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INTRODUCCION 

1.1 PLANTIUUIIENTO DEL PROBLl!ll!A. 

El tratamiento de enfermedades infecciosas que afectan al ser 

humano debe basarse en el estudio del agente causal de las mismas. 

Al conocer la morfologla, fisiolog!a y susceptibilidad de los 

microorganismos que producen infecci6n se puede llegar a soluciones 
más certeras en cuanto al diagn6sti~o, tratamiento y profilaxis. 
Los microorganismos pertenecientes a un mismo género tienen 
caracterlsticas en común que los diferencian de otros y a su vez, 

entre ellos existen diferencias que permiten agruparlos en 

especies. Sin embargo, son organismos vivos que están sujetos a 

cambios, por ejemplo mutaciones, que alteran sus caracterlsticas 

biológicas. Por ello la conservaci6n de microorganismos con todas 
las características iniciales del primoaislamiento es de suma 
importancia para estudios posteriores como: susceptibilidad a 
antibióticos, sinergismos, cambios enzimáticos, estudios 
epidemiológicos, entre otros. 6,8, 10, 17 

Las co1ecciones microbianas son el resultado inmediato de 
necesidades institucionales individuales.17 Habitualmente los fines 
perseguidos son la realización de investigaciones posteriores 
encaminadas a incrementar el conocimiento sobre los agentes 
causales para brindar un diagnóstico más eficiente, un tratamiento 
6ptiJT10 y establecer medidas preventivas más exitosas. 

Desde 1992 en el Laboratorio de Microbiologla del Instituto se creó 

un cepario con micoorganismos obtenidos a partir de hemocultivos, 
debido a 1a importancia de la endocarditis bacteriana en pacientes 
con problemas cardiacos en quienes esta enfermedad puede ser 
mortal.14 



En un estudio 

susceptibilidad 
bacteremia más 

realizado en el Instituto 

a antimicrobianos se obtuvo 

frecuente fue endocarditis 

sobre patrones de 

que la fuente de 

(28.5%), siendo los 
estreptococos del grupo viridans los microorganismos aislados con 

mayor frecuencia, aunque existen otros microorganismos que también 

la producen, principalmente cocos gram positivos.21 

Los estreptococos del grupo viridans tienen requierimientos 

nutricionales estrictos lo cual dificulta su preservación. Por 

tal motivo, en el presente trabajo se usaron tres medios de cultivo 

enriquecidos con sustratos tales como el suero y la leche para 

determinar cual de ellos ofrecla un mayor tiempo de conservación y 

viabilidad asl como menor riesgo de contaminación para preservar 

los microorganismos en cuestión. 

1. 2 OBJllTJ:VO 

a) Determinar cual de los tres medios empleados permite a mediano 

plazo: 

i) conservar los estreptococos del grupo viridans 

ii) disminuir el riesgo de contaminación 

iii)disminuir el costo de almacenamiento 

b) Una vez seleccionado el medio que ofrezca mayor viabilidad por 

más tiempo, almacenar tres allcuotas por cepa para utilizarse en 

futuros estudios microbiológicos y epidemiológicos. 



1.3 HJ:POTBSJ:S. 

HIPOTESIS ALTERNA. 

Los J medios propuestos no son similarmente eficientes en la 
preservación y viabilidad de estreptococos del grupo viridans. 

HIPOTESIS NULA. 

Los medios propuestos son similarmente eficientes en la 

preservación y viabilidad de estreptococos del grupo viridans. 



CAPJ:TULO U 



AllTECEDENTES. 

2.1 COHSERVACXOH DE HXCROOROANXSHOS. 

Los microbiólogos necesitan disponer de cultivos puros y estables 

as1 como el qu1mico o bioqu1mico de sustancias puras para poder 

trabajar. Sin embargo, a diferencia de las sustancias qu1micas que 

pueden almacenarse fácilmente, los cultivos microbianos son 
extremadamente vulnerables y pueden contaminarse, mutar o bien 

perderse a no ser que se les dé un manejo ~decuado.a Como todo ser 

vivo los microorganismos responden a los estimulas del medio en el 

que se encuentran; sin embargo, 

un arma de doble filo, por 

los cambios producidos pueden ser 

ejemplo: en la producción de 

antibióticos, prote1nas,enzimas, etc, las cepas mutantes pueden dar 

un mayor o menor rendimiento; en ensayos de susceptibilidad a 
antibióticos o de identificación en base a pruebas bioquímicas las 
mutaciones son contraproducentes ya que los resultados obtenidos no 
corresponden al microorganismo aislado inicialmente. 

Gran número de laboratorios microbiológicos e instituciones 
requieren cepas de colección de interés médico-biológico útiles en 

el diagnóstico, preparación de vacunas, pruebas de desafio, 

identificación, preparación de antibióticos, producción de 
proteínas, investigación, enseñanza, etc.6,10 La conservación de 
cepas consiste en un método con el que se pretende mantener un 
cultivo microbiano viable con todas sus características fenotípicas 

y genotípicas originales. La selección de dicho método depende de 
la intención en los servicios para los que sea requerida, la 
inversión, el equipo y las instalaciones existentes. 17 

Es necesario enfatizar que no existe un método universal para 
preservar exitosamente a los microorganismos. Los grupos 
taxon6micos de microorganismos y aún cepas dentro de una misma 
especie pueden cambiar dependiendo del método de preservaci6n 
usado.a 



Por lo dicho anteriormente, la formación de un cepario requiere de 
una gran cantidad de materiales, medios de cultivo y trabajo 
programado y constante, no es un proceso en. el que se obtengan 
resultados óptimos rápidamente, debe mejorarse año con afio. La 
vigilancia de una colección microbiana debe ser estricta, revisando 
periódicamente las caracter!sitcas de cada microorganismo y las 
cepas de reciente adquisición deben manipularse inmediatamente para 
evitar pérdida de viabilidad, selección de mutantes y 
contaminación. 10 

