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CAPITULO I



INTRODUCCION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El tratamiento de enfermedades infecciosas que afectan al ser
humano debe basarse en el estudio del agente causal de las mismas.
Al conocer la morfologia, fisiologia y susceptibilidad de 1los
microorganismos gue producen infeccién se puede llegar a soluciones
mas certeras en cuanto al diagnéstico, tratamiento y profilaxis.
Los microorganismos pertenecientes a un mismo género tienen
caracteristicas en comin que los diferencian de otros y a su vez,
entre ellos existen diferencias gque permiten agruparlos en
especies. Sin embargo, son organismos vivos que estdn sujetos a
cambios, por ejemplo mutaciones, gue alteran sus caracteristicas
biolégicas. Por ello la conservacién de microerganismos con todas
las caracteristicas iniciales del primoaislamiento es de suma
importancia para estudios posteriores como: susceptibilidad a
antibiéticos, sinergismos, cambios enzimaticos, estudies
epidemiolégicos, entre otros,®810.17 -

Las colecciones microbianas son el resultado inmediato de
necesidades institucionales individuales.'” Habitualmente los fines
perseguidos son la realizacién de investigaciones posteriores
encaminadas a incrementar el conocimiento sobre 1los agentes
causales para brindar un diagnéstico mas eficiente, un tratamiento
6éptimo y establecer medidas preventivas mds exitosas.,

Desde 1992 en el Laboratoric de Microbiologia del Instituto se creé
un cepario con micoorganismos obtenidos a partir de hemocultivos,
debido a la importancia de la endocarditis bacteriana en pacientes
con problemas cardiacos en quienes esta enfermedad puede ser
mortal.'s



En un estudio realizado en el Instituto sobre patrones de
susceptibilidad a antimicrobianos se obtuvo que la fuente de
bacteremia m&s frecuente fue endocarditis (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.2!

Los estreptococos del grupo viridans tienen requierimientos
nutricionales estrictos lo cual dificulta su preservacién. Por
tal motivo, en el presente trabajo se usaron tres medios de cultive
enriquecidos con szustratos tales como el suero y la leche para
determinar cual de ellos ofrecia un mayor tiempo de conservacién y
viabilidad asl como menor riesgo de contaminacién para preservar
log microorganismos en cuestién.

1.2 OBJETIVO

a}) Determinar cual de los tres medios empleados permite a mediano
plazo:

i) conservar los estreptococos del grupo viridans
ii) disminuir el riesgo de contaminacién
iii)disminuir el costo de almacenamiento
b} Una vez seleccionado el medio que ofrezca mayor viabilidad por

mds tiempo, almacenar tres alicuotas por cepa para utilizarse en
futuros estudios microbiolégicos y epidemiolégicos.



1.3 HIPOTESIS.
HIPOTESIS ALTERNA.

Los 3 medios propuestos no son similarmente eficientes en
preservacién y viabilidad de estreptococos del grupo viridans.

HIPOTESIS NULA.

Los 3 nmedios propuestos son similarmente eficientes en
preservacién y viabilidad de estreptococos del grupo viridans.

la

la
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ANTECEDENTES.
2.1 CONBERVACION DE MNICROORGANISMOS.

Los micreobisflogos necesitan disponer de cultivos puros y estables
asi como el guimico o bioguimico de sustancias puras para poder
trabajar. Sin embargo, a diferencia de las sustancias quimicas que
pueden almacenarse f&cilmente, los cultivos microbianos son
extremadamente vulnerables y pueden contaminarse, mutar o bkien
perderse a no ser qgue se les dé un manejo adecuado.® Como todo ser
vivo los microorganismos responden a los estimulos del medio en el
gue se encuentran; sin embarge, los cambios producidos pueden ser
un arma de doble filo, por ejemplo: en la producciédn de
antibiéticos, proteinas,enzimas, etc, las cepas mutantes pueden dar
un mayor o menor rendimiento; en ensayos de susceptibilidad a
antibiéticos o de identificacién en base a pruebas bioguimicas las
mutaciones son contraproducentes ya que los resultados obtenidos no
corresponden al microorganismo aislado inicialmente.

Gran nGmero de laboratorios microbiolSgicos e instituciones
requieren cepas de coleccién de interés médico-biolégico Gtiles en
el diagnéstico, preparacién de vacunas, pruebas de desafio,
identificacién, preparacién de antibisdtices, produccisén de
proteinas, investigacién, ensefianza,etc.®!" La conservacién de
cepas consiste en un método con el gue se pretende mantener un
cultivo microbiano viable con todas sus caracteristicas fenotipicas
y genotipicas originales. La seleccisén de dicho método depende de
la intencién en los servicios para los gque sea requerida, la
inversién, el equipo y las instalaciones existentes.'?

Es necesaric enfatizar que no existe un método universal para
preservar exitosamente a los microorganismos. Los grupos
taxonémicos de microorganismos y atn cepas dentro de una misma
especie pueden cambiar dependiendo del método de preservacién
usado.?



Por lo dicho anteriormente, la formacién 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 ©6ptimos rapidamente, debe mejorarse afio con afio. La
vigilancia de una coleccién microbiana debe ser estricta, revisando
peri6édicamente las caracterisitcas de cada microorganismo y las
cepas de reciente adquisicién deben manipularse inmediatamente para
evitar pérdida de viabilidad, seleccidn de mutantes v
contaminacién.!?

2.32.1 METODOB DE CONBERVACION DE MICROORGANIBMOS.

Existen métodos de conservacién a corto, media}xo y largo plazo
dependiendo del tiempo que permanezecan viables los microorganismes,
aunque la viabilidad es un término relativo ya que el porcentaje de
recuperacién de un organismo varia en diferentes medios de cultive
y condiciones.?

