrulados. El autor halla que
menos del 50% de las sangres humanas completas son capaces de ser
coaguladas por los estafilocosos, Fste investivador encuentra que hay
relacidn entre la cantidad de estafilococos en la nariz v oarcanta v la
capacidad de la sangre de esa per<ona de ser coagulada. A mayor nt-
mero de estafilococes menor coagulacion de sangre.

CHAPMAN (29), acenseia ¢l uso de plasma de conejo, pues
a su juicio es mejor que el plasma humano para estudiar la produc
cion de coagulasa, pues el olasma humano tarda mis tiemno en ser
coagulado y el codgulo es de consistencia menos firme. El autor en-
cuentra que la «angre humana entera es coaculada mis ripidamente
que ¢l plasma humano puro.

Evang, Buettner v Niven (20), demostraron qre pricticamente
todos los estafilococos caogulu-t positivos son capaces de producir
enterotoxinas a juzgar por el método que ellos consideran mas satis’
factorio y el cual consiste en pasar al estémago de monos Rhesus fil-
trados de estafilococos; por el contrario, todas las cepas coagulasa ne
gativas no producen enterotoxinas, también juzgado esto por pruebas
hechas en monos. Los autores encuentran que al examinar alimentos
sospechosos de haber producido envenenamicntos, es frecuente en-



contrar estafilococos coagulasa positivos junto con numerosos cepas
coagulasa negativas. Los estafilococos coagulasa positiva fueron aiy

lados de gelesa manitol con rojo de fenol y 7.5% de cloruro de sodio
(Mannitol salt agar) ‘Difco™ (24).

CHAPMAN (31), recomienda practicar la prueba de la coagu-
lasa con gérmenes que se hayan desarrollado en un medio de cultivo
que contenga clertro de sedio on concentracion de 7.5%. Al parecer
¢l Na Ct, activa ¢l pader de los estafilococos para coagular la san-
gre entera o ¢l plasma, (23)

CHAPMAN (32), recomienda incubar los estafilococos que
citén creciendo en cualquicr medio de enltivo @ 30°C., pues a esta
temperatura la produccion de pigmento ¢« mis intensa, ¢e mejora la
coagulacion de la sangre v la prduccién de dcido en manitol se hace
tan intensa corro w 44 arados €

Yesair v colaboradores (33), indican un medio s:ncillo de di-
ferenciar los micrococos de los enterococos; con ¢l grado de humedad
normal que existe en los medins de cultivo, les estafilococos mueren
a 55°C. entre 30 y 45 minutos, en cambio los enterococos resisten
60°C. durante 30 minutos.

Foubert y Douglas (22), estudiando micrococos anacrobios usa-
ron un medio liguida semejante al de tioghcolato. Encontraron que
todos los gérmenes estudiades mostraron ser estrictasente nnzlcrob\(?.\‘
y sin tendencia a volverse anacrobios facultativos: ninguno produjo
hemolisis ni coagulasa. Tode: preduieron catalasa a la temrertura
éptima de crecimiento aue fué de 37°C. La mayor parte de las cepas
estudindas eran blanguesinas o grisiceas, pero algunas cepas que fer
mentaron lactato tenian color, ¢l que iba del amarillo c’lnro al amari
lo café. Estas cepas formadores de pigmento sc.volvmn Gram ne-
gativa después de unas 12 horas de crecimiento. Sin embhargo, inicial-
mente todas las cepas estudiadas, eran Gram positivas. Ninguna de
las cepas estudiadas era de gérmenes capsulados 6 méviles y no pro-
ducian endosporas. La mavor varte = s cepas formnhan masas tipic
cas de micrococos de tamano vniforme. encontrindose ,lns células en
los cultivos jovenes, agrupados ya sea en pares 0 €n tétradas libres.
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Una cepa presentd pleomorfismo extremo, mostrando elementos alar
gados en forma de masas, aliunos de clles con formaciones semejantes
a las vemas. Los autores hacen notar gue los organismos ue consis-
tentemente forman tétradas, no deben colocarse en el género Micro-
coceus, €ino en el oinero Gaffkva. Estos autores dan la clasificacion
hasta especies, de los niicrococos anacrobios.

Los estafilocecos producen una enzima la fibrinolisina la cual
disuelve los codgulos de (ibrina. Esta enzima solo la producen dos ce-
pas humanas coagulasa positivas. Muy raras cepas de origen animal
producen {ibrinolisina. En contraste con la rapidez con gue actdan
la fibrinolisina de los cstreptococos hemoliticos (la cual actta en oca
siones en solo pocos minutos), la lisis de los codgulos por estafilococos
requiere de varias horas a 2 o 3 dias. La lisis de los coagulos de fibri-
na por los cstafilococos s¢ demuestra anadiendo estafilococos al plas-
ma o a la solucion de fibrindeeno, la cual ¢s entonces coagulada inme-
diatamiente por L adicion de calcio o trombina ¢ incubando la mezcla
a 37°C. Los cnigulos de fibrina humana o de conejo son particular
mente susceptibles para la demostracion de fa {iblinolisina de los esta
filococos. La fibrinohsina es filtrable, termoestable vy antigénica.

Los estafilococos. como otras bacterias patdgenas producen un
factor de difusion por medio del enal aumentan Ta permeabilidad del
tejido conectivo, ayudando ast a la formacion de la lesion local. Este
factor es del tipo de las enzimas< mucoliticas o hinduronidazas. Este facr
tor de difusién no es tdxico por si mismo pero facilita la dispersion
de los estafilococos y de sus productos téxicos.

Segin Lyons los estafilococos forman cipsula en cultivos muy
jovenes (3 horas). la cual no es demostrable por formas més viejas.
El trabajo de este autor debe ser comprobado antes de aceptar el que
los estafilococos formen cipsulas.

En conclusion, la patogenicidad de los estafilococos depende de
su capacidad de producir toxinas y de colorear los tejidos. En ciertas
infecicones generalizadas la exotoxina es responsable de las manifes-
taciones clinicas de toxemia y posiblemente contribuye a la muerte
del individuo. El envenenamiento por alimentos debido a los estafilos
cocos se debe a la ingestion Je enterotoxina preformada en los alimen
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tos ingeridos. Sin embargo en la mayoria de las infecciones por esta-
filocovos, el factor predominante es la invasion Je los tejidos y la
produccion de lesiones localizadas, gracias a la accidn necronizante
e la exotoxina v a Ia destruccion de los leucocitos por la leucocidina.
Finalmente la capacidad de los estafilococos para causar infeccién es
ti condicionada por la susceptibilidad relativa del huésped y su meca-
nismo de defensa.



LOS NEUMOCOCOS

Son cocos Gram positivos, frecuentemente de forma lanceolada
y usualmente agrupados en pares o en cadenas cortas. Poseen una
catuia Cedients dee cstrable. Son gérmenes no méviles y que no
forman csporas. Son lisados ficilmente por sales biliares. Son clasis
ficados en tipos basindose en las diferencias quimicas e inmunolégicas
de los grandemente polimerizados, polisaciridos que componen la
capsula.

Son habitantes normales de las vias respiratorias altas del hom-
bre y de clertos animales v causan fundamentalmente infecciones de
las vias respiratorias v de las estructuras advacentes; especialmente
neumonia, sinusitis, otitis, conjuntivitis v meningitis.

En la actualidad cs ampliamente aceptado que la produccion de
los polisaciridos cavsulares son erencinles en Ya patogenicidad de los
neumococos vy que los anticuerpos que protegen al hombre o a los
animales contra la infeccién estin orientados hacia el material cap-
sular.