METODOS DB CONBBRVACION DE MICROORGANISMOS, 

Existen métodos de conservación a corto, mediano y largo plazo 
dependiendo del tiempo que permanezcan viables los microorganismos, 
aunque la viabilidad es un término relativo ya que el porcentaje de 
recuperación de un organismo varia en diferentes medios de cultivo 
y condiciones. 9 

En la conservación a corto plazo la viabilidad es de días a 
semanas, a mediano plazo es de meses hasta un afio y a largo plazo 
es de más de un año. Entre los métodos de conservación que existen 
están: 

1. Resiembras periódicas o subcultivos. 

El método tradicional es la resiembra periódica pero no es el más 
satisfactorio. Entre las desventajas que tiene es que fácilmente 
puede haber un mal etiquetado del cultivo, tiene el inconveniente 
de seleccionar mutantes y exponer el cultivo a contaminación 
(especialmente con especies del género Bacillus) y puede haber 
inoculación del microorganismo equivocado. La pérdida de viabilidad 
es un riesgo constante y los cultivos tienden a perder sus 
caracteristicas inciales por la frecuencia de subcultivo, No es 



ap1icable a todos los microoganismos puesto que algunos permanecen 

viables dias, otros semanas y en muy pocos casos meses o afios.e.9 

2. Reducción del metabolismo y transferencia periódica. 

La frecuencia de subcultivos puede reducirse manteniendo al 

microorganismo en un estado metabólico disminuido. Esto puede 

lograrse de varias formas, por ejemplo usando medios con escasos 

nutrientes, medios sellados con aceite mineral o parafina o 

almacenamiento a bajas temperaturas. Entre las desventajas están la 

inconveniencia de usar parafina liquida o bien aceite mineral por 

su dificil manipulación, el riesgo de contaminación si sólo se 

tiene un tubo por cepa y el espacio de almacenamiento que requieren 

tubos múltiples de cada cepa.8,9 

J. Desecación. 

Este método consiste en remover el agua presente en el cultivo y 

evitar la rehidratación. Se ha usado principalmente para la 

conservación de hongos, quienes parecen ser más resistentes a la 

desecación que otros grupos de microorganismos, por ejemplo: Vibrio 

y Pseudomonas spp. 

El método de desecación puede realizarse sobre discos de papel 

filtro, discos de gelatina o almacenar al microorganismo en tierra 

estéril. Ninguna de las variaciones del método de desecación tienen 

una aplicación universal y en la mayor!a de los casos han sido 

empleados para la conservación de cierto grupo de microorganismos o 

bien para usos más especializados. La estabilidad de las 

caracter!sticas del cultivo no siempre se ha evaluado y al parecer 

es cepa-especifica. 

Los métodos descritos anteriormente podrlan considerar'se de 

conservación a corto y mediano plazo, aunque para algunos 

microorganismos la conservación con alguno de éstos métodos, en 



particular el segundo y el tercero, podria dar 
largo plazo.10 

resultados a 

4. congelación. 

La mayoría de las bacterias soportan la congelación y pueden ser 

preservadas en ese estado. Al congelarlas se disminuye el 

metabolismo y la energía disponible para las reacciones bioqu1micas 

es m1nima. El proceso de lesión celular durante la conqelaci6n aQn 

no se conoce bien.6 

Al parecer el dafto se produce por la formaci6n de cristales de 

hielo y la presencia de electrolitos en concentraciones elevadas al 

pasar el ac;¡ua de estado liquido a solido. Por lo general se 
adicionan adyuvantes o sustancias protectoras a la suspensi6n 

celular como son: glicerol, dimetilsulf6xido (DMSO), suero humano o 
animal, leche, etc.9,16 

Las principales técnicas de conservaci6n por exposici6n a bajas 

temperaturas son1 

a) Almacenamiento a - 2ooc. 

b) Almacenamiento a - 70ºC (se prefiera m6s que la te•peratura d• -

2o•c · aunque puede haber p6rdida de viabilidad por formaciOn de 
cristales que daften la pared celular bacteriana) 

e) Almacenamiento a 
reaul ta m6s caro 

, liofilización).•• . 

-196°c en nitr6geno 

en comparaci6n al 

liquido (eate proceao 
de una planta da 



5, Liofilizaci6n. 

Por ültimo el método de liof ilizaci6n consiste en la deshidratación 

de un producto previamente congelado cuya agua se elimina por 

sublimación al vaclo. Al estar la suspensión en estado sólido y el 

agua removida como vapor, la estructura del microorganismo se 

conserva. Con este método se pueden conservar a temperatura 
ambiente micro~rganismos por mayor tiempo. Las colecciones de 
cultivos y centros de referencia (American Type Culture Collection 
ATCC, National Collection of Type culture NCTC, (NRRL) Culture 

collection NRRLCC, etc) conservan los cultivos con este método. 

sin embargo, no todos los microorganismos pueden preservarse en 

estado liofilizado como es el caso de los géneros Neisseria, 
~tobacillus y .vibrio.10 En general, las bacterias gram-positivas 
soportan mejor la liofilización que las gram-negativas. Puede 
decirse que a mayor número de células en la suspensión inicial 
mayor será la probabilidad de recuperación de la bacteria.9 

El método de liofilización es adecuado para instituciones que 
tengan una colección grande para servicio, ya que se pueden 
preparar varios lotes que durarán mucho tiempo.6 

Las desventajas de este método consisten en el elevado costo del 
equipo y el ser un proceso laborioso. 
Los cambios en las caracter1sticas de los cultivos después de 
varios pases son bien conocidas; sin embargo el grado de alteración 
de éstas caractertsticas después de la congelación o la 
liofilización no se conoce bien. Se han realizado estudios en donde 
no hay cambios detectables (Hwang,1970; Mehrotra .ru:.......al., 1970). Por 
otra parte puede haber daño enzimático (Macleod smith and Gelinas, 
1966; Moss and Speck, 1966) y del ONA (Webb, 1967, 1969; Servin­

Massieu, Sánchez-Torres and Pallares, 1968). se han observado 
cambios en la estructura antigénica en algunos géneros, como 

~' pero no en otras (Jennens, 1954). También la 
patogenicidad puede verse alterada en ciertos casos 

(Priestley, 1952) mientras que en otros no se afecta (Sorrelss, 



Speck and Warren, 1970) Posiblemente el proceso de liofilización 

seleccione microorganismos resistentes a la congelación o bien 

aquéllos con propiedades especiales que les permiten sobrevivir. 8•9 

2.2 CARACTERZBTZCAS GENERALES DE LOS ESTREPTOCOCOS DEL GRUPO 

VZRZDANB. 