En la conservacién a corto plazo la viabilidad es de dfas a
semanas, a mediano plazo es de meses hasta un afio y a largo plazo

es de mis de un afio. Entre los métodos de conservacidén que existen
estan:

1. Resiembras periédicas o subcultivos.

El método tradicional es la resiembra peridédica pero no es el mis
satisfactorio. Entre las desventajas que tiene es que facilmente
puede haber un mal etigquetado del cultivo, tiene el inconveniente
de seleccionar mutantes y exponer el cultivo a contaminacién
(especialmente con especies del género Bacillus) vy pﬁede haber
inoculacién del microorganismo equivocado. La pérdida de viabilidad
es un riesgo constante y los cultivos tienden a perder sus
caracteristicas inciales por 1la frecuencia de subcultivo. No es



aplicable a todos los microoganismos puesto que algunos permanecen
viables dias, otros semanas Y en muy pocos casos meses o afios,2?

2. Reduccién del metabolismo y transferencia perisddica.

La frecuencia de subcultivos puede reducirse manteniendo al
microorganismo en un estado mretabdlico 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 estéan la
inconveniencia de usar parafina liquida o bien aceite mineral por
su diffcil manipulaciébn, el riesgo de contaminacién si s6lo se
tiene un tubo por cepa y el espacio de almacenamiento que requieren
tubos miltiples de cada cepa.8?

3. Desecacidn.

Este método consiste en remover el agua presente en el cultivo y
evitar la rehidratacién. Se ha usado principalmente para la
conservacién de hongos, quienes parecen ser mis resistentes a la
desecacién que otros grupos de microorganisgmes, por ejemplo: Vibrio
y Pseudomonas spp.

El método de desecacién puede realizarse sobre discos de papel
filtro, discos de gelatina o almacenar al microorganismo en tierra
estéril. Ninguna de las variaciones del método de desecacién tienen
una aplicacién universal y en la mayoria de los casos han sido
empleados para la conservacién de cierto grupo de microorganismos o
bien para usos maAs especializados. La estabilidad de 1las
caracter{sticas del cultivoc no siempre se ha evaluado y al parecer
es cepa-especifica. »

Los métodos descritos anteriormente podrian considerarse de
conservacién a «corto y mediano plazo, aungque para algunos
microorganismos la conservacién con alguno de éstos métodos, en



. particular el segundo y el tercero, podria dar resultados a
largo plazo.0

4. Congelacién.

La mayoria de las bacterias soportan la congelaci6m y pueden ser
preservadas en ese eastado, Al congelarlas se disminuye el
metabolismo y la energia disponible para las reacciones biogquimicas
es minima, El proceso de lesién celular durante la congelacién atn
no se conoce bien.®

Al parecer el dafio se produce por la formacién de cristales de
hielo y la presencia de electrolitos en concentracicnes elevadas al
pasar el agua de estado liguido a s6lido. Por 1lo general se
adicionan adyuvantes o sustancias protectoras a la suspensién
celular como son: glicerol, dimetilsulféxido (DMSO), suero humano o
animal, leche, etc.%

Las principales técnicas de conservacién por exposicién a bajas
temperaturas son:

a) Almacenamiento a - 20°C.

b) Almacenamiento a - 70°C (se prefiere mAs que la temperatura de -
20°C’ aunque puede haber pérdida de viabilidad por fonaciQn de
cristales que dafien 1la pared celular bacteriana)

c¢) Almacenamiento a -196°C en nitrégeno liquido (este proceso
resulta més caro en comparacién al de una planta de
, liofilizacién) .6



5, Liofilizacién,

Por filtimo el método de liofilizacién consiste en la deshidratacién
de un producto previamente congelado cuya agua se elimina por
sublimacién al vacfo. Al estar la suspensidén en estado s&6lido y el
agua removida como vapor, la estructura del microorganismo se
conserva, Con este método se pueden conservar a temperatura
ambiente microorganismos por mayor tiempo. Las colecclones 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,
Streptobacillus y Vibrjo.'® En general, las bacterias gram-positivas
soportan mejor la 1liofilizacién gque las gram-negativas. Puede
decirse que a mayor nimero de células en la suspensién inicial
mayor serd la probabilidad de recuperacién de la bacteria.?

El1 método de 1liofilizacién es adecuade para instituciones que
tengan una coleccién grande para servicio, ya gque se pueden
preparar varios lotes que durardn mucho tiempo.¢

Las desventajas de este método consisten en el elevado costo del
equipo y el ser un proceso laborioso.

Los cambios en las caracteristicas de los cultivos después de
varios pases son bien conocidas; sin embargo el grado de alteracién
de éstas caracteristicas después de la congelacién o la
liofilizacién no se conoce bien. Se han realizado estudios en donde
no hay cambios detectables (Hwang,1970; Mehrotra et al., 1970). Por
otra parte puede haber dafio enzimitico (Macleod Smith and Gelinas,
1966; Moss and Speck, 1966) y del DNA (Webb, 1967,1969; Servin-
Massieu, Sanchez-Torres and Pallares, 1968). Se han observado
cambios en 1la estructura antigénica en algunos géneros, como
Shigella, 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 liofilizacién
seleccione microorganismos resistentes a la congelacién o bien
aguéllos con propiedades especiales gue les permiten sobrevivir,.%?

2.2 CARACTERIBTICAS GENERALES DE LOB ESTREPTOCOCOS DEL GRUPO
VIRIDANS.

Los estreptococos del grupo viridans constituyen un grupo
relativamente abundante 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
fisioclégicas, biogquimicas y serol&gicas.!’

2.2.1 CARACTERISTICAS MACROSCOPICAB Y MICROSBCOPICAS.

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 dismetro que en caldos de cultivo
forman cadenas o pares, debido a que la divisién celular ocurre en

un plano. No son méviles, no forman esporas Yy son gram
positivos.7.13,20
Algunas especies requieren para su crecimiento de medios

suplementados con compuestos con el grupo ticl como la cisteina, o
bien de las formas activas de la vitamina Bé (piridoxal fosfato o
piridoxanina) por lo gue se les ha denominado estreptococos
variante nutricionales. Antes se pensaba gque 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,'s13:14,15,19



Las colonias miden de 0.1 a 0.5 mm, pueden tener un aspecto mucoide
Y translicido o bien liseo y no transltcido. El1 tamafio y aspecto de
la colonia se ven afectados por el medio de cultivo y la atmésfera
de incubacién. La temperatura de incubacién es de 35 a 372C vy
requieren de una atmésfera de de CO, para poder crecer.'!