Numerosas de las caracteristicas bioldgizas de los neumococcs
con similares a aquellos de las diferentes esnecies de estreptococos,
especialmente de los del grupo viridans. Las caracteristicas mas impor-
tantes que diferencian a los neumococos de los estreptacocos virk
dans son: la predileccion de los neumococos para produc_lr neumonias;
que son disueltos por las sales biliares. v que son muv \_nrulcntos para
fos animalos del laboratorio en el aislamiento primario.
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MORFOLOGIA Y REQUIERIMIENTOS NUTRITIVOS

En ¢l csptuo, en ¢l pus y en los pulmones de pacientes con neu-
monia, los peumaocosos < encuentron aslados, en pares o en cadenas
cortas de covos avides o fanceclados Chando <¢ sneventran en pares
los extremes adeaconts Je los cocos estin venevabiente redondeados
con Jos extreries dictades mas aguzados Suoapariencia en medios da
cultive e cmeant s n Lo esenita, excentiando que tas cadenas de
cazo: ton nuis cortas, cspedtalmente en cultives WOvenes. Durante las
fases activas de crectmiento, los neumococos son Gram positivos, pero
con ¢l enveiccimiento el cultive aparecen células Gram negativas
en nimero progresivo hasta transformarse todas las cepas en Gram
negativas,

El fendmeno Aot olebiidad en bilis o sales biliares, tales como
el desoxicolato ¢l tanrocolato de sodio s debe a s activacion de las
enzimas autoliticas de los neumococos por estas substancias.

En gelosa cangre, a 37°C los neumococos on alfa-hemoliticos,
mostrando ¢l color caracteristico verde-café.

Aunque se han descrito medios sintéticos para cultivar neumo
cocos tales como el de Ree y Adams (35), para el cultivo de los new
mococos es preferible usar medios complejos tales como caldo infur
sion de carne con peptona a la ceal -~ Te afade «<uwre. Los neumocor
cos no conticnen catalosa ni prroxidasa. La temperatura dptima de

crecimicnto de los neumococos es alrede dor de 37°C. Mueren rapidas
mente cuando se ¢ \lu ‘ntan a 55°C. o mis.

Badger (36) describe los requerimients nutritivos esenciales de
0s neumocacos ¢ indican otros que aumentan la velocidad de crecie

miento. Segin este autor la cthanolamina hace que los neumococos
crezcan formando grandes cadenas.

IDENTIFICACION
Los estreptococos del grupo viridans son las Gnicas bacterias que
comunmente pueden confundirse con los nenmococos. La diferencias

cién se hace basindose en la solubilidad en bilis de los gérmenes. Esta



rrucha es de roushe salor sees srfcticamente todas las cepas de neu-
mococes son solubles en hils, La fermentacién de inulina es dada ge-
neralmente come una prucha para distinguir neumococos do estrep-
teveros basindoswe or que I fermentacian de inulina es una propiedad
caracteristica de Ios neumocecos: sin embargo la prucha aislada no

ticne valor pues ciertos estreptococos, particularmente los del grupo
Salivarius también la fermenta,

Otra propiedad que < usa para identificar neumococos s su
virulencia paru los ratones. Los estreptococos del grupo viridans no
con virulentos para los ratones, misntras que la mayor parte de las
cepas de neumococs (exceptuando algunos tipos, entre ellos el tipo
X1V), son muy virulentos desde el aislamiento primario.

DISTRIBUCION

Los neumococos son habitantes normales de la nasofaringe del
hombre no importando ¢l ¢lima en que viva, En todas partes del mun-
do los tires Ty 11 =on los mis importantes en la produccion de enfer
medades, aunque son otros los tipos que mis frecueptemente se en-
cuentran en los portadores sanos. Entre los animales: solo se encuen-
tran portadores cominmente en los monos, o cual no tiene importan-
cia desde el punto de vista epidemiologico. Ocurren frecuentes epi-
zootias de neumococos tipo XIX en los cuyes.

PATOGENICIDAD

La infeccion en el hombre puede ser causada por cualquiera de
mis de 75 Tipos seroldgicos de neumococos: sin embargo sélo unos
cuantos tipos producen el mayor por ciento de las enfermedades. Asi
vemos que los tipos Ty 11 juntos causan aproximadamente la mitad
de los casos da pulmonia lebar en los adultos de todas partes del mun-
do. Fn los nifios de menos de 12 afios los Tipos que mis frecuentemente
causan pulmonia son en orden de frecuencia el XIV el Ty el VL

Entre los animales del laboratorio el ratdn es el mis susceptible,
aunque también 1o son las ratas y los conejos. La inoculacion intraperi
toncal en ¢l raton causa su muerte en menos de 48 horas.
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METODOS Y TECNICAS PARA EL AISLAMIENTO DE
LOS COCOS GRAM POSITIVOS -

Al producir estados patoldgicos las diversas especies de cocos
Gram positivos patdgenos, son susceptibles de ser encontrados en la
sangre, en las vias respiratorias y en cl esputo, en los aparatos génito-
urinarios y en la orina, en las heces fecales, en los tegumentos exter-
nos, en ¢l pus formado al producir lesiones locales de cualquier parte
del organismo humano y en el liquido céfalo-raquideo.

Examinaremos segmentariamente el aislamiento de los cocos Gram
positivos seglin los aparatos, fluidos humanos o excretas de donde se
pueden aislar, a la vez que se sefalari el proceso para identificarlos
y diferenciarlos de otros cocos Gram positivos no patogenos.

HEMOCULTIVOS

Ya que entre los cocos Gram positivos patégenos susceptibles
de aislarse por hemocultivos, los hay aerobios, microaerofilicos y fran-
camente anaerobios, es preciso usar medios de cultivo adecuados.

El medio de eleccion es el recomendado por Foley y Schawb (37)
el cual es llamado por los laboratorios Difco (24) ‘medio fluido de
tioglicolato™. Seglin estos autores, este medio debe usarse de prefe-
rencia a cualquier otro para practicar hemocultivos particularmente
en el caso de las endocarditis por estreptococos y para los estreptor
cocos anaerbios y microaerofilicos como los que producen sinusitis
o infecciones del Gtero. Este medio por si mismo neutraliza la sulfo-
namidas por lo cual no parece necesario afiadirle dcido para-amino-



benzoico, aunque puede anadirscle este antagonista en concentracion
de 0.5 a 5 mgms. por 100 c.c. del medio (38) lo mismo es convenien-
te anadir penicilinasa para neutralizar la penicilina que pueda estar
presente en la sangre. (39)

La técnica siguiente es la que se recomienda:

1.—Limpicza de la picl con alcohol yodado (yodo metaloide:
5 gms. yoduro de potasio: 10 gms. alcohol de 70°: 100 c.c.).

2. —Extraccion de 10 c.c. de sangre con aguja y jeringa esterili-
zadas cn autoclave con fa técnica usual.

3.—Anadir 5 c.c. de esta sangre antes de que se coagule a un
tubo geu contenga 15 c.c. de tioglicolato fluido.

4.—Anfadir los 5 c.c. de sangre restantes en la ieringa a un tuho
que contenga 5 gotas de heparina al 1% o bien 2 cc. de
citrato de sodio al 29 (40). Este tubo deberit remitirse ra
pidamente al laboratorio para ser sembrada la sangre o cone
servada en el refrigerador.

5.—En el laboratorio se tendrin tubos de gelosa para anaero
biosis (anacrobio agar B. B. L.) y base de gelosa sangre
(Blood-Agar base Difco) entubada estéril, en cantidades de
20 c.c. y conservados en batio Maria a 50° C. A cada uno
de estos tubos se anadird 1 c.c. de la sangre con anticoagu-
lante. El tubo conteniendo gelosa para anaerobiosis se vierte
en una caja de Petri y al estar solidificado el medio, sc cam-
bia la tapa standar por una tapa de tipo Brewer (4). El
tubo conteniendo la gelosa sangre hecha con el medio de
Difco se pone en uno caja de Petri comun.

6.—A las 24 y 48 horas se examinan las cajas de Petri buscando
tanto colonias superficiales como profundas y en el caso de
haberlas, sc rasiembra en cajas Petri con gelosa para anaeror
biosis cubiertas con tapas tipo Brewer con el objeto de tener
abundantes cultivos para identificar el germen. Si la caja
con base de gelosa sangre muestra colonias superficiales quie’
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re decir que los gérmenes soportan el oxigeno y las colonias

pucden sembrarse libremente en la superficie de gelosa
sangre,

7.~—Del tubo conteniendo tioglicolato fluido se siembra 1 c.c.
en una caja con 20 ¢.c. de gelosa para anacrobiosis cubierta
con tapas tipo Brewer y la superficic de 1 tubo da gelosa
sangre. Esto debe hacerse dinriamente procurando tomar el

medio tanto en la superficie como del fondo para hacer las
rosicmbras,

8. —El hemocultivo no d:bh~ rerartarse como negativo sino has
ta 15 dias despucs de haber sido tomada la sangre.