Los estreptococos del 

relativamente abundante 

grupo viridans constituyen un grupo 

un tanto heterogéneo pertenecientes al 

género streptococcus que causan infecciones importantes en el 

hombre y que se encuentran formando parte de la flora bacteriana de 

la orofaringe. Se les identifica en base a sus caracteristicas 

fisiológicas, bioqu1micas y serológicas.13 

2.a.1 CARACTBRZBTZCAS KACROSCOPZCAB Y MZCROSCOPZCAB. 

Los estreptococos del grupo viridans poseen caracteristicas comunes 

al resto de los estreptococos. Son células de forma esférica a 

ovoide de menos de 2 micras de diámetro que en caldos de cultivo 

forman cadenas o pares, debido a que la división celular ocurre en 

un plano. No son móviles, no forman esporas y son gram 
positivos. 7,13,20 

Algunas especies requieren para su crecimiento de medios 

suplementados con compuestos con el grupo tiol como la ciste1na, o 

bien de las formas activas de la vitamina 86 (piridoxal fosfato o 

piridoxamina) por lo que se les ha denominado estreptococos 

variante nutricionales. Antes se pensaba que eran mutantes 

nutricionales de especies de estreptococos del grupo viridans; sin 

embargo actualmente se piensa que pertenecen a una especie distinta 
dentro del género Streptococcus.1,13,14,1s,19 



Las colonias miden de 0.1 a o.s mm, pueden tener un aspecto mucoide 

y translúcido o bien liso y no translQcido. El tamaño y aspecto de 

la colonia se ven afectados por el medio de cultivo y la atmósfera 

de incubación. La temperatura de incubación es de 35 a 37"C y 

requieren de una atmósfera de de co2 para poder crecer.1,13 

Uno de los esquemas más útiles para la clasificación inicial de los 

estreptococos se basa en su acción en agar-sangre. Los 

estreptococos grupo viridans forman colonias rodeadas de una zona 

de alfa-hemólisis que muestra la caracterlstica decoloración verde 

o bien son no hemollticos. Bajo condiciones de anaerobiosis los 

estreptococos d.el 

hemollticos. 1,20 

FIBIOLOGU,. 

grupo virid.ans son generalmente no 

Los estreptococos del grupo viridans son bacterias que requieren de 

medios enriquecidos. Se identifican por exclusión, ya que dan 

reacciones negativas con la mayorla de las pruebas diseñadas para 

identificar a especies del género. 1 Son microorganismos anaerobios 

facultativos. su metabolismo es fermentativo y el principal 

producto de éste es ácido láctico. 

La mayoría de las especies no crecen en agar bilis 40% y son bilis 

esculina negativas; algunas pueden crecer en agar bilis 10% <7,2°>. 

sin embargo, en un estudio realizado por Facklam con 112 cepas de 

estreptococo del grupo viridans, 20 fueron erróneamente 

identificadas como no enterococos grupo D por dar reacción 

positiva de bilis esculina. streptococcus intermedius fue la 

especie que presentó este comportamiento.5 

Entre las características fisiológicas más importantes de los 

estreptococos del grupo viridans están: formación de ácido en 

caldos de manito!, sorbitol, lactosa, inulina y rafinosa,, 

hidrólisis de esculina, arginina e hipurato, formación de glucanos 

10 



en agar sacarosa al 5%, tolerancia a medios con diferentes 

concentraciones de bilis y cloruro de sodio, etc (Cuadro I). 4 

CLABU'ICACIOll, 

Los estreptococos del grupo viridans son quizás el grupo de cocos 

gram positivos más difíciles de identificar a nivel de especie. 

Estudios genéticos aún no han aportado soluciones e incluso han 

hecho más confusa la clasficaci6n de este grupo de 

microorganismos.1 

Los intentos de clasificación y nomenclatura de los estreptococos 

se basan en: 

1. Cambios producidos en la sangre (actividad hemolítica) 

Los estreptococos del grupo viridans son alfa o gamma hemoliticos. 

En la hem6lisis alfa la sangre es hemolizada parcialmente por lo 

que alrededor de la colonia se observa una coloración verdosa, 

mientras que en la hemólisis gamma no se afectan los glóbulos rojos 

por lo que no hay hem6lisis. En general las especies hemol1ticas 

son las más patógenas. 20 

2. Agrupamiento serológico (análisis de antlgenos) 

En los estreptococos grupo viridans la mayoría de las cepas no 

tienen ant1genos de grupo por lo que no se pueden usar estudios 

serol6gicos para esquemas de identificación. Lancefield trató de 

usar ant1genos de carbohidratos y nucleoprote1na pero halló 

reacci6n cruzada de aglutinación y precipitación entre los 

ant1genos de carbohidrato y los ant1genos de nucleoprote!na 

resultaron aparentemente homólogos en las cuatro cepas que empleó. 

11 



3. Caracteristicas fisiológicas. 

Las pruebas fisiológicas se basan en el contenido enzimático que le 

permite a las especies de estreptococo grupo viridans metabolizar 
ciertos azúcares (Cuadro II). 

Hasta el momento no se ha logrado relacionar la serologia con las 

caracteristicas fisiológicas de los estreptococos del grupo 

viridans.' 

Habitualmente los estreptococos del grupo viridans se clasifican 

por patrones de fermentación, composición de azúcares de la pared 

celular y producción de dextranos y levanos partiendo de sacarosa. 