Uno de los esquemas mds Gtiles para la clasificacién inicial de los
estreptococos se basa en su accién en agar-sangre. Los
estreptococos grupo viridans forman colonias rodeadas de una zona
de alfa-hemdlisis que muestra la caracteristica decoloracién verde
o bien son no hemocliticos. Bajo condiciones de anaerobiosis 1os
estreptococos del grupo viridans son generalmente no
hemoliticos.'.2?

2.2.2 FIBIOLOGIA.

Los estreptococos del grupo viridans son bacterias que requieren de
medios enriquecidos. Se identifican por exclusién, ya que dan
reacciones negativas con la mayoria de las pruebas disefiadas para
identificar a especies del género.! Son microorganismos anaerobios
facultativos. Su metabolismo es fermentative y el principal
producto de éste es &cido lactico.

La mayoria de las especies no crecen en agar bilis 40% y son bilis
esculina negativas; algunas pueden crecer en agar bilis 10% (7.20),
Sin embargo, en un estudio realizado por Facklam con 112 cepas de
estreptococo del grupo viridans, 20 fueron errSneamente

identificadas como no enterococos grupo D por dar reaccién
positiva de bilis esculina. Streptococcus jntermedius fue 1la

especie que presenté este comportamiento.?

Entre las caracteristicas fisiolégicas mads importantes de 1los
estreptocaocos del grupe viridans estdn: formacién de 4cido en
caldos de manitel, sorbitol, lactosa, inulina y rafinosa,
hidré6lisis de esculina, arginina e hipurato, formacién de glucanos



en agar sacarosa al 5%, tolerancia a medios con diferentes
concentraciones de bilis y cloruro de sodio, etc (Cuadro I).*

2.2.3 CLABIFICACION.

Los estreptococos del grupo viridans son guizds el grupo de cocos
gram positivos mas dificiles de identificar a nivel de especie.
Estudios genéticos afin no han aportado soluciones e incluso han
hecho mas confusa la clasficacién de este grupo de
microorganismos.!

Los intentos de clasificacién y nomenclatura de los estreptococos
se basan en:

1. cambios producidos en la sangre (actividad hemolitica)

Los estreptococos del grupo viridans son alfa o gamma hemoliticos.
En la hemdlisis alfa la sangre es hemolizada parcialmente por lo
que alrededor de la colonia se observa una coloraci6én verdosa,
mientras que en la hemdlisis gamma no se afectan los glébulos rojos
por lo que no hay hemélisis. En general las especies hemoliticas
son las més patégenas.?®

2. Agrupamiento serolégico (analisis de antigenos)

En los estreptococos grupe viridans la mayoria de las cepas no
tienen antigenos de grupo por lo que no se pueden usar estudios
serolégicos para esquemas de identificacién. Lancefield traté de
usar antigenos de carbohidratos y nucleoproteina pero halld
reaccién cruzada de aglutinacién y precipitacién entre los
antigenos de carbohidrato y 1los antigenos de nucleoproteina
resultaron aparentemente homélogos en las cuatro cepas que emple6.



3. Caracteristicas fisiolégicas.

Las pruebas fisiolégicas se basan en el contenido enzimitico gue le
permite a las especies de estreptococe grupe viridans metabolizar
ciertos azficares (Cuadro II).

Hasta el momento no se ha logrado relacionar la serologia con las
caracteristicas fisiolégicas de 1los estreptococos del grupo
viridans.*

Habitualmente los estreptococos del grupo viridans se clasifican
por patrones de fermentacién, composicién de azGcares de la pared
celular y produccién de dextranos y levanos partiendo de sacarosa.
Los criterios estrictos para la especificacién todavia est&n en
etapa 'evolutiva.7 A pesar de gue la presencia de este tipo de
microorganismos es comin en infecciones sistémicas, aln no existen
esquemas de diferenciacién satisfactorios. No hay todavia un texto
taxonémico en el que se reconozca a todas las especies de
estreptococos del grupo viridans, y los esquemas propuestos para Ssu
diferenciacién en especies no son practicos.¢

Todos los intentos para usar sistemas serolégicos para la
diferenciacién de estreptococos del grupo viridans han fallado al
no mostrar correlacién entre la serologia y las caracteristicas
fisiologicas de las cepas. Uno de los problemas consiste en que atin
no se han investigado suficientemente sus propiedades fisiolégicas
para lograr diferenciarlos. carlsson, Colman y Williams, asf como
Hardie y Bowden han investigado extensamente las caracteristicas
fisiolégicas de este grupo de microorganismos.*

La precisa identificacién de especies de estreptococo del grupo
viridans responsables de causar endocarditis bacteriana es de suma
importancia para elegir la terapla. Los estreptococos del grupo
viridans son susceptibles a penicilina no asi los enterococos.



Para la diferenciacién de estreptococos del grupo viridans -y
estreptococos del grupe D enterococos y no enterococos se emplean
pruebas tales como crecimiento en agar eosina azul de metileno,
hidrslisis de esculina en presencia de bilis y crecimiento en
cloruro de sodio al 6.5% (Cuadro I)."

En S. mitis y S. sanguis JII se han detectado antigenos de
carbohidrato F, G, H, K, My O en la pared celular, pero la mayoria
de las cepas aisladas no pueden agruparse. Producen peréxido de
hidr6geno y aproximadamente un tercio produce dextrano a partir
de glucosa.’