Mac Meal y Blevins (419 opinan que para tener éxito en el ais-
lamiento de gérmencs de la singre deben practicarse por lo menos tres
hemocultivos en dias sucesivos v preferentemente a diferentes horas
del dia. Estos autores reportan 36 hemocultivos positivos y de estos
se aislaron los siguientes gérmenes:

Estreptococos salivarius ............ 13 cepas
Estreptococos equinus ..o
Estreptococos faccalis oot
Estreptococos bovis ..o,
Estreptococos viridans ........ . ...
Neumococos de Tipo no especificado .
Estafilococos aureus .......ovvennn.
ACtinOmyCes cesesssecssssnsneeee
Bacilos gram negativos de especie no

determinada ......ov0eeneieeeas 1y,

22
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UROCULTIVOS Y CULTIVOS DEL TRACTO UROGENITAL

Las infecciones del aparato génito-urinario constituyen un gran
porcentaje de las muestras enviadas al laboratorio.

La recoleccion de las muestras es a veces dificil debido a la opo-
sicion de los pacientes. S embargo, pueden recogerse muestras razo-
nablemente Atiles de orina en el hombre haciendo que orine en dos
partes; desechando la primera y usando la segunda parte para los cul-
cultivos. Sin embargo en general ¢l cateterismo debe ser usado, y reco-
mendado como indispensable en la mujer.

Los genitales externos deben ser cuidadosamente desinfectados con
tnitura de mertiolato, particularmente en las mujeres, y las muestras
de orina recogidas en tubos estériles deben examinarse para ver si ties
nen floculos de moco o pus los cuales deben recogerse con pipeta o
con asa estériles, pues con frecuencia dan cultivos mas puros de gér-
menes patdgenos que los que dan los cultivos de muestras generales.
Ademis, nunca deebn descuidarse centrigufar una porcién de orina
recogida en forma estéril para hacer una coloracién de Gram y estu
diar una gota del sedimento para ver si son gérmenes moviles o no.

Para el aislamiento de los cocos Gram positivos patdgenc., de la
orina hay que inocular caldo de tioglicolato. La superficie de una pla-
ca de gelosa sangre y una caja con gelosa para anaerobiosis a la que
se le debe de afadir 1 c.c. de sangre citratada y la cual debera tapar-
se al solidificarse el medio con tapa tipo Brewer. A las 24 a 48 horas
deberi resembrarse del tubo da caldo de tioglicolato, la superficie de
una caja de gelosa sangre y una caja de gelosa para anaerobiosis tam-
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bién adicionada de 1 c.c. de sangre citratada y tapada con tapa tipo
Brewer.

Las secreciones uretrales del hombre y mujer se deben recoger
con dos hisopos cstériles: uno para el frotis v otro para el cultivo, De-
be hacerse una sicmbra en la superficie de gelosa <angre, inocularse
un tuna de tiogheolat fluido y una caia de gelosa para anacrobiosis
adicionada con 1 c.c. de sangre citratada.

La scerecion prostatica debe recogerse en forma especial en un
tubo 0 en una caja de Petri estériles. El meato uretral debe limpiarse
cuidadosamente y debe encargarse al paciente que exprima su uretra
en el curso del masaje prostitico con el fin de obtener la mayor cane
tidad posible de materal, ¢l cual debe ser sembrado para cultivar
aerobios y anaerobios.

La recoleccion de secreciones del cuello de la matriz debe hacer
se a través de un espejo vaginal, Despuds de extraer e tapon mucoso,
el cuello se limpia con hisopos estériles v entonces usando nuevos hiv
sopos estériles sc les hace rotar dentro del cuello suavemente; uno de

estas hisopos s¢ usa para hacer frotis v otro para los cultivos recomen
dados en aerobiosis y anacrobiosis.

BILICULTIVOS

A los cocos Gram positivos aislados de la bilis por drenaje de
ella con sonda duodenal, no puede atribuirseles un papel patogeno
en las vias biliares pues pueden haber sido arrastrados de la zona de
la faringe al duodeno. Cuando gérmenes de este tipo han sido cultivar
dos de la bilis extraida en el curso de una operacion de las vias biliz
res, el papel patdgeno que puedan desempenar si es de considerarse.

Las muestras de la bilis deben sembrarse en gelosa sangre, en ge’
losa para anaerobiosis afadida de sangre y en caldo de tioglicolato
con el objeto de tener medios adecuados para el crecimiento de los
cocos aerobios, y microaerofilicos y anacrobios.
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CULTIVOS DE LIQUIDO CEFALO RAQUIDEO

' El prouucto debe recogerse con precauciones de esterilidad y de-
bcrq enviarse al laboratorio ripidamente con el fin de que llegue si es
posible antes de gue la coagulacion pueda ocurrir.

Entre los cocos Gram positivos que causan meningitis, se encuen-
tran los neumococos; los estafilococos y estreptococos rara vez la
causan.

El liquido céfalo-raquideo debera sembrarse en los tres medios
recomendados y no debera descuidarse de hacer frotis con el sedimen-
to o con el coagulo formado.

EXUDADO DE LOS OJOS Y OIDOS

La mayoria de los gérmenes pidgenos pueden causar conjuntivi-
tis; entre cstos gérmenes se cncuentran los estreptococos, estafilocor
cos y neumococos. Debe recogerse el producto con hisopos estériles
de la conjuntiva, y despuée de oprimir el saco lacrimal, La siembra
debera de hacerse en gelosa sangre, gelosa para anaerobiosis v en cal
do de tioglicolato; no deberin de omitirse los frotis.

Jas infecciones de los oidos en las otitis medias agudas y sub
agudas v cronicas usualmente son debidas a gérmenes piogénicos. Se
debe proceder a estudiar los productos como se aconsejo en las con
untivitis,

EXUDADOS DE FARINGE, NARIZ Y SENOS
PARANASALES

En las secreciones nasales pueden encontrarse cualesquiera de
Jos wirmenes patégenos de las vias respiraterias. En los nifios, el pro-
ducto tomados con hisopos de la nariz debe usarse en lugar del esputo
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para kacer rodis v cultvos con Jo cual <2 puede «btener una idea justa
del germen causante de una ncumonia.

La incidencia de Estreptococcus pidgenes en la nariz y fauces
en las persopas sanas es muy variable.

Lo genos paransales son estériles en personas sanas; en enferme-
Cad Ia flora de lor sweaes puede «r muy variable v s puede encontrar
ridetiearenre cnalquier bocteria Lo infeccion de los senos maxilares
puede ocurrir como sccuela de abscesos dentarios apicales y en tales
caros pucden encontrarse diferentes tipos de pérmencs anerobios.

Se¢ acostumbra tomar productos de fauces y amigdalas en las
amigcalitis agudas, las cvales en la mayoria de los casos contienen
Fstreptococcus piogenes.

Nunca debe descuidarse el examinar frotis tenidos por of método
de Gram al recoger cualguier producto para ser cultivados, ast cono
tampoco después del cultivo.

Rammelkamp v Dingle (20) recuerda aue es un hecho do ol
servacion, que entre mas cultivos de faringe se hacen en una poblacién
dada mis portadores se encuentran de los estreptococos de los divers
sos grupos serol6gicos de Lancefield. En esto influye el método em-
pleado en la toma de las secreciones, del nimero de estreptococos
existentes en ¢l momento en que se hace la toma y también de la clase
de medio de cultivo y en el tipo de sangre empleados en dicho medio
de cultivo. Estos autores también recuerdan que los estreptococos par
tégenos crecen mejor en medios ricos, ya que sus requerimentos nu
tritivos son complejos y que no hay un método entcramente satisfacr
torio para su aislamiento e identificacidn preliminar.