Los c~iterios estrictos para la especificación todav1a están en 

etapa evolutiva. 7 A pesar de que la presencia de este tipo de 

microorganismos es comün en infecciones sistémicas, aün no existen 

esquemas de diferenciación satisfactorios. No hay todavía un texto 
taxonómico en el que se reconozca a todas las especies de 

estreptococos del grupo viridans, y los esquemas propuestos para su 

diferenciación en especies no son prácticos. 4 

Todos los intentos para usar sistemas serológicos para la 

diferenciación de estreptococos del grupo viridans han fallado al 

no mostrar correlación entre la serología y las características 

fisiológicas de las cepas. Uno de los problemas consiste en que aún 

no se han investigado suficientemente sus propiedades fisiológicas 

para lograr diferenciarlos. carlsson, Colman y Williams, as! como 

Hardie y Bowden han investigado extensamente las caracteristicas 

fisiológicas de este grupo de microorganismos. 4 

La precisa identificación de especies de estreptococo del grupo 

viridans responsables de causar endocarditis bacteriana es de suma 

importancia para elegir la terapia. Los estreptococos del grupo 

viridans son susceptibles a penicilina no as1 los en.terococos. 



Para la diferenciación de estreptococos del grupo viridans ··y 
estreptococos del grupo o enterococos y no enterococos se emplean 

pruebas tales como crecimiento en agar eosina azul de metileno, 

hidrólisis de esculina en presencia de bilis y crecimiento en 

cloruro de sodio al 6.5% (Cuadro I), 11 

En s. mitis y s. sanguis II se han detectado ant1genos de 

carbohidrato F, G, H, K, M y o en la pared celular, pero la mayoría 

de las cepas aisladas no pueden agruparse. Producen peróxido de 

hidrógeno y aproximadamente un tercio produce dextrano a partir 

de glucosa. 13 

s. sanguis I produce peróxido de hidrógeno y dos tercios de las 

cepas producen dextrano insoluble. También esta especie produce 

enzimas proteol1ticas como neuraminidasa, aldolasa de ácido 

neuram1nico e IgA proteasa, 11 

S. MG-intermedius y s. anginosus-constellatus no producen 

polisacáridos (dextranos o levanos) a partir de la sacarosa ni 

tampoco peróxido de hidr6geno, 13 

En s. salivarius se han detectado ant1genos F,H y l< pero por lo 

general tampoco puede agruparse. No produce peróxido de hidrógeno y 

produce levanos en vez de dextranos a partir de sacarosa. 

Los cultivos de s. mutans deben ser incubados en co2 
un crecimiento óptimo. siempre produce peróxido de 

para lograr 

hidrógeno, 
dextranos insolubles y dextranasas, Algunas especies dan bilis 
esculina positiva por lo que pueden confundirse con ~· 13 

s. morbillorum a diferencia de otras especies fermenta la sacarosa 

débilmente. se diferencia de s. uberis y s. acidominimus por no 

hidrolizar hipurato de sodio. Este microorganismo es 

13 



microaerofilico y requiere de una atmósfera de co2 para poder 
crecer.13 

PATOGENICIDAD PARA EL HOMBRE. 

Se considera que los estreptococos del grupo viridans tienen un 
potencial bajo de infectividad y que las infecciones cl1nicas 

ocurren después de una lesión en las áreas donde habitualmente se 

localizan. Sin embargo, la asociación de estos microorganismos con 

la producción de caries dental y endocarditis está bien 
establecida. Los estreptococos son el grupo de microorganismos más 
importante que habitan la cavidad bucal. Algunas especies colonizan 
de forma selectiva ciertas superficies, por ejemplo, s. salivarius 
se encuentra en gran cantidad en la superficie dorsal de la lengua, 
s. mutans, considerado como el principal agente de la caries 

denta 1, se encuentra en gran cantidad formando parte de la placa 
dental que reviste las lesiones por caries. ~, s. sanguis I 
y s. sanguis II se localizan en la superficie del diente y en la 

faringe. El hábitat de s.morbillorum aun no está bien definido.3, 13 
La caries es un ataque microbiano directo sobre el diente en donde 
se afectan los tejidos más duros del cuerpo, el esmalte y la 

dentina. Se caracteriza por desmineralización inicial de la materia 
inorgánica de dichas estructuras seguida por la destrucción de los 
componentes orgánicos.3 
La placa dental es una acumulación de bacterias, los productos 

bacterianos extracelulares y los constituyentes salivales que se 
adhieren firmemente a la superficie dental. La formación de placa 
permite un contacto ininterrumpido entre los microorganismos 
acid6genos y la superficie del esmalte. La matriz de la placa está 
compuesta de material intercelular de origen bacteriano o salival. 
Aproximadamente la mitad de esta matriz está integrada por 
polisacáridos, como glucanos y lovanos, productos del metabolismo 

de la sacarosa. Dichos polisacáridos, en especial los glucanos 

" 



menos solubles, son necesarios para la adhesión de las bacterias 
entre si y a la superficie dental. Los glucanos pueden ser 
solubles o insolubles en agua. Ambos tipos contienen cadenas 

ramificadas de unidades de glucosa unidas mediante enlaces alfa 1,6 
y alfa 1,3, aunque estos últimos predominan en los glucanos 
insolubles. se supone que la adherencia de s. mutans a las 
superficies dentales depende principalmente de los glucanos 
insolubles .3 