S. sanguis I produce perdxido de hidrégeno y dos tercios de las
cepas producen dextrano insoluble. También esta especie preduce
enzimas proteoliticas como neuraminidasa, aldelasa de d&cido
neuraminico e IgA proteasa.®

S. _ MG-intermedijus vy osus-const s no producen
polisacdridos (dextranos o levanos) a partir de la sacarosa ni
tampoco peréxido de hidrégeno.'

En S. salivarjus se han detectado antigenos F,H y K pero por lo
general tampoco puede agruparse. No produce peréxido de hidr6geno y
produce levanos en vez de dextranos a partir de sacarosa.

Los cultivos de S, mutans deben ser incubados en COp para lograr
un crecimiento 6ptimo. Siempre produce peréxido de hidrégeno,
dextranos insolubles y dextranasas. Algunas especies dan bilis
esculina positiva por lo que pueden confundirse con S,bovig ."

8. _moxbillorum a diferencia de otras especies fermenta la sacarosa
débilmente. Se diferencia de S, uberis y §. acidominimus por no

hidrolizar hipurato de sodio. Este microorganismo es



microaerofilico y requiere de una atmésfera de CO, para poder
crecer .

2,2.4 PATOGENICIDAD PARA EL HOMBRE.

Se considera que los estreptococos del grupo viridans tienen un
potencial bajo de infectividad y que las infecciones c¢linicas
ocurren después de una lesién en las &reas donde habitualmente se
localizan., Sin embargo, la asociacién de estos microorganismos con
la produccién de caries dental y endocarditis estd bien
establecida. Los estreptococos son el grupo de microorganismes mas
importante que habitan la cavidad bucal. Algunas especies colonizan
de forma selectiva ciertas superficies, por ejemplo, s v s
se encuentra en gran cantidad en la superficie dorsal de la lengua,
S. _mutans, considerado como el principal agente de 1la caries
dental, se encuentra en gran cantidad formande parte de la placa
dental que reviste las lesiones por caries. §. mitis, S. sanquis_I

Y S. sanqujs II se localizan en la superficie del diente y en 1la
faringe. El hibitat de S.morbillorum aun no est& bien definido.3. 13

La caries es un atague microbiano directo sobre el diente en donde
se afectan los tejidos mds duros del cuerpo, el esmalte y 1la
dentina. Se caracteriza por desmineralizacién inicial de la materia
inorganica de dichas estructuras segquida por la destruccién de los
componentes organicos.3

La placa dental es una acumulacién de bacterias, los productos
bacterianos extracelulares y 1los constituyentes salivales que se
adhieren firmemente a la superficie dental. La formaciém de placa
permite un contacto ininterrumpido entre los microorganismos
acidégenos y la superficie del esmalte. La matriz de la placa esté
compuesta de material intercelular de origen bacteriano o salival.
Aproximadamente 1la mitad de esta matriz estd integrada por
polisacdridos, como glucanos y levanos, productos del metabolismo
de la sacarosa. Dichos polisacdridos, en especial 1los glucanos



menos solubles, son necesarios para la adhesidén 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 Gltimos predominan en los glucanas
insolubles. Se supone que la adherencia de S. mutans a las
superficies dentales depende principalmente de los glucanos
insolubles.?

Los procedimientos dentales, en especial las extracciones vy
manipulacidn de tejidos pericdontales ocaslonan bacteremia
transitoria, en muchos casos, por estreptococos del grupe viridans
y otros microorganismos. Incluso algunas técnicas menos traumdticas
como la profilaxia dental, el cepillado o la masticacién de
alimentos duros y dulces pueden provocar, segiin se supone, algunos
casos de bacteremia. En la mayoria de las personag, las bacterias
son eliminadas ripida y totalmente de la sangre sin ninguna
consecuencia. No obstante, para aquéllos individuos con afecciones
cardidcas reumdticas o defectos congénitos del corazén, o quienes
tienen prétesis valvulares cardiacas, la' bacteremia transitoria
llega a tener consecuencias mortales.? Estos microorganismos se
fijan y colonizan valvulas cardiacas dafadas u otras partes del
endocardio, dando principio a un episodic de endocarditis
bacteriana subaguda. Es frecuente gue los pacientes con
endocarditis tengan antecedentes de atencidn dental reciente.3

En pacientes con problemas cardiaces es de suma importancia el
diagn6stico de endocarditis bagteriana, ya que esta enfermedad
cuando no se trata con antibiéticos es mortal. No existe ninguna
otra enfermedad infecciosa en la que la capacidad del antibiético
- para eliminar a las bacterias sea tan fundamental.

La endocarditis bacteriana se define como una enfermedad aguda o
crénica, debida a la invasién de un irea localizada del endotelio
de un reborde de las v&lvulas con desprendimiento continuo de

bacterias en el torrente sanguineo.®



Los microorganismos que cominmente causan endocarditis son cocos
gram-positivos como: estreptococos del grupo viridans,
estafilococos y enterococos.!® Los estreptococos del grupo viridans
son responsables de un gran porcentaje de todos los casos de
endocarditis bacteriana, menciondndose en algunas publicaciones
frecuencias que fluctfian entre 54 y 80%. 416 .

La endocarditis se clasifica en aguda y subaguda segln se presente
por menos o mas de 6 semanas respectivamente. Los estreptococos del
grupo viridans esti&n asociados m&s comdnmente a la endocarditis
bacteriana subaguda (EBS). Los estreptococos variante nutricionales
son responsables de un 5% de las endocarditis estreptocécicas del
grupe viridans, pudiendo infectar tanto valvulas nativas como
prostéticas,!12,14,15

2.3 METODOS DE CONBERVACION DE LOS EBTREPTOCOCOB DEL GRUPO
VIRIDANSB.

Los estreptococos del grupo viridans tienen regquerimientos
nutricionales exigentes; deben emplearse medios enriquecidos como:
soya tripticaseina, infusién de cerebro y corazén, Todd-Hewitt o
caldo peptonado. Estos medios estdn libres de azGcares reductores
los cuales podrian influir en la expresién de beta hemSlisis de los
estreptococos. El pH del medio debe ser de 7-7.4.!