Siendo tan variada y abundante la flora de la rinofaringe, es nes
cesario usar un método que incluya diversos medios de cultivo para
aislar los diversos cocos Gram positivos estudiados en esta .. sis.
recomienda seguir los siguientes pasos:

1.-—Obtener el producto por medio de hisopos estériles.

2.—Colocar uno de estos hisopos en medio de Pike (42) en
el que se deja unas 18 horas, resambrando después en la su-
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perficie de una placa de gelosa sangre y en placa mezclada
de gelosa sangre.

3.—-Con un segundo hisopo siémbrese en placas mezcladas con
gelosa mitis salivarius (24) a la cual se le ha afdido 0.20
c.c. de una solucidn, al 595 de telurito de potasio por litro
y medio. Inchibese la placa por 24 horas a 37°C. En este me-
dio de cultivo ideado por Chapmann (24) puede sembrarse
en la superficie de la placa, pero se recomianda se haga una
dilucion decimal del producto y se siembre solo 0.01 c.c. de
esta dilucion. Log S, mitis producen pequenas colonias azu-
les. Lo< S. salivarius producen colonias también azules, de
tipo, liso 0 asperc gomoso de uno a cinco mm. de didmetro,
dependiendo del niimero, de colonias por placa. Los entero
cocos forman colonias azules v negruzcas, brillantes, ligera
mente realzadas v de 1 a 2 mm de diimetro que pueden fi-
cilmente diferenciarse de las de otros estrentococos con luz
roflejada. Los escasos coliformes que logran crecer forman
colonias cafés, aleunos estafilococos también logran crecer
cn este medio. '

Chapman (43) describe también otro medio para aisiar es-
treptococos de materiales con gran diversidad de gérmenes
al que puede Hamarse gelosa sangre con azida de sodio y
violeta de genciana pero ¢l cual no recomendamos, por ser
de dificil preparacion. En términos generales el medio de
Pike permite el crecimiento selectivo. de los estreptococos
no hemoliticos y el de Chapmann conteniendo telurito de po-
tasio inhibe casi totalmente las bacterias Gram negativas.

4. —Con un tercer hisono higanse placas mezcladas siguiendq el
siguiente procedimiento que tieno la ventajada de permitir
el crecimiento tanto de cocos acrobios corio anaerobios y de
permitir ver la produccion de hemdlisis en aquellas cepas de
treseptococos que solo la producen en anaerobiosis. }?or}gass
en cajas de Petri, 10 c.c. de base de gelosa sangre “'Difco
estéril y déjese SOlidiflC,IIr, estas cajas pueden almacenarse
en el refrigerador. Inoctlese el borde de una de estas placas
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con ¢l hisoro que conticnen el material v con una asa estéril
extiéndase el material sembrado por ¢l resto dela placa. Ana-
dase S5 c.e. de gelosa fundida a 45°C. conteniendo 0.5 c.c.
de sangre. Incibese a 37°C. por 48 horas v refrigérese por
24 horas m?s haciendo observaciones diarias.

Con este métedo, se pueden obtener colonias bien aisladas
v muestran buenas zonas de hemdlisis, incluyvendo las dobles
ranas de bemdlisis tipicas de los estrertococos hemoliticos
del grupo seroldgico B de Lancefield (40).

ESPUTOS Y SECRECIONES BRONOQUIALES
EXUDADOS DE CAVIDADES SEROSAS

La investigacion de cocos Gram positivos en estos productos
rar vez se¢ practican cn ¢l laboratorio, pues la presencia de estos gér
menes en el esputo v <ecreciones hronaquiales no significan que sean
agentes causales de enfermedad: este mismo tipo de gérmenes rar
vez infecta las cavidades serosas.

MATERIAL DE HERIDAS

Este capitulo cubre una gran variedad de muestras y de organis
mos infectantes. En ocasiones los exudados son en pequeda cantidad
y sOlo pueden recogerse con hisopos estériles o en asa de platino.
Si existe bastante pus o liquido seroso, debe de tomarse una muestra
abundante, pero es necesario recordar o+ ¢l raspado de las paredes
de los abscesos o de las fistulas, dan muc -as mas representativas de
los gérmenes patdgenos que el pus que se encuentra en las cavidades.
La seleccidn cuidadosa de s muestras que deben estudiarse es muy
importante, y la consulta con el bacteridlopo durante la exploracion

clinica no sélo es valiosa en este respecto, sino que estimula su intes
rés en el caso.
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Cualquier material recogido de heridas debe sembrarse en placas
de gclos:\ sangre para anaciobiosis, Nunca debe omitirse el examen de
un frotis del products, tefido con Gram.,

Como siempre ¢l laboratorio deberd ser informado del origen del

material y particularmente de la sospecha clinica de cual puede ser
el agente causal.

COPROCULTIVOS

Sélo tiene aplicacién ¢l coprocultivo on lo que se refiere a cocos
Gram positivos, en ¢l aislamiento de estafilococos en las ocasiones
en qua sc sospeche que estos gérmenes scan ¢l agente causal de intoxi
caciones alimenticias,

Chapmann (23) basindose en ¢l hallazeo de Kock de que los
estafilococos son los Gnicos cocos Gram positivos capaces de crecer

en gelosa que contenga 7.56% de NaCl' recomienda aplicar este co-
nocimiento al problema de aislar v diferenciar los estafilococos.

El autor anade 7.5% de clorura de sodio a gelosa manitol con
rojo de fenol (este madio de cultivo sc conoce ahora con el nombre de
“Mannitol Salt Agar™ Difco). Este medio de cultivo debe esterili-
rarsc v luepo sembrarse con el material en cl que se investigan los
estafilococos. Después de incubar este medio a 37°C durante 36 ho-
ras casi todos los organismos que crecen abundantemente son estafi-
lococos rodeadas por zonas amarillentas; por el contrario, los estafi-
locacos no patogenos forman pequenas celonias rodeadas por zonas ro-
jas o plirpuras, cn este medio de cultivo.

Otros medios de cultivo se han recomendado para el aislamiento
de estafilococos patdgenos de las heces (29, 44, 45). Sip embargo, al
hacer bacteriologia clinica, basta con emplear los medios de la casa
Difco llamados “‘Staphylococcus eMdium No. 110" y “Chapman
Sétne Medium™, los cuales ya fueron mencionados en paginas ante-

riores.
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Meétodos y Técenicas empleados para aislar, clasificar y determi-
nar la patogenicidad de los gérmenes estudiados en este trabajo y
Procedimicntos inmunoldgicos que senalan la infeccidén por cocos
Gram Positivos en el ser humano.

El propdsito de este capitulo, es describir exclusivamente aquer
llos preedimientos que no estin ampliamente definidos y que sin
embargo, son necesarios en un laboratorio bacterioldgico.
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ESTUDIO DE LA PRODUCCION DE LA COAGULASA POR
LOS ESTAFILOCOCOS

Tec. 1.—Un cultivo de 18 horas desarrollado en *Manitol Salt
Agar” Difco se emulsifica en caldo de triptosa fosfato “Difco™ en
2 tubos; a uno de estos se anade una cantidad igual de sangre humana
entera citratada G y a otro tubo se le pone plasma humano citratado.
Los tubos se agitan y s¢ colocan en la incubadora, la sangre completa
empicza a ser coagulada alrededor de los 80 minutos y el plasma puro
en 100 minutos. Los codgulos se hacen firmes en 3 o 4 horas; algunas
cepas de estafilococos no coagulan la sangre entera y si el plasma puro
o viceversa por lo cual hay que correr simultineamente la prueba en
las dos formas durante 3 horas en la incubadora y después 24 horas
a la temperatura ambiente (29).

Tec. 2.—Se hace crecer la cepa en el medio de cultivo “*Staphy-
lococcus Medium No. 110" o en el “Chapman Stone Medium™. Se
incuba a 37°C. y tan pronto como exista suficiente crecimiento se
inicia la prueba. Si la prueba no va a ejecutarse inmediatamente guar-
dar Ia placa en el refrigerador.