Los procedimientos dentales, en especial 
manipulación de tejidos periodontales 

las extracciones y 

ocasionan bacteremia 
transitoria, en muchos casos, por estreptococos del grupo viridans 
y otros microorganismos. Incluso algunas técnicas menos traumáticas 
como la profilaxia dental, el cepillado o la masticación de 
alimentos duros y dulces pueden provocar, según se supone, algunos 
casos de bacteremia. En la mayor1a de las personas, las bacterias 
son eliminadas rápida y totalmente de la sangre sin ninguna 
consecuencia. No obstante, para aqu6llos individuos con afecciones 

cardiácas reumáticas o defectos congénitos del corazón, o quienes 
tienen prótesis valvulares cardiacas, la· bacteremia transitoria 
llega a tener consecuencias mortales .3 Estos microorganismos se 

fijan y coloniz:an vAlvulas cardiacas daf\adas u otras partes del 
endocardio, dando principio a un episodio de endocarditis 

bacteriana subaguda. Es frecuente que los pacientes con 
endocarditis tengan antecedentes de atención dental reciente.3 
En pacientes con problemas cardiacos es de suma importancia el 
diagnóstico de endocarditis bacteriana, ya que esta enfermedad 

cuando no se trata con antibióticos es mortal. No existe ninguna 
otra enfermedad infecciosa en la que la capacidad del antibiótico 
para eliminar a las bacterias sea tan fundamental. 
La endocarditis bacteriana se define como una enfermedad aguda o 
crónica, debida a la invasión de un área localizada del endotelio 
de un reborde de las válvulas con desprendimiento continuo de 

bacterias en el torrente sangu1neo. 1z 
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Los microorganismos que comúnmente causan endocarditis son cocos 

gram-positivos como: estreptococos del grupo viridans, 

estafilococos y enterococos.18 Los estreptococos del grupo viridans 

son responsables de un gran porcentaje de todos los casos de 

endocarditis bacteriana, mencionándose en algunas publicaciones 

frecuencias que fluctúan entre 54 y 80%. 4,16 

La endocarditis se clasifica en aguda y subaguda según se presente 

por menos o más de 6 semanas respectivamente. Los estreptococos del 

grupo viridans están asociados más comúnmente a la endocarditis 

bacteriana subaguda (EBS). Los estreptococos variante nutricionales 

son responsables de un 5% de las endocarditis estreptoc6cicas del 

grupo viridans, pudiendo infectar tanto válvulas nativas como 
prostéticas. i, 12, 14, 1s 

2.3 NBTODOS DE CONSBRVACION DE LOS ESTREPTOCOCOS DEL GRUPO 
VIRIDAllB. 

Los estreptococos del grupo viridans tienen requerimientos 

nutricionales exigentes; deben emplearse medios enriquecidos como: 

soya tripticasefna, infusión de cerebro y corazón, Todd-Hewitt o 

caldo peptonado. Estos medios están libres de azíicares reductores 

los cuales podrían influir en la expresión de beta hem6lisis de los 

estreptococos. El pH del medio debe ser de 7-7.4.1 

Los requerimientos nutricionales de los estreptococos son complejos 

debido a la incapacidad del microorganismo para sintetizar muchos 

de sus aminoácidos, purinas, pirimidinas y vitaminas. En muchos 

casos, e1 suero sangu1neo permite el desarrollo de estas 
bacterias a 7, 19 

En algunas publicaciones se menciona el uso de caldo de soya 

tripticase1na con 20% de glicerol para la conservación de 

estreptococos del grupo viridans a -7o0 c, 2 as1 como también de 
caldo Todd-Hewitt."•14 
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A esta temperatura de -7o0 c es necesario afiadir un crioprotector 
para evitar pérdida de viabilidad por formación de cristales 
durante la congelación que dafien la pared celular microbiana. Entre 

los crioprotectores más comünmente empleados están el glicerol, el 
dimetilsulfóxido, suero humano o animal y leche descremada.16 

17 



CUADRO I. Diferenciación de Estreptococos del grupo Viridans, 

no Enterococos grupo O y Enterococos. 

cetclo enterococosel 
con 10X de> bilis 

c•ldo S. fucella 

Ager eosfne atul llWltlleno 

Sorbltol 

N•nltol 

H-51fala 

Antfgeno grupo O 

1..-..tbl l fd9d • 
lwxmfclne 

s • ..,t•ns s.vfrldlns 

elfaflilllln elf•fg8111M 

s. bovla 

elf•/1181111111 

s.f•ec•ll• 
enterococo 

elfa/bet•/ ·-

(111 .. f• Lyrnr, Chr•tln Jane, Dellltl• Edlterd, Ger•gusl Vlncent. S!;reptzoccus !!.lt!f'l! Endoc•rdftfa, 

CGnfualon 11111fth enterococc.l wdocerdltl• b)' routlrw labontory testlng. ~. Vol, 230, llo, 9 Dec:-.r 

P• 129tM299. 1974) 

< 
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CUADRO l. ESQUEMA. ii[ WERENCIACION íi~ 
ESTREPTOCOCOS DEL GRUPO VIRIDANS. 

-------- ·---

[SP[CIE 

Bilis-esculino : 

NoCI 6.5% 

Crecim.10 C 
Piruvolo .. ,' ... Arninino 

1-4-+-+-1-·+·+-1·~·+·-r-·1---!"-Es~c~ul~in~o~__,: 
Almidon 
Hinuroto 

Sueroso 
Lodosa 
Monitol 
Sorbilol 
Arabinoso 

Sorboso 
lnst.Jlino 

Rafinoso 

G1ucano 

(+)=positivo, (-) = neqolivo, V= vmiable, (•} = e1cepcioncs, O= 
dedrono, L = levono, N = no qluconos (F ocklom RR, Carey RB: 

S!replococci ond oerococci. In lennellc HI cd : Manual of Clinicol 
ll1Crobioloqy, 4th ed, pp 154-175 Woshinglon D.C. American Sociely ol 

Uicrobto1ogy, 198~) 
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PAITE ExPE•lllE•TAL 

J.1 DIAGllAM GE•Ul. 

3.1.1 DIAGUM 1. PU..~ COlllEIVACUll ot LAS CEPAS. 

.., .. 
1uero feul 

t ... 