Los requerimientos nutricionales de los estreptococos son complejos
debide a la incapacidad del microorganismo para sintetizar muchos
de sus aminodcidos, purinas, pirimidinas y vitaminas. En muchos
casos, el suero sanguineo permite el desarrolle de estas
bacterias.”'?

En algunas publicaciones se menciona el uso de caldo de soya
tripticaseina cen 20% de glicerol para 1la conservaci6n de
estraptococos del grupo viridans a -70°C, ? asi como también de
caldo Todd-Hewitt.é1



A esta temperatura de -70°C es necesario afiadir un crioprotector
para avitar pérdida de viabilidad per formacién de cristales
durante la congelacién que dafien la pared celular microbiana. Entre
los crioprotectores mé&s comGnmente empleados estdn el glicerol, el
dimetilsulf6xide, suero humano o animal y leche descremada.’



CUADRO I. Diferenciacién de Estreptococos del grupe Viridans,
no Enterococos grupo D y Enterococos.

Confusion with enterococcal endocerdit{s by routine laboratory testing. JAMA.

P, 1298-1299. 19743

§. mutens S.viridans S, bovis S.faccalis
no enterococo  enterococo
catdo enterococosel
con 10X de bills v -m . .
ealdo S. faecalis “{" M v +
WaCl 8.5% - - - +
Agar eosina azul metiteno - - v +
Sorbi tol . - - *
Nanftal * - v .
HemSlinis alfa/gamne atfa/gamms alta/gemma alfasbetas
gowme

Antigeno grupo D - - * .
stneibilided a
lencomic ina s s s 3
Vs varfable, S= sénilble, A= resistente, -(*)= generalminte hegativo
(Neefe Lynne, Chretin Jane, Delsha Edward, Gsragusi Vincent. Steeptococcus  mutany  Endocarditis,

Vol, 230, Mo, 9 December



ESTREPTOCOCOS DEL GRUPO VIRIDANS.

CUADRO 1. ESQUEWA DE DIFERENCIACION DI J

ESPECIE
rwwqrrrrrr
e
L ARREEEL
JOwENNED
FERREEBRERE lolfu E
=
dae L] lb_elu 2
ol Lol o] o] ninqung o
Jd ] Bilis—esculing ||
NoCl_6.5%
jagpnnoene Crecim.10 C
J A4 Piruvoto
debsl e lel bt Argining E
Jde b s e Esculing m
Gl b [amidon bt
MODERORENE Hipurato
sfo]efsf ol o) o] ] +f+ Sucrosa |
ofolsl ol *]e] fofole Lactosa _-":
Sl sl IManitol 2
db b ) e Sotbitol b
Jo A Argbinosg o
Adegd g gl Sorbose "
oAef e lele] %) Insuling
Bl U= (Ratinosa
=] =G =| 5} U =| %] =| =] Glucano

(+) = positivo, (-) = negalivo, V = vorioble, {») = excepciones, D =
dexlrano, L = Tevano, N = no glucanos  (Facklom RR, Carey RB:
Streplococci ond aerococci,  In Lennelle EH ed @ WManual of Clinicol
Microbioloqy, 4th ed, pp 154-175 Washinglon D.C. American Sociely of

Micrabiology, 1985)
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CAPITULO IIX



3.1 DIAGRAWA GENERAL.

PARTE EXPERIMENTAL

3.1.1 1. PARA LA DE LAS CEPAS,
[culuvo Pura de Estreptococos Grupo Viridans l
Resiombra en pisce
(base de agar sangre ¢ chocolate)
l Tnoculacion de & alfcuotes en caca medlo ]
en_ti
Bedio A Medio @ Wedio C
suero fetsl suero fetsl leche descremada
hidratada (estéril)

3 icerol glicerol jlic_epl

l Trensferir a tubos de microcentrifugs I

l congelar & - 70 € ]

2 - .




3.1.2 DIAGRNM 2, PARA COMPROBAR LA PRESERVACION DE LAS CEPAS,

los 30, 60, 90, 120, 150 y 180 df

Inocuisr en placas
{base de eger sangre G chocolate)

Comparar el crecimiento obtenido con respecto al tiempo
en cads U0 de los medlos

I Reaiizar bioquimicas pars reafirmac up-:l"l
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3.2 MATERIAL,MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y EQUIPO.
3.2.1 MATERIAL BIOLOGICO.

Cepas de estreptococos del grupo viridans aisladas de hemocultivos
de pacientes atendidos en el Instituto Nacional de cCardiologfa
%Ignacio Ch&vez" en el pericdo comprendido de ehero de 1992 a
agesto de 1993.

3.2.2 NATERIAL DE LABORATORIO

pipetas Pasteur de vidrio

placas de petri

viales de microcentrifuga 1.5ml(rctbins scientific No. 1012:00-00)
puntas para micropipeta (Rainin No. RT 200)

tubeos de 5 x 75 mm con tapén de rosca

matraces Erlen-Meyer de 250 ml

matraces Erlen-Meyer de 125 ml con tapén de rosca
asa de nicromel

3.2.2.1 PREPARACION DR MATRRIAL.

Esterilizar el material de vidrio como pipetas Pasteur y cajas
petri en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Esterilizar el
material de pl&istico como viales de microcentrifuga y puntas para
micropipeta en gas.