Se hace una emulsién del crecimisnto en 0.3 de infusion de ce-
rebro y corazén “Difco”, y se afiade 0.3 c.c. de sangre humana com-

pleta de la que se conozca que es coagulada ripidamente por una cepa
de estafilococos que tenga bajo poder coagulante. (31).
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ESTUDIO DE LA PRODUCCION DE CATALASA (46)

A :n cultivo de 24 horas en gelosa inclinada ¢ incubado a 37°C.,
anadase | c.c. de H202 (10 volimenes) sobre la superficie de cre-
cimento y coléquese el tubo en posicion inclinada. Si se forman bur
bujas de gas la reacidn es positiva; si no se forma gas, 1a reaccién es
negativa.
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ESTUDIO DE LA PRODUCCION DEL PIGMENTO POR
LOS ESTAFILOCOCOS

Debe hacerse el cultivo en gelosa que contenga glucosa y en aeror
biosis. Con otros hidrocarbonados o no se produce pigmento o la
produccion es muy débil. Los STAPHILOCOCCUS albus no produ-
cen pigmento con ningun hidrocarbonado. La incubacidn debe hacer-
s¢ por 48 horas a 37°C. y luego 24 horas a la temperatura ambiente.

LISIS DE LOS NEUMOCOCOS POR LAS SALES BILIARES

Tec. 1.—Si ¢l permen ha crecido en medio liquido, debe sepa-
rarso del medio de cultivo por centrifugacién, especialmente si dicho
medio de cultivo conticne sangre u otros materiales proteinicos.

Tl germen debe ponerse en suspension en solucién salina isotd
nica, que tenga un pH aproximadamente neutro, aunque éste puede
fluctuar entre pH 6.5 y 8.0.

Le: nevmococos se lizan ripidamente a 37°C. en 30 minutos al
afadir igual volumen de bilis al 10% o una solucién de desoxicolato
de Na. al 109%.

Como control se debe poner una suspension de los mismos orga-
nismos con un volumen igual de suero fisiolégico en lugar de bilis (2).

Tec. 2.—La diferenciacion de neumococos, de estreptococos he-
moliticos es practicamente imposible basindose en la pura morfolo-
gia. El procedimiento de diferenciacion de Nenfeld usando sueros es
pecificos es laborioso. El procedimiento descubierto también por
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Nenfeld de que el neumococo es soluble en bilis es el de aeccién.
Los autores describen ¢l siguiente método usando sales biliares para
disolver el neumococo.

Téerica.—A 4 gotas de desoxicolato de sodio al 10% puestas
en una lamina, afidanse una pequena cantidad del medio a estudiar
(esputo lavado, caldo con suspension del organismo o colonias cre-
cidas en gelosa). Déjese la limina reposar 10° y agitese suavemente
de tiempo en tiempo.

En otra limina higace un frotis con el mismo producto para
usar como control.

Del producto de la primera limina la que contiene desoxilato de
sodio higase un frotis también, tifase ambas liminas con Gram, la
presencia de organismos encapsulados Gram negativos tanto en la
limina testigo como en la que contiene el germen con desoxicolato
de sodio indican que los organismos no son neumcocos.

Con todas las técnicas, a veces ocurre que solo hay lisis parcial
del necumococo (48).
Medio de Enriquecimiento de Pike para los Estreptococos
Hemoliticos (42).

La base del medio ¢s caldo de infusién de corazdn de buey con-
teniendo:

1% de triptosa.

0.02% de glucosa.

5% de sangre de conejo.

Se entuba en cantidades de 2 c.c.

El dia en que el medio va a ser usado se anade a cada tubo 0.15

c.c. de una solucidn estéril al autoclave, de azida de sodio al 1:1.000,

v G.1 c.c. de una solucidn también estéril al autoclave de cristal vior
leta al 1: 25.000.

El medio empieza a perder sus propiedades inhibitorias para los
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cs.:m:_!ncocm y bacterias Gram negativas, dos dias después de haber
artadido al anda de sodio (NaN3).

~ Enlos tubos que conticnen este medio de cnriquecimiento se de-
jan lea< hicopos con que se tomd ¢l producto de la faringe, entre 12
v 24 horas vose hacen resiembras con asa de platino recta en gelosa
<anpre (acrobiods v anacrobiosis).

DETERMINACION DFL TITULO DE ANTIESTREPTOLISI;
NAS EN EL SULERO SANGUINEO (49).

La determiacdn del titulo de antiestreptolisina en el suero hu-
manc ¢< de valor en ol estudio de lainfeccidn por estreptococos he-
moliticos v otros padecimientos relacionados con ellos, tales como la
fichre reamtica, Su v fué limitado ror ciertas dificultades téeni-
cas inherentes al método mas ampligmente usado, ¢l cual fué descrito
par Coburn-Pauli.

La e«trertelizina o bemolivina dol estrentococo es inestable y ra-
pidamente oxidada, transformindose en una substancia antigénica-
mente potente, o cual no es capaz de hemolizar los eritrocitos. Lab
técnicas previas mantenian i lisina para las pruebas en estado activo
reduciéndola con hidrosulfito de vodio, después de quitarle cl ‘oxige
no en una hortha de vacio, v clmacenindola baio aceite en un lugar
frio. Este procedimiento vs molesto v la lisina se deteriora ripidamen-
te adn bajo las circunstancias mis favorables. Ademis, era dificil
producir regularmente lisina de potencia adecuada, debido a varia-
ciones en los medios de cultivo disponibles, lo mismo que a otros
factores.

La estrentoliona, en el estado de oxidacion, es estable y su po-
tencia hemolitica no varia, aunque se almacene por varios meses en
: g : ante relativamente lareos neriados de tiempo a
el refrigerador o durante relativamente larea, neriodos y
la temperatura ambicnte antes do su reduccion. Tambicn puede ser
ficilmente concentrada y parcialmente purificada.

Estos hechos han sugerido una modificacion del método para la
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determinacion del titulo de anticstreptolisinas del suero, el cual ha
probado ser extremadamente sat:<factorio en los usos de rutina v da
casi sicmpre valore seemejantes. Estd basado en la preparacion de una
anticstieptelsing concertrada, Ta cval s almacena en estado de oxiv
dacidn y que se recueen al estado activo en el memento de la prueba,

Premaracion de Ia lisina.

Una cepa del grupo “A™ de cstrentococos hemoliticos (La cepa
Richards fué usada por los autores, v tnd srororcionada, por la Doc
tora Rehecea C. Lanceficld, winty con un sucro de titulo de anties
treptolisina conoc:dn) caraz de producir grandes cantidades de he-
molisina, s¢ hace crecer 18 horas en caldo infusion de carne (Meat
infusion broth), que contenga 0.2 de dextroa, 2% de proteosa
peptona (Difco). neutralizindala con la adicion de 0.2 de bicarbor
nato de snsa estéril. La inoculacion original debe ser de un volumen
grande. rara obtener un crecimiento ripido del organismo en esta
medio liquido.

Después de la incubacién, ¢l estreptococn, es serarado en una
centrifuoa, de fas cuaber fas centrifugas en dneulo de gran velocidad
son ¢l tipo mis satisfactorio, i <¢ preparan grandes volimenes. La
lisina debe entonces ser esterilizada ror filtrasion a través de un fil
tro Zeitz y usada en la prucba, rero como el volumen ¢s grande, y la
actividad hemolitica purde ser insuficiente, es muy conveniente corv
centrarla v purificar rarcialmente ¢l material.

El cultivo clarificado es Hlevado a 0.5 de saturacién por la adi
cién de 429 grs. por litro. de sulfato de amonio a 20 C. El precipitado
resultante es separade | or centrifugacion, v disuelto en un buffer de
fosfatos al pH de 7.0 (Na2 HPO4.12H20: 142 ars: KH2PQO; 3,63
grs. por litro de agua destilada)  Fl volumen final debe sor aproxi-
madamente ¢l 4% del volumen del cultivo original. Fsta solucién ca-
fé viscosa se coloca en un saco d= celnfin v <o dializa por 18 horas
en agua corriente de Ja llave; este paso se asocia con un considerable
aumento en el volumen.