Cultivo Puro de fltreptococoa G"4'0 Vlrld.nl 

•ni..,,.• en plK• 
<bsse de 1¡1r 1.-.;re 6 choc:olat•) 

1'º e 

leche descr-0.. 
hldr1tt1d1 (estlrll> 

+ lfcerot 

" 



J.1.2 DIM.IAM 2 0 PW COMPttmM LA PIESEIYACUll DE LAS CEPAS, 

Dnconeel•r • IOI JO, 60, 90, 120, 150 y 180 dlH 



3.2 JIATSRIIU.,••Dro• D• CULTIVO, RllACTIVOB y BQUIPO. 

3.2.1 llATSRiaL BIOLOOICO, 

Cepas de estreptococos del grupo viridans aisladas de hemocultivos 
de pacientes atendidos en el Instituto Nacional de cardiologla 
"Ignacio Ch4vez" en el periodo comprendido de 
agosto de 199 3. 

3.2.2 llATSRIIU. Da LUORATORIO 

pipetas Pasteur de vidrio 
placas de petri 

enero de 1992 a 

viales de microcentrlfuqa l.Sml(11otib1ns 1c1entlftc No. 1012·00-ooJ 

puntas para micropipeta (Rainin No. RT 200) 
tubos de 5 x 75 lllJll con tap6n de rosca 
matraces Erlen-Meyer de 250 ml 
matraces Erlen-Heyer de 125 ml con tap6n de rosca 
a•a de nicromel 

3.2.2.1 PUPAllACIOll Da 111.TSRIJIL, 

Esterilizar el material de vidrio como pipetas Pasteur y cajas 
pet.ri en autoclave a 12lºC durante 15 minutos. Esterilizar el 
material de pl6atico como viales de microcentrlf'uqa y puntas para 
micropipeta en gas. 

KSDJ:Oll Da CULHVO 

-Caldo de Todd-Hewitt (Ditco) 
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-Caldo de Soya Tripticase1na (Bioxon) 
-rnfu•i6n de cerebro y coraz6n (Bioxon) 
-Base de agar sangre (Bioxon) 
-Base de agar chocolate (Bioxon) 
-Aqar de eosina azul de metileno (Bioxon) 
-Agar Bilis Esculina (Bioxon) 
-Hemina (Bioxon) 

3.1.3.l •••PJIJUICro• D• ••Dro• D• CULTIVO PJIJUI LAll C•PAS. 

Medio A: caldo Todd-Hewi tt 

Medio B: 

Medio e: 

3.2.4 

-NaCl 
-Dextrosa 

suero bovino fetal al lOt 
glicerol al sot 

caldo soya tr ipticasa 
suero bovino fetal al lOt 
glicerol al sot 

caldo BHI 
leche descremada al 2ot 
glicerol al 2ot 

RU.CTIV08 

-Zndicador (1.6g de pQrpura de bromocresol en lDOml de etanol 
-Agua dHtilada 
-Leche descremada (Svelty Nestl6) 
-Glicerol (Merck) 
-suero bovino fetal (Erikar) 
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3.z.4.1 PREPIUIACIOH DB RBACTIVOB. 

i) Prueba de tolerancia de sal (prueba de NaCl 6.5%) 

Caldo infusión corazón 25 g 

NaCl 60 g 

Dextrosa g 
Indicador (l.6 g de pürpura de 
bromocresol en 100 ml de etanol) 1 ml 

Agua destilada 1000 ml 

Mezclar los reactivos, disolver, dispensar en tubos apropiados y 
esterilizar a 121ºC durante 15 minutos. 

ii) Preparación de leche descremada. 

Leche descremada Svelty 

Agua destilada 

14 g 
70 ml 

En un matraz Erlenmeyer de 125 ml con tapón de rosca esterilizar 
70ml de agua destilada a 12lºC durante 15 minutos. En condiciones 

de esterilidad aftadir 14 g de leche en polvo y disolver. 

3.2.5 EQUIPO 

agitador vortex (Clay Adama Mixer No. 2651) 

autoclave (Médica instrumental MORS 870780501) 

incubadora con atmósfera de co (HERAEUS) 

ultracongelador (REVCO 6758-6) 

pipeta digital electrónica (Edp plus No. EP-1000) 

" 



3.3 MBTODOLOGX~. 

3.3.1 PRBPAllACXOM DB LOS MBDXOB DB CULTXVO 

MEDIO A. (Todd-Hewitt) Preparar el caldo segün instrucciones del 

fabricante dispensar alicuotas de 0.45 ml en tubos de 5 x 75 mm con 

tap6n de rosca. Esterilizar en autoclave a 121.ºC durante 15 

minutos. Inocular los tubos hasta observar una consistencia lechosa 
del medio y agregar con micropipeta 50 microlitros de suero bovino 
fetal y 500 microlitros de glicerol estéril. Homogeneizar la 

suspensi6n en el vortex y con pipeta Pasteur est6ril pasar el 
contenido de los tubos a viales de microcentr1fuga previamente 

rotulados con el número de la cepa, el número del hemocultivo de 

origen, el medio y la fecha. Finalmente almacenar los viales 
inoculados a -7o0c. 

MEDIO B. (Soya Tripticase1na) Preparar el caldo según instrucciones 
del fabricante dispensar alicuotas de 0.45 ml en tubos de 5 x 75 mm 

con tap6n de rosca. Esterilizar en autoclave a 12lºC durante 15 

minutos. Inocular los tubos hasta observar una consistencia lechosa 

del medio y agregar con micropipeta 50 microlitros de suero bovino 

fetal y 500 microlitros de glicerol estéril. Homogeneizar la 

suspensi6n en el vortex y con pipeta Pasteur estéril pasar el 

contenido de los tubos a viales de microcentrifuga previamente 

rotulados con el nümero de la cepa, el nümero del hemocultivo de 
origen, el medio y la fecha. Finalmente almacenar los viales 

inoculados a -7o0c. 