3.2.3 MNEDIOS DR CULTIVOC

~caldo de Todd-Hewitt (Difco)
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-Caldo de Soya Tripticaseina (Bioxon)
=Infusién de cerebro y corazén (Bioxon)
=Bage de agar sangre (Bioxon)

=Base de agar chocolate (Bioxon)

-Agar de eosina azul de metileno (Bioxon)
-Agar Bilis Esculina (Bioxon)

~Hemina (Bioxon)

3.2.3.1 PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO PARA LAS CRPAS.

Medio A: caldo Todd-Hewitt
suero bovino fetal al 10%
glicerol al 50%

Medio B: caldo soya tripticasa
suero bovinc fetal al 1l0%
glicerol al 50%

Medio C: caldoc BHI
leche descremada al 20%
glicerol al 20%

3.2.4 REACTIVOS

-Nacl

-Daxtrosa

-Indicador (1.6g de ptGrpura de bromocrescl en 100ml de etanol
=Agua destilada : o
=Lache descremada (Svelty Nestlé)

~Glicerol (Merck)

-Suero bovino fetal (Erikar)



3.2.4.1 PREPARACION DE REACTIVOSB.

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

caldo infusién corazén 25 g
Nacl 60 g
Dextrosa 1gqg
Indicador (1.6 g de pGrpura de

bromocresol en 100 ml de etanol) 1 ml
Agua destilada 1000 ml

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

ii) Preparacién de leche descremada.

Leche descremada Svelty 14 g
Agua destilada 70 ml

En un matraz Erlenmeyer de 125 ml con tapébn de rosca esterilizar
70ml de agua destilada a 121°C durante 15 minutos. En condiciones
de esterilidad afiadir 14 g de leche en polvo y disolver.

3.2.5 EQUIPO

agitador vortex (Clay Adams Mixer No. 2651)
autoclave (Médica instrumental MORS 870780501)
incubadora con atmésfera de CO (HERAEUS)
ultracongelador (REVCO 675B-6) .
pipeta digital electrénica (Edp plus No. EP-1000)



3.3 METODOLOGIA.

3.3.1 PREPARACION DE LOB MEDIOS DE CULTIVO

MEDIO A. (Todd-Hewitt) Preparar el caldo segGn instrucciones del
fabricante dispensar alicuoctas de 0.45 ml en tubos de 5 x 75 mm con
tapén de rosca. Esterilizar en autoclave a 121°C 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
suspensién en el vortex y con pipeta Pasteur estéril pasar el
contenido de los tubos a viales de microcentrifuga previamente
rotulados con el namero de la cepa, el nimero del hemocultivo de
origen, el medio y 1la fecha. Finalmente almacenar los viales
inoculados a =70°C.

MEDIC B. (Soya Tripticaseina) Preparar el caldo segin instrucciones
del fabricante dispensar alicuotas de 0.45 ml en tubos de 5 x 75 mnm
con tapétn de rosca. Esterilizar en autoclave a 121°C 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 1la
‘suspensién en el vortex y con pipeta Pasteur estéril pasar el
contenido de los tubos a viales de microcentrifuga previamente
rotulades con el nGmero de la cepa, el ndmero del hemocultivo de
origen, el medio y la fecha. Finalmente almacenar 1los viales
inoculados a -70°C.

MEDIO C. (BHI) Prepirar el caldo segin instrucciones del fabricante
¥ colocar alicuotas de 0.49 ml en tubos de 5 x 75 mm con tapén de



rosca. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos, Inocular los tubos
hasta observar una consistencia lechosa del medio y agregar con
micropipeta 100 microlitros de glicerol estéril y S00 microlitros
de leche Sveltes hidratada al 20%. Homog tzar la pensiébn en el
vortex y con pipeta Pasteur estéril pasar el contenido de los tubos
a viales de microcentrifuga previamente rotulados con el ndmero de
la cepa, el naimero del hemocultivo de origen, el medio y la fecha.
Finalmente almacenar los viales inoculados a —-70°C.

Almacenar las alicuotas de los 3 medios en tubo, la leche disuelta
Y el glicerol estéril a 4°C para ser usados posteriormente.

3,3.2 COMPROBACION DE LA COMBERVACION DE LAS CEPAS

1.~ Una vez preparadas y almacenadas las alfcuotas 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 suspensién en
placas de base de agar sangre o© chocolate. Incubar a 37°C en
atmésfera parcial de CO, durante 24 hrs (efectuar esta operacién
por duplicado para cada vial). Transcurrido el tiempo de incubacién
comparar el crecimiento obtenido en cada uno de los medios con
respecto al tiempo, indicando el crecimiento con cruces:

a) +++ recuperacidn excelente
b) ++ recuperacién buena

c) + recuperacién pobre

2.- A partir del crecimiento obtenido realizar pruebas bioquimicas
para identificacidén de estreptococos:
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1) bilis-esculina
2) crecimiento en agar eosina azul de metileno
3)  Nacl 6.5%

Incubar a 37°C en atmésfera parcial de COp durante 24 hrs.
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CAPITULO IV



RESULTADOS Y DISCUBION.
4.1 RESBULTADOS.

Dﬁrante el periodo de estudio se utilizaron gquince cepas de

estreptococo del grupo viridans, las cuales fueron:
Streptococcus sanguis I (8 c¢epas), Stretococcus sanguis II (1
cepa), Streptococgus mitis(3 cepas), Streptococcus putans(lcepa),
Streptococcus moribillorum(l cepa) y Streptococcus acidominimus (1

cepa) (Ver cuadros 1 y 2).

Todas las cepas, a excepcién de la 32 y 39, tuvieron una
recuperacién excelente en los tres medios de conservacién empleados
durante todo el pericdo de estudio. La cepa 32 (S.mutang) obtuve
una recuperaci6én buena a partir de los 120 dias, disminuyendo
todavia mas su recuperacién a los 180 dias en el medio A; en tanto
que la 39 (S. morbillorum) tuvo una recuperacién pobre después de
120 dias en los tres medios (Cuadro 3 y 4).

En general las especies que mejor recuperacién tuvieron después de
180 d4ias fueron g.ganguis I, S.sanguis II, S.mitis y S.
acidominimus (Figura 1). En el medio A, las cepas 32 (S.mutans) y
39 (S.morbillorum) tuvieron una recuperacién pobre a los 180 dias
(Figura 2). En los medios B y C a los 180 dias la cepa 32 (S,
mutang) tuvo una recuperacién buena, en tanto que la 39 (S.
morbillorum) tuvo una recuperacisdn pobre (Figuras 3y 4
respectivamente).

