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" INTRODUCCION




Los estreptococos constituyen un grupo relativa_
mente abundante un tanto heterdgeno, de formas esférj
cas caracterizadas por disponerse en cadenas de célu_
las. Producen muchas enfermedades en el hombre y ani
males inferiores en los que pueden estar presentes cg
mo comensales, y algunos son saprdfitos encontrdndose
en la leche y sus derivados.

A pesar de los antecedentes de Ta invasidn de mi
croorganismos en muchas enfermedades de animales y hu
manos no fué sino hasta la década de 1880 cuande W.D.
Miller realiz6 una serie de experimentos simples que-
colocaron a la caries dental dentro de la categorfa -
de un problema bactéricamente dependiente,

En 1960, Keyes realizd una serie de experimentos
que establecieron a la caries dental como una enferme
dad infecciosa.

Los diversos estreptococos orales pueden consti_
tuir de 30 a 60% de Tas poblaciones bacterianas tota_
les que viven en varios sitios de la cavidad oral hu
mana, considerdndose candidatos probables de complica
cidn primaria en formacién de caries dental,

Las especies conocidas como productoras de ca_ -
ries en los animales de experimentacidn son: S, mu =
tans, S. sanguis, S. salivarius.

Es importante enfocar a S. mutans como modelo pa
ra estudiar la posibilidad de reducir o eliminar una-
bacteria especffica de la cavidad oratl.



Debido a 1a gran {mportancia patolégica que ocu_
pa la caries dental en nuestro medio, se propone el -
desarrollo del presente trabajo, para poner de mani_-
fiesto la incidencia de S. mutans como causante de ca
ries, para ayudar al control de la misma, ya que ésta
es una enfermedad crfnica que puede tomar meses para-
que avance la destruccidn a nivel clfnicamente detec_
table, Existe una verdadera necesidad del desarrollo-
de técnicas de deteccifn de caries m&s sensible y se_
lectiva.

E1 presente estudio se realizard en una pobla_ -
cién de adultos de ambos sexos, que se presenten con=-
un cuadro de carfes dental avanzada.



GENERALIDADES




2.1, EI género Streptococcus estd formado par un gran
grupo de microorganismos con caracterfsticas varjadas
y patdgenos por si mismos; son causa de varias enfer_
medades especificas y participan en infecciones mix_-
tas con otras bacterias. Son los microorganismos in_- -

fectantes

mds comunes de la cavidad bucal,

E1 genero Streptococcus tiene caracterfsticas en
comin como:

a).-
b).-

c)e-
dy.-
e).-
fy.-
9).-
hy.-
1).-

J)-'

Células esféricas u ovoides,

Agrupaci6n en forma de cadenas largas, cor_
tas o pares.

Gram positivos.

No forman esporas,

En general son inmoviles exceptuando algu_-
nas cepas del grupo D de Lancefield.
Unicamente los miembros del grupo Ay C pue
den formar cépsula constitufda por &cido hia
jurénico.

Catalasa y oxidasa negativos.

Aercbios y anaerobios facultativos.
Fermentan carbohidratos sin produccifn de =
gas.

Producen lactato casi exclusivamente a par_
tir de glucosa.



2.1.1, Clasificacién,

E1 genero Streptococcus, ha sido diffcil de cla_
sificar adecuadamente y ha dado lugar a la proposi_ -