2

Nueve gramos de cloruro de <odio = afaden a cada litro del
material dializado, el cual entonces e wsteriliza a traves de un filtro
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Zc{t.j.. Después de ponerla asépticamente en tubos estériles, la estreps
tolisina estd lista para ser usada.

Determinacidn de las unidades de combinacidn.

La determinacion de las proriedades antigénicas y de combina-
cion de la lisina concentrada requiere su reduccidn al momento de
ser usada. Esto se logra mezclindola con un agente reductor activo,
preparado de la siguiente manera:

‘ 1.6 gre. de hidroxido de sodio ¢ afiaden a 1 litro de un buffer
isotonico de un pH de 6.5, que s¢ prepara de la siguiente manera:

Na Cl ... 42 grs,
KH2PO4 ........ berereaesneeess 317 grs.
Na2 HPO4 12H20 .............. 3,58 grs.

Por litro de¢ agua destilada.

Al tiempo de hacer la prucha 0.15 ars. de hidrocloruro de cis
teina (Cysteine hydrochloride) se disuelven en 25 c.c. de este buffer]
alcalino para hacer una solucidn m—235 de este agente activo.

Para determinar las unidades de combinacion, 1a lisina concen-
trada se diluye en seric de 1: 2 a 1: 12.—Muestras de cada dilucion
son entonces pucstas en pequenos tubos de acuerdo con la siguiente
tabla;

cc de lisina diluida. 0.35 0.30 0.25 0.20 0.15 0.10
cc de cisteina neutra. 0.15 0.20 025 0.30 0.35 040

Se permite proceder a la reduccion durante 10 minutos y enton-
ces se anade 1 c.c. de una dilucidn de estreptolisina standar, conter
niendo una unidad por c.c. a cada tubo, se mezcla cuidadosamente y
se incuba durante 15 minutos al baio Maria. Al final de este tiempo,
se afaden 0.5 c.c. de una suspension al 5% de eritrocitos de conejo
lavados 3 veces, a cada tubo. Es desable lavar y suspender las células
en el buffer isoténico de pH 6,5 sin afadirle el hidroxido de sodio.
Después de una posterior incubacién por 45 minuts los tubos se rer
tiran del agua y se centrifugan. La minima cantidad de lisina que
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exactamente haya producido hemolisis, ¢s fa unidad de combinacién.,
Y es usualmente 0.15 ¢.c. de la difucion al 1.8 del material concentrado,

Determinacion del titulo Je antiestreptolisina.

El titulo de antiestreptolisina del suero puede ser determinado por
el método descrito por Coburn v Pauli, usando la lisina recientemente
reducida. Para hacer esto, la lisina concentrada es primero diluida al
grado determinado como ¢l apropiado, por las prucbas previas con
Buffer isotonico. La lisina concentrads se diluve on la solucion neutra
de cisteina en el momento de ser vaada, de tal manera que las unida
des de combinacion queden contenidas en un volumen final de 0.5 c.c.
Asi, s una lisina cencentrada Cebe ser Bhada al 128, 15 ¢ o de ostn
lisina deben anadirse a 35 c.c. de fa colucidn reductora, La lisina que-
da lista para usarse después de 10 minutos de estar exriesta al agente
reductar, y no se detericra dentro de los 60 minutos despuds de su
preparacion.

La hsina preparada de esta manera, puede ser ueada con las tée-
nicas usuales, pero s ha encontrado mis conveniente climinar el
procedimicnto de 2 pases deserito por Coburn v Panli, v por Hodae
y Swift, y determinar el titulo de antiestrentalisine de cada suero
en una misma cperacién, por medio de una simplificacién de un pro
cedimento original sugerido por Hodee v Swift, el cual parece no ha
ber sido ampliamente usado. Fsto puede conseguirse nreparando div
luciones iniciales de suero en Buffer i<otdnico al 1. 10, 1:100 y 1:
500, estudiando cada una de las muestras de suero diluido de acuerdo
con el siguiente esquema:

Dilucion del suero.

c.c. de suero 1:10 1:100 rso0
diluido 0.80.2 1.00.80.60.40.3 1.00.80.60.4 0.2
c.c. de buffer e —
isotdnico 0.20.8 0.30.20.40.60.7 0.00.20.40.6 0.8
c.c. de lisina e e -
reducida 0.5 0.5 0.50.50.50.50.5 0.50.50.50.5 0.3

Valor unidad S——
de cada tubo. 1250 100 125 166 250 335 500 625 833 1250 2500

Y
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Después de 13 minutos de incubacion a 37°C. en bafio maria, 0.15
c.c. de la previamente descrita suspension de eritrocitos de conejo se
afaden a cada tubo v todos los tubos s¢ mantienen a la misma tempera-
tura por 45 minutos mis. El Gltimo tubo en el cual la lisis no ha ocw
rido indica ol titlo de antiestreptolisina del suero. Un sucro control
de titulo de anticuerpos conocidos, siempre debe ser incluido para
checar Ia potencia de la lisina,

La téenica modificada para la determinacion del titulo de la anti-
estreptolisina, descrita antes, v basada en la reducion de la lisina stan-
dar concentrada, en el moment: Je ser usada, tiene ciertas ventaias
sobre los métodos anteriormente usados.

~ La lisina almacenada en ol refrigerador, y ¢l agente reductor en
forma seca, permancesn estables par muy largos periodos de tiemno
v estan histos pare rer usades inmediatamente on cualquicr momento.
La ténica complicada que exige quitar ¢l oxizeno disuelto con una
bomba de vacio de la lisina, y almacenarla Faie aceite, lo mismo que
el riesgo de una prematura oxidacion de la lisina antes de usarse,
hacen mis comada v exacta la téenica aqui descrita. Ademis, la pre-
sencia del agente reductor en cantidades adecuadas durante la prueba
garantizan que el agente litico permanceerid activo durante el inter-
valo requerido para la consumacion del procedimiento.

La concentracion de o Tisino aungue na es esspeial, da un prov
ducto de adecuada potencia, hace la esterilizacion rer filtracidn m?s
sencilla v disminuye el volumen para ser almacenado v remitido al lu-
gar donde se necesite.

Otros investioadores han indicade ane Ja Feina. desnués de cer
reducida, debz sor enveieci-'a mara ohtener nn nreducto astable de ma-
xima potensia. Estudios cuictadosos de ta réonicn de-crira aqui, han
demostrado que este no es el caso, y que el material queda listo para
cer usado después de una exposicion al agente reductor por 10 minutos.

La modificacién sugerida en la cual el titulo de antiestreptoli-
sina es determinado como una operacién de un solo tiempo, reduce
grandemente ¢l tiempo de cjecucion de las pruebas. Se usan mayores
diluciones decrecientes de las usuales del suero problema, peru los
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valores en unidades - btenidas con adecuados para cualquier propé
sito de investigacion, excepto bajo circunstancias que comprendan el
estudio de sucres de muy alto titulo de anticuerpos, en los cuales
posteriores determinacioncs con diferentes sistemas de dilucion puer
den ser ocasionalmente descables.

Muchos sueros humanos y animales han sido estudiados con la
técnica descrita, y los resultados han sido muy satisfactorios. Ciertos
sucros usados como controles han sido repetidas veces titulados por
diferentes técnicos, usando diferentes lotes de lisina, con errores siem-
pre menores de los que pudicran esperarse como resultado de las dilu-
ciones que son nccesarias. Ha sido también posible enviar lisina a otros
laboratorios y establecer en ellos ¢l método, con resultados compara-
bles o semejantes.



CLASIFICACION SEROIOGICA DE 1OS ESTREPTOCOCOS
HEMOLITICOS

Como ya se dijo al tratar los estreptococos, sdlo es factible a
In fecha, clasificar seroldgicamente a los estreptococos beta hemoliticos.

Lancefield los ha clasificade en grupos y tipos, pero sélo es de
utilidad clinica la clasificacidén en grupos.

Estos estreptococos beta-hemoliticos se han dividido en los si-

guientes grupos: A. B. C.D. E.F. G. H K. L.y M.