Las pruebas de bilis esculina, crecimiento en NaCl al 6.5% y en
agar eosina azul de metileno se mantuvieron constantes en 1la
mayoria de las cepas, Gnicamente la cepa 43 (S.sanguis_X) mostré
variaciones en la reaccién 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).



CUADRO 1. RELACION DE ESTREPTOCOCOS DEL GRUPO VIRIDANS
P e L e e e e I e

No. de cepa ESTREPTOCOCO
WA AR RRARR R RN R R RN R AR AR AN AR A AN AN AR A AR RRANRANR N A AR AN RSN AN A

1 Streptococcus panguis I
23 Streptococcus mitis

31 Streptococcus sanguis II
32 Streptococcus mutans

33 Streptococcus sanguis I
37 Streptococcys sanguis I
39 Strxeptococcus morbillorum
43 Streptococcus sanguis I
44 Streptococcus sanguis I
47 Streptococcus sanguis I
48 Streptococcus sanguis I
51 Streptoceccus acidominimus
52 Streptococcug pitis

83 Streptococcys sanguis I
55 Streptococcus mitis

ARAAA AR AR R AR R AR R AN AN NN R AR AR NN AR AR AN R AR AARRA A RN AN AR R AR RN RN hk



CUADRO 2. CEPAS UTILIZADAS

AR AN R AR R RN RA R AT AR AN RN A R AN R AN AR AR AT ARRR AR AN AR A AR AR A NN N AN AR AN AR

CEPFA FRECUENCIA

S. sanguis I 8

5. mitis 3

S. sanguis II 1

S. mutang 1

S. merbillorum 1

5. acideminimus 1
ARAAARRR AR AR ARRN RN R R A N A RN AN A AN RN A AR AR NN AR RN RN AR NN R RN AR R R AR

TOTAL 15



CUAMO 3. Recigmracién en los madics A, By € a los 90, 120, 150 y 180 dfas

No. de cepe
mERI0
Tiewpo (diss)
90 wor 7 see Jees | 4ee 7 oos 7ete | oo 7 eav [eor | eae 7 oo [ees | 49+ 7 vev Foee
t20 RTINS REWES I RO S RIS R
150 Ptb ] S0 [oer | #4e [ 400 Jeed [ ¢4 Faee 43| 4 [+ 7 & | ¥ [ ¢re Jees
180 AT BRI T RO ESOETT NI ED o4t [ et [ee
Wo. de cops | 37 [ (Y4
D10 | D) 7 A_/ B8 i A_7 8
Tiempo (dies)
%0 s ] w9 jess | 406 ] 4% o | 444 7 ¢4s [¢48 | 446 [ wte [eve | eee [ e¢e jeer
120 ve T 4he Jeww | 4% T ev 7 es| evs 7 ees jore | sev 7 oot [ewe | see ] +¥¢ 7eee
150 Sov_Jves Jees | € 7 ¢ 7 ¢ | ove 7 eer _jove | ovs [ oee jtee | ses [ 4es 7ee+
180 Vor Jeee Jees | e 7 % ] ¢ | ver 7 et j4av | sve [ eev Joes | ees [ 4e% _Jeev
Ho. du ceph [1] I 51 52 )| 53 55 1
D10 7 8 7 dh 7 8 7 7 8 7 A 7 A 7 8 79
Tiempo (dfss)
90 S 7 e Jess [ eve 7 eee jaer ] s4s 7 ets Jese | see 7 vee_Jese | o407 eev Joes
120 w4 [ vt ferr |4 e jerr | e S aer feer [ a0 [ are fese | 440 [ tre [eer
150 Ver 7 web Jesv [ eee 7 wer jesr L ove 7 orv jees | ver 7 %0 _[eve | #es [ oev_jees
180 e T et Jeew [ o0 7 oot juse [aee fase 908 | wee ] 880 jess | see [ 49e jese
+4a racuperasisn excelente ++= racuperacién buena += recuperacién pobre

A Medio A 0= Nedio B Ca wedio C
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Cusdro Mo. & RECUPERACION A LOS 180 DIAS.
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esserecuperscion excelente, ¢+ = recuperacidén buena, += recuperacién pobro

Recuperacién de |,
Madios A, By C & -70C & los 180 dfas.

cepes de estreptococo grupo virldans simecenadas en los




Recuperacidn por Especie
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Fig. 1 Secuperacidn por sepecie de los estreptococos del grupo viridena » los 180 dfes en (o
A, 3yC. Les con menor son 8. sutans y 8. morbillorus,




MEDIO A

30 -——8——a —8
g 2
g1

1 23 31 32 33 37 39 43 4k 47 48 5t 52 53 0SS
No. de ceps

g, 2 Recuperacion de cepes de estreptococo grupo viridens despuds ce estar
almacenades & -70 C durante 180 dias en el medic A. En la escale del eje Y une
recuperacidn excelents es de tres unidedes, une recuperecion busne de dos unidedes y une
recuperacitn pobre de une unided.



NEDIO B
3

n
~

recuper

13 3 3

33 37 39 43 46 4T 48 ST s2 53 85
¥o. de cepe

Fig. 3 Recuperacion de cepes de estreptococo grupo viridens despuds de ester
atmacenadss a <70 C durante 180 dfes en ol medio B,

0 Ls eacala del
recupsrecitn eacelonte o8 de tres unidedes, Une recuperacidn buens de dos
unfdedes y uns recupsracisn psbre de ue Wnided.
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MEDIO C

1 23 31 32 3 37 I A3 4 47 48 51 52 53 55
Ro. de ceps

4  Recuparacién de cepes de estreptococo Srupo viridens despude de ester
ll‘l& & *70 C durante 180 dfas en ol sedic C. €n la escals del \}
recuperacién excelente es de trée unidades, une recuperscién busre de dos
unidudes y une recuperacién pebre de une unided.