MEDIO c. (BHI) Preparar el caldo según instrucciones del fabricante 

y colocar alicuotas de o.49 ml en tubos de 5 x 75 mm con tap6n de 



rosca. Esterilizar a 12lºC durante 15 minutos. Inocular los tubos 
hasta observar una consistencia lechosa del medio y agregar con 
micropipeta 100 microlitros de glicerol estéril y 500 microlitros 
de leche sveltes hidratada al 20%. Homogeneizar la suspensi6n en el 
vortex y con pipeta Pasteur estéril pasar el contenido de los tubos 
a viales de microcentrifuga previamente rotulados con el nümero de 
la cepa, el nümero del hemocultivo de origen, el medio y la fecha. 
Finalmente almacenar los viales inoculados a -70°C. 

Almacenar las alícuotas de los 3 medios en tubo, la leche disuelta 
y el glicerol estéril a 4ºC para ser usados posteriormente. 

3.3.2 COKPROBACION DB LA CONBBRVACION DB LAB CEPAS 

1.- Una vez preparadas y almacenadas las al!cuotas del cultivo 
puro de estreptococo en cada uno de los tres medios, proceder a 
descongelarlas a intervalos de 30,60,90,120,150 y 180 dias. En 
condiciones de esterilidad homogeneizar el contenido de cada vial 
con pipeta Pasteur estéril y depositar 4 gotas de la suspensión en 
placas de base de agar sangre o chocolate. Incubar a 3 7ºC en 
atm6srera parcial de co2 durante 24 hrs (efectuar esta operaci6n 
por duplicado para cada vial). Transcurrido el tiempo de incubación 
comparar el crecimiento obtenido en cada uno de los medios con 
respecto al tiempo, indicando el crecimiento con cruces: 

a) +++ recuperación excelente 
b) ++ recuperación buena 
e) + recuperaci6n pobre 

2. - A partir del crecimiento obtenido realizar pruebas bioqulmicas 
para identificación de estreptococos: 

" 



1) bilis-esculina 
2) crecimiento en agar eosina azul de metileno 
3) NaCl 6.Sl 

rncubar a 37°c en atmósfera parcial de C02 durante 24 hrs. 



C:llPI'fULO IV 



RBBULTADOB Y DIBCDBIOJf. 

t.1 RBBDLTADOB. 

Durante el periodo de estudio se utilizaron quince cepas de 
estreptococo del grupo viridans, las cuales fueron: 

Streptococcus sanguis I (8 cepas), Stretococcus sanguis II (1 

cepa), streptococcus mitis(J cepas), Streotococcus mutans(lcepa), 

Streptococcus moribillorum(l cepa) y Streptococcus acidominimus (1 

cepa) (Ver cuadros l y 2). 

Todas las cepas, a excepci6n de la 32 y 39, tuvieron una 
recuperación excelente en los tres medios de conservaci6n empleados 
durante todo el periodo de estudio. La cepa 32 (~) obtuvo 
una recuperaci6n buena a partir de los 120 d1as, disminuyendo 

todavia más su recuperaci6n a los 180 dlas en el medio A; en tanto 
que la 39 (S. morbillorum) tuvo una recuperaci6n pobre después de 

120 dias en los tres medios (Cuadro 3 y 4). 

En general las especies que mejor recuperación tuvieron después de 
180 dias fueron S.sanguis I, s.sanguis IX, ~ y ~ 

acidominimus (Figura 1). En el medio A, las cepas 32 (S.mutans) y 

39 (S.morbillorum) tuvieron una recuperación pobre a los 180 dias 

(Figura 2). En los medios B y e a los 180 d1as la cepa 32 (~ 

mi&t .. o.n.11.> tuvo una recuperación buena, en tanto que 1a 39 (~ 

morbillorum) tuvo una recuperaci6n pobre (Figuras y 
respectivamente). 

Las pruebas de bilis esculina, crecimiento en NaCl al 6,5, y en 
aqar eosina azul de metileno se mantuvieron constantes en la 

m~yoria de las cepas, ünicamente la cepa 43 (S.1anguis I) moatr6 

variaciones en la reacción de bilis esculina, siendo en 

ocasiones positiva y en otras negativa. La misma prueba en la 
cepa 33 (S.sanguis I) di6 positiva durante todo el periodo de 
estudio (Cuadro 5). 



~DADRO 1. RBLJICION DB BBTR•PTOCOCOB DBL GRUPO VIRIDAJIB 
...................••.......................•................. 
Mo. 4• cepa BBTRBPTOCOCO 

************************************************************** 

1 Streptococcus sanguis I 

23 Streptococcus mitis 

31 Straptococgus sanguis IX 

32 Streptococcus mutons 

33 Streptococcue sanguis I 

37 Streptococcus sanguis I 

39 streptococcus morbillnrum 

43 Streptococcus sanguis I 

44 Streptococcua aonquis I 

47 Streptococcus sanguis I 

48 Streptococcua sanguis I 

51 streptococcus acidominimus 

52 Streptocppcya mitis 

53 Streptococcua sanguis X 

55 streptococcus mitis 

*************************************************************** 



CUADRO 2. CBPAS UTILIIADAB 

******************************************************************* 
c•PA 

s. sanguis 

ll......ml.llJi 
S. sanguis II 

S. mutans 

S. morbillorum 

s. acidominimus 

l'RBCUDCIA 
8 

3 

l 

l 

******************************************************************* 
TOTAL 15 
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cu.ira lo. 4 IEaftlACICll A LOS 180 DIAi. 