El grupo A es ¢l mis importante ya que incluye a la mayoria de
los estreptacacos patdgenos al hombre. Los estreptococos del grupo
B se les encuentra produciendo comunmente mastitis en el ganado
bovino. Dentro del grupo C hay algunos gérmenes que pueden causar
enfermedad en el bombre, tal como el S. equi. Sin embargo, no solo
los estreptococos de los grupos A y C pueden causar enfermedades
en el hombre, sino también los miembros de otros grupos, como son

elB.elD yel G

La determinacion del grupo al que pertenecen los estreptococos
se puede hacer con dos técnicas:

1.—Por precipitacién (Lancefield).
2.—Por aglutinacién en placa (Griffith).

Técnica de las reacciones de precipitacién para determinar el
grupo de los estreptococos hemoliticos.

Ante todo se requiere la preparacién de un extracto bacteriano.
Se recomiendan dos métodos para la preparcion de este extracto: el
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e S e ava Toido de Laneefiddd v el midtodo de T formamida
de Fuller. El procedimicnto de Lanceficld e« mis wencillo, pero re
quicre mayores volimenes del caldo de culuvo, Tl eétodo de Fuller
ey mis compleio, pero con ¢ se abtienen extractos mis esnecificos,
Los cultivos de los estrertococos pueden hacerse en cualquier caldo
con =} que se obtencon Laenos crecimientos.

PREPARACION DEL EXTRACTO DE LANCEFIELD

Se centrifugan 50 ¢.c. del caldo en el cual se hicieron crecer du-

19 hares Ios ~reptoceces vo<e desecha el Hgquido sobrenadante.
Los gérmenes se resuspenden en 2 e, de una solucion HCI N/20
en sucro fisioldgico al 08570, La cuspension debe quedar lo suficien-
temente acida come rara aroan coler roo con indicador de azul de
time! (prucha en olico) FLeobe e aomeree en aga hirviente duran-
te 10 minutos, ¢ enfria en amn de fa Have v <¢ centrifvea. Bl liqui-
do sobremadante se coners v e pentealiza ol tornaeeol adadizndo con
cuidado <osa en coloci'n cormall Bl precmpitado oue resulte se desecha
después de centrifupar v ¢l fluido ¢laro sobrenadante se usa en la
prueha de precipitacion.

vyt

PREPARACION DEL EXTRACTO DE FULLER

Se centrifugan 10 c.c. de un cultivo en caldo del estreptococo
y el liquido sobrenadante se quita hasta donde es posible. Se afaden
0.2 c.c. de formamida al sedimento bacteriano. Se agita el tubo y se
coloca en aceite caliente a 150”160°C. durante 15 minutos. Puede
usarse aceite mineral. El tubo se enfria v < anaden 0.5 c.c. de alcor
hol icido (1 parte de HCI concentrado con 99 partes de aleohol de
95%). El precipitado que se forma contiene reros bacteriancs y pro-
teinas y se desecha después de centrifugacién. El liquido sobrenadante
se coloca en un tubo de ensaye pequeo y se anade 1 c.c. de acetor
na. Se agita el tubo y se centrifuga desechando el liquido sobrena-
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dante. FI precipitado de acetona es de muy pequeiia cantidad, pero
contien pricticamente todo ¢l antigeno de grupo. A este precipita-
do ¢ " 1aden 2 c.c. de suero fisiologico al 0.85% v una gota de rojo
de fen | o de azul de bromotimal v se neutraliza con solucion de car
bonn‘tf de sodio al 19 Fste extracto s usa en la prucha de precipi-
tacior - siendo esencial scan perfectamente claros y de reaccion neutra.

A reaccion de precipitacion.

8¢ recomienda el misrométado de Lancefield debido a que re-
quiere poca cantidad de suero v da resultados satisfactorios.

El micrométodo requicre del uso de tubos esneciales, los cuales
se preparan de la siguiente mancra: Un tubo de unos 7 milimetros
de diimetro < alarga ligeramente en ¢l sonlete. El tubo alargado se
corta cn ¢l centro de manera de hacer dos tubes. cada uno de ellos
de unos 6 centimetros de lareo. Tos extremos angostos se insertan
en la plastilina de los soportes, cn tanto que el extremo de 7 milime-
tros de diimetro se conserva ahisrto para facilitar el nincteo. El ex-
tremo inferior de este tubo queda con una luz de unos 3 milimetros
de diametro, pudiendo contener 0.1 c.c. de liquido en una columna
de 1mos 8 a 10 milimetros de alto,

Se pipetean 5 centésimos de centimetro clibico (0.05 c.c.) del
extracto en los tubos y se afiade con todo cuidado igual cantidad de
los sueros standar a cada tubo. Fl suero no deberd mezclarse con el
antigeno v los resultados se leen a los 30 minutos a la temperatura
ambiente. Hay que hacer notar aue incubando las sinetas a 37°C.
una hora pueden obtenerse reacciones cruzadas. Una reaccion posi
tiva se presenta cuando aparece un anillo blanco de precipitado, el
cual debe ser bien definido, v estar en el punto de union del extracto
y del suero. Para tener punto de comparaciin ex imnortante ~oner un
tubo control negativo, conteniendo solamente suero fisiologico v suer
ro. También pucde avudar grandemente incluir controles nositives
ron extractes e orcanismos homélooss a los sueros que se usan.

La reaccién debe ser clara, bien definida y ocurrir dentro de

. . . . . (N4 - .
los 30 minutos de iniciada. Si no hay aparicién de anillo blanquecino
del tipo sefalado y dentro del tiempo fiada, la cope prohoblzmente
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no pertenece al grupo de ninguno de los sueros usados. Se recomienda
sumergir los tubos en xilol inmediatamente antes de leer los resulta-
dos, pucs csto aumenta la claridad de las reacciones.

TICNICA DE TAS RFACCTONES DF ACTIHITINACION
PARA DETERMINAR EL GRUPO DE LOS
ESTREPTOCOCOS HEMOLITICOS

Ta nrinciral dificultad téenica en las pruechas de aglutinacidn
con estreptococos ¢s fa tendencia de muchas cepas a aglutinarse. El
uso del svero en concentraciones de 1% en el caldo donde crece el
germen avuda muchas veces, pero en ocasiones los estrentococos cre
cidos en un medio asi ¢ tornan no aglutinables. Bl anadir cantida-
des variables de plucosa al medio de cultivo pued
sultados satisfactornios. El hacer crecer los gérmenes a la temperatura
ambiente alpunas veces da suspensiones estables. Muy seeuide ne e
requiere emplear nincuno de estos procedimientos.

eodar trmhite

Se centrifugan los cultivos de caldos v el sedimento se suspende
en suere fivioldgico al 0 857, haciendo <tuspensrones densns deovna
densiddad ctandar de arroximadaments veinte Silones de sicroorear
nismos por c.c. afadiendo como preservativo 0.5 de fenol.

Las aglutinaciones se hacen a la temperatura ambicnte on Limines
excavadas de aproximadamente 1 cmt. de Fimetro. Con une 2
unos 2.5 mm. de didmetre. <e coloca el suero ademnde en b g
se anade una cantidad similar de la cuspen<idn bacteriana, Seomez-
clan las dos gotas rotando la imina v Ios resultadns < leen contra vn
fondo oscuro usando buena luz: también deben leerse los resultados
microscOpicamente con objetivo de poco aumento. La lectura final se
hace al cabo de un minuto. Deben usarse controles con sueros nor-
males. La diferencia entre la aglutinacién con el suero normal o con
sueros heterdlogos con la reaccién encontrada con el suero homologo
debe examinarse dentro de los 30 segundos de iniciadas las reacciones.
La reaccién también debe compararse con las de una suspension de es’
treptococos de tipo conocido con su suerc homdlogo.
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COMTARACION DF TAS TFONICAS DT PPFOTPIT AT
CON LAS DPE AGLUTINACION PARA IDENTIFICA EL
GRUPO SEROLOGICO DE LOS ESTREPTOCOCOS

Ya se ha dicho antes, que en términos generales deben preferirse
As tionicas de precipitacion ala de aglutinacion, pues con las técnicas
de preciritacion no rienen las dificultades téenicas que aparccen mue
chas veces al tratar de ciccutar I téenicn de aglutinacidn, pues como
ya también ¢ dijo hay autoadlutinacion de los estreptococos cuando
las calorias =on del tiro aspero (rough). ademas de que un buen
nimero de cepas muestran reacciones cruzadas o bien no reaccionan
con la téenica de aglutinacion.