Cumdro 5. RESULTADO DE LAS PRUEBAS BIOQUINICAS EFECTUADAS
ALOS 90, 120,150 y 180 DIAS.
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EMS=crecimionto en agar scaine agul de metilenc
WeCl 6,5%= crecimiento an cloruro de sodic al 6.5%
BE= hidréLisis de bilis ssculine
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4.2 DISCUBION

Para efectuar estudios posteriores de los agentes causales de
enfermedades infecciosas, comoc es el caso de la endocarditis
bacteriana, es necesario conservar el microorganismo en cuestién en
condiciones tales que se alteren lo menos posible sus propiedades y
caracteristicas iniclales (morfolégicas, fisielégyicas, gené&ticas).?

Los estreptococos del grupo viridans son responsables de més de la
mitad de los casos de endocarditis bacteriana.%!3' pebido a que
tienen requerimientos nutricionales fastidiosos, su crecimiento y
conservacién se vuelven tareas dificiles.'®'.'? para la conservacién
de este grupo de nicroorganismos se recomienda el uso de medios
enrigquecidos tales como soya tripticaseina, Todd-Hewitt e infusién
de cerebro y corazén entre otros.' En el presente trabajo los
medios antes mencionados fueron ademds adicionados con suero o
leche descremada y glicerocl como crioprotector. Los mediocs
adicionados con suero fueron: Todd-Hewitt (medic A) y soya
tripticaseina (medio B), la leche se adicioné al medio de infusién
de cerebro y corazén (medio C).

Todas las cepas probadas mostraron excelente recuperacién en los
tres medios a los 90 dias.
De las gquince cepas empleadas, trece (87%) tuvieron una

recuperacién excelente en los tres medios de vacién desp
de 180 dias. La recuperacién de la cepa 32 (S, _mutans) a los 180
dias en el medio A fue pobre, mejorando en los medios B y C; en
tanto que la cepa 39 (S. morbillorum) en este mismo periodo tuvo
una recuperaciédn pobre. Tanto la cepa 32 como 39 corresponden a
especies diferentes de estreptococes del grupo viridans. Podria
suponerse gue estas especies en ﬁnrticular requieren de otro tipo
de nutrientes para mejorar su conservacién; sin embargo, seria
necesario contar con un mayor ndmero de cepas de estas especies
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para comprobar gque su mala recuperacién posterior al almacenamiento
es especie-especifico y no medio~especifico.

En general los tres medios empleados cumplirin con la funcién de
conservar las cepas de estreptococos del grupo viridans a mediano
plazo, Sin embargo cabe mencionar gque el medio B (Soya
Tripticaseina) fue mds eficiente en la conservacién de cepas, ya
que presentd na recuperacién adecuada incluse en la especie §,
mutans. La metodologia empleada permite ahorrar espacio de
almacenamiento y disminuir riesgos de contaminacién. Cabe mencionar
que durante el periode de estudio se observé contaminacién en
algunas de las cepas, sin embargc esta era debida al agua de
condensacién de las placas después de incubar o bien por
manipulacién errénea inicial al momento de guardar la cepa, ya que
por ejemplo, se observaba contaminacidén a los 90 dias pero no a los
150.

En cuanto a las pruebas biogquimicas, la cepa 43 (8, sanguis I} ..:
mostrd resultados variables en la prueba de bilis esculina siendo
en ocasiones el resultado positivo y en otras negativo. En la cepa
33 (8. sanguis 1) se obtuvo un resultado positivo para esta misma
prueba durante todo el perlode de estudio, sin embargo se ha

reportadec que pueden ocurrir excepciones ocasionales con esta
especie en particular.! 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 dnica que muestra este comportamiento
tan indefinido.

Puesto que con los tres medios de conservacién se obtienen
resultados similares, la eleccién de uno de ellos como mnedio
definitive para la conservacién de los estreptococos del grupo
viridans podria basarse en las dificultades de su elaboracién.

El medio que presenta mis riesgo de contaminacién es el medio C,
debido a que uno de los sustratos adicionados a este medio fue la
leche, la cual se preparé esterilizando el agua destilada y



afiadiendo en condicicones de esterilidad la cantidad necesaria de
leche en polvo(periédicamente se realizaron controles
micrebiolégicos de la misma para evitar contaminaciones ).
Posteriormente se obtuve la referencia de que esterilizdndola a
120°C durante 15 minutos no hay desnaturalizacién de proteinas y
carbohidratos por lo que conserva sus propiedades nutricionales y
se corren menos riesgos de contaminacién. A diferencia del suero
bovino fetal empleado en los medios A y B, la leche se almacend en
refrigeracién y no en congelacién, por lo gque la vida media de 1la
misma es menor Yy es necesario prepararla antes de guardar una
determinada cepa si es que ya lleva mucho tiempo almacenada.

En cuanto a modificaciones a la té&cnica de guardado recomendarfa
que los medios A y B se prepararan con el glicerecl incluido y de
esta forma se esterilizaran en alicuotas, para gue s6lo se afiada un
reactivo al final (suero) y no dos (suero y glicerol); lo anterior
implica menos riesgo de contaminacién porque el vial se abre menos
veces.

Los proyectos que pueden derivarse del presente trabajo podrian
consistir en determinar si las propledades fisioldégicas de los
estreptococos del grupo 'viridans se modifican con el tiempo y de
ser asi como podrian minimizarse dichos cambios.
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CAPITULO V



CONCLUSIONES.

1.- Los tres medios empleados ofrecieron resultados similares en
la conservacién de estreptococos del grupo viridans a mediano
plazo.

2.- La metodologla empleada presenté la ventaja de ahorrar espacio
de almacenamiento y disminuir riesgos de contaminacién de las cepas
por las condiciones en gque son almacenadas.

3.~ El1L medio gque proporcicna mayor eficiencia para el
almacenamiento de estreptococos del grupo viridans fue el
constituido por Soya Tripticaseina, suero bovino fetal al 10% y
glicerocl al 50%, ya que permitié mejor recuperacién adn en cepas
con tendencia a menor resistencia de almacenamiento.

o
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