1 IO. & er I 1 ! 23 ! 31 .! 32 ! 33 1 37 ! 39 ! 43 ! 44 ! 47 ! 48 ! 51 1 52 1 53 ! 55 ! 

Hlll'OAClml 

•++•r.cuper.c:lón eacel«1te, •• • rec....-r•clón l:iulM, •• r~r.c:l6n pobro 
R.cuper.ct6n di las cepe1 di .. treptococo gr'-"° vlrlmnt. •l111cef\8d.ls .., los 
"9dlos A, 1 v e • ·70 e • tos 180 df•1. 
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4.2 DXSCUBIOH 

Para efectuar estudios posteriores de los agentes causales de 
enfermedades infecciosas, como es el caso de la endocarditis 
bacteriana, es necesario conservar el microorganismo en cuesti6n en 
condiciones tales que se alteren lo menos posible sus propiedades y 

características iniciales (morfol6gicas, fisiológicas, genéticas) . 7 

Los estreptococos del grupo viridans son responsables de más de la 

mitad de los casos de endocarditis bacteriana. 4•13,16 Debido a que 

tienen requerimientos nutricionales fastidiosos, su crecimiento y 

conservaci6n se vuelven tareas diflciles.14,15,19 Para la conservación 

de este grupo de microorganismos se recomienda el uso de medios 
enriquecidos tales como soya tripticase1na, Todd-Hewitt e infusión 
de cerebro y corazón entre otros.' En el presente trabajo los 

medios antes mencionados fueron además adicionados con suero o 
leche descremada y glicerol como crioprotector. Los medios 
adicionados con suero fueron: Todd-Hewitt (medio A) y soya 
tripticase1na (medio B), la leche se adicionó al medio de infusión 

de cerebro y corazón (medio C). 

Todas las cepas probadas mostraron excelente recuperación en los 
tres medios a los 90 d1as. 
De las quince cepas empleadas, trece (87%) tuvieron una 
recuperación excelente en los tres medios de conservación después 
de 180 d1as. La recuperaci6n de la cepa 32 (s..._lllYtllnli) a los 180 

df.as en el medio A fue pobre, mejorando en los medios e y e; en 
tanto que la cepa 39 (S. morbillorum) en este mismo periodo tuvo 
una recuperaci6n pobre. Tanto la cepa 32 como 39 corresponden a 
especies diferentes de estreptococos del grupo viridans. Podr1a 
suponerse que estas espacies en particular requieren da otro tipo 
de nutrientes para mejorar su conservación; sin embargo, seria 
necesario contar con un mayor ntlmero de cepas de estas especies 
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para comprobar que su mala recuperación posterior al almacenamiento 
es especie-espec!f ico y no medio-especifico. 
En qeneral los tres medios empleados cumplirán con la función de 

conservar las cepas de estreptococos del grupo viridans a mediano 

plazo. sin embargo cabe mencionar que el medio B (Soya 
Tripticaseina) fue más eficiente en la conservaci6n de cepas, ya 
que present6 na recuperación adecuada incluso en la especie ~ 

l!llltA..rui· La metodología empleada permite ahorrar espacio de 

almacenamiento y disminuir riesgos de contaminación. Cabe mencionar 
que durante el periodo de estudio se observó contaminación en 
algunas de las cepas, sin embargo esta era debida al agua de 

condensaci6n de 1as placas después de incubar o bien por 
manipulación errónea inicial al momento de guardar la cepa, ya que 
por ejemplo, se observaba contaminación a los 90 d!as pero no a los 
150. 

En cuanto a las pruebas bioqu1micas, la cepa 43 (S. sanguis I) 
mostró resu1tados variables en la prueba de bilis esculina siendo 
en ocasiones el resultado positivo y en otras negativo. En la cepa 
33 (S, sanguis I) se obtuvo un resultado positivo para esta misma 
prueba durante todo el periodo de estudio, sin embargo se ha 
reportado que pueden ocurrir excepciones ocasionales con esta 

especie en particular.1 En el caso de la cepa 43 seria conveniente 
continuar efectuando dicha prueba para evaluar el comportamiento de 
esta cepa en particular, ya que de las ocho cepas de s. sanguis I 
que se utilizaron la 43 es la ünica que muestra este comportamiento 
tan indefinido. 
Puesto que con los tres medios 
resultados similares, la elección 

de conservaci6n se obtienen 
de uno de ellos como medio 

definitivo para la conservaci6n de los estreptococos del grupo 
viridans podria basarse en las dificultades de su elaboraci6n. 

El medio que presenta más riesgo de contaminaci6n es el medio e, 
debido a que uno de 1os sustratos adicionados a este medio fue la 
leche, la cual se prepar6 esterilizando el agua destilada y 

" 



afiadiendo en condiciones de esterilidad la cantidad necesaria de 
leche en polvo(peri6dicamente se realizaron controles 

microbiológicos de la misma para evitar contaminaciones ) • 

Posteriormente se obtuvo la referencia de que esterilizándola a 
120ºC durante 15 minutos no hay desnaturalización de proteínas y 

carbohidratos por lo que conserva sus propiedades nutricionales y 

se corren menos riesgos de contaminación. A diferencia del suero 

bovino fetal empleado en los medios A y B, la leche se almacen6 en 

refrigeración y no en congelación, por lo que la vida media de la 

misma es menor y es necesario prepararla antes de guardar una 

determinada cepa si es que ya lleva mucho tiempo almacenada. 

En cuanto a modificaciones a la técnica de guardado recomendarla 

que los medios A y B se prepararan con el glicerol incluido y de 

esta forma se esterilizaran en al!cuotas, para que s6lo se afiada un 

reactivo al final (suero) y no dos (suero y glicerol); lo anterior 

implica menos riesgo de contaminación porque el vial se abre menos 
veces. 

Los proyectos que pueden derivarse del presente trabajo podrlan 

consistir en determinar si las propiedades fisiológicas de los 

estreptococos del grupo viridans se modifican con el tiempo y de 

ser as! como podrlan minimizarse dichos cambios. 
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CAPITULO V 



COllCLUSXOllBS. 

1. - Los tres medios empleados ofrecieron resultados similares en 

la conservación de estreptococos del grupo viridans a mediano 

plazo. 

2.- La metodolog1a empleada presentó la ventaja de ahorrar espacio 

de almacenamiento y disminuir riesgos de contaminaci6n de las cepas 

por las condiciones en que son almacenadas. 

3.- El medio que proporciona mayor eficiencia para el 
almacenamiento de estreptococos del grupo viridans fue el 

constituido por Soya Tripticase1na, suero bovino fetal al lOt y 
glicerol al sot, ya que permiti6 mejor recuperaci6n aQn en cepas 
con tendencia a menor resistencia de almacenamiento. 
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