Sin embargo, aunque la relacion del antigeno M con la inmunidad
es especifica, las téenicas de precipitacidn no siempre son capaces de
identificar el grupo sereléaicn de los estrontecocos: ast s ve que nu-
merosas cepas del grupo A no rueden identificarse cuande los gérm 2
nes han crecido a 37°C, rero si pueden identificarse el pruro cuando
el cultivo s« ha desarrsllado a 22°C: ecto so debe a que a 37°C estas
cepas producen una proteinasa que destruye la sustancia M, mientras
que a menor temperatura o<t enzima o no se produce o no activa.

Ademas fa sustancia M <¢ encuentra usualmente en los estreptor
cocos del prugo A aislados de pacientes con infecciones estreptocdcicas,
pero las variantes “glosy™ de estas cepas carecen de este antigeno,
aunque pueden conservar la sustancia T. También <e ha encontrado
que cerca del 50% de las cepas aisladas en convalecientes muestran
pérdida progresiva del antigeno M, ¢l cual lleea a desaparecer total-
mente, en cambio, no se ha encontradc pérdida del antigeno T en
estos estados.

Estas observaciones sugieren que al tratar de identificar el grupo
seroldgico de los estreptococos en portadores y convalecientes parti-
cularmente, deben practicarse simultineamente las dos técnicas, pues
el antigeno en la reacidn de precipitacion es solo el antigeno M, en
tanto que en la reaccién de aglutinacion, se busca no solo la presencia
de antigeno M, sino también del antigeno T.
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RESUMEN

L-~Un laberatono de bacteriologia clinica debe estar preparado
pana aislar los cocos Gram positivos tanto acrobios como microaero
filicos y anacrobios estrictos ¢ identificar los gérmenes no solo hasta
el género, sino de ser posible hasta la especie.

2—Los cocos Gram positivos patdgenos para el hombre perte-
necen a las familias V. Micrococcaceae y VII Lactobacteriaceae.

3.—En ¢l género Micrococcus (Cohn) estin incluidos los es
tafilococos y otros micrococos patdgenos al hombre. En los géneros
Diplococcus v Streptococcus, de la familia Lactobacteriaceae estan
incluidos los ncumococos y estreptococos respectivamente.

4.—Es conveniente clasificar los estreptococos en dos grandes
grupos:

a) —Especies aerobias y facultativamente anaerobias y

b) —Especies microaerofilicas y anaerobias estrictas.

Ademis, tanto para el laboratorio como para la clinica es con
veniente tener presentz que los estreptococos aerobios deben dividirse
en cuatro grandes grupos:

a).—Grupo pirogénico o hemolitico.
b) . —Grupo viridans.

¢).—Grupo lictico o de gérmenes que agrian la leche.
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d) . —Grupo de Ins enterococos.

5.—Debe tenerse presente que of término de estreptococo hemor
litico no indica por fuerza que ¢l gérmen sea patdgeno v por el con-
trario los gérmenes del grupo viridans v los enterococos pueden ser-
lo. Acrualmente s¢ acepta, que ¢l sistema de clasificacion de log
estreptoceeos basado en suaccion sobre la sangre ticne poco valor,
sicndo mis util la clasificacion de Lancefield en grupos inmunolégi-
cos aunque debe recordarse que la clasificacion de Lanceficld no es
aplicable a las cepas no hemaliticas ni a las anacrobias.

6.—Muy presente debe tener el bacteridlogo que no es siempre
posible identificar a Jos estreptococos desarrollados en los medios de
cultivo basindose simplemente en <u coleracion al Gram, en su mor-
fologia y en la manera de agruparse. Asi vemos que muchas cepas
muestran las c¢élulas con aspecto difteroide, otras mas se decoloran
muy facilmente o se vuelven francamente Gram negativas en los me-
dios de cultivo.

7.—Es necesario diferenciar perfectamente los estreptococos he
moliticos, viridans y enterocacos, pues inclusive para la clinica esto
es indispensable, ya que las infecciones por cstreptococos hemoliticos
habitualmente ceden ficilmente a la penicilina, en tanto que las cau-
sadas por los gérmenes del grupo viridans son de evolucion prolonga-
da adn bajo tratamientos intensos. Los enterococos son francamente
penicilino resistentes.

8.~—Los estreptococos hemoliticos patdgenos para el hombre per-
tenecen fundamentalmente al grupo A de Lancefield. Se dan las téc
nicas para extraer el anticeno M de los estrentococos, lo cual permite
clasificarlos seroldgicame ate en grupo. La identificacion de los es
treptecocos del grupo vividans se hace hasindose en su accion alfa
hemolitica en gelosa sanere v diferenciindolos de los neumococos por
ser estos Gltimos solubles en bilic. Se dan también una serie de carac
teristicas bioldgicas que permite identificar v diferencias a los enter
rococos de los otros estreptococos.

9.—Lz determinacién seriada de la cantidad de estretolisinas
en un suero sanguineo, permite afirmar, cuando la cantidad de unv
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dades aumenta en ¢! curso del tiempo, que una enfermedad es de ori-
gen estreptococico.

10.—Se acepta actualmente que los estafilocacos pertenecen al
género Micrococcus y que no es vilido el género Staphylococcus. El
término “estafilococo™ se acepta para designar algunos micrococos

’ 3 14
patogenos, de acuerdo con la costumbre de designarlos asi por mu-
chos anos.

11 —La identificacion de les micrococos no debe hacerse ba-
sindose exclusivamente en ser Gram positivos y en su tipo agrupa-
cion sino que hay que recurrir a otras pruebas de tipo biolégico.

12.—La mayor parte de las llamadas intoxicaciones por alimen-
tos, son causadas nor la enterotoxina de los estafilococos. La prueha
mis sencilla para diferenciar las cepas potdgenas de las no patdgenas

s¢ basa en la capacidad de las primeras para coagular la sangre y el
plasma.

13.—-Los neumococos estan clasificados dentro del Género diplo-
cocus. La identificacidn del pénero debe hacerse no solo basindose en
su morfologia y manera de agruparse, sino también estudiando su so-
lubilidad en bilis y estudiando su patogenicidad en ratones.

14.—Para ¢l aislamiento primario de los cocos Gram positivos
es conveniente que el laboratorio bacterioldgico emplee medio fluido
de tioglicolato, placas de gelosa sangre para sembrar en superficie,
gelosa para anaerobiosis en cajas de Petri con tapas “Brewer” v hacer
placas mezcladas de gelosa sangre. Estos medios de cultivo son necesa-
rios pensando en que los cocos Gram positivos patdgenos al hombre,
no solo son acrobios sino también muchos de ellos son microa€rofi-
licos 0 anaerobios estrictos.

I'5.—Para el aislamiento de estreptococos de la faringe se reco
mienda el medio de Pike para concentrados, a la vez que es Gtil el



medio gpelosa Mitis-Salivarius, Para ol aislamiento de estafilococos
patogenos de las heces se recomicndan los medivs de cultivo llamados
por la casa Difco “Estafilococcus Mcedium No. 110" y “Chapman
Stone™.

16.—Es indispensable que el laboratorio esté informado del ori-
gen del material que se examina y de la sospecha clinica de cual pue-
de ser ¢l agente cauvsal de la enfermedad.
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CONCLUSIONES

’

Se dan las téenicas que a nuestro juicio son mejores para el aise
lamiento de los cocos Gram Positivos:

l.—Estudiar la produccion de coagulasa por los estafilococos.
2—Estudiar la produccion de catalasa.

3.—Estudiar la produccida de pigmento por los estafilococos.
4 —Estudiar la lisis de les neumococos por las sales biliares.
5.—La férmula de preparacion del medio de Pike.

6.—La determinacion del titulo de antiestreptolisinas en el sue-
ro sanguineo.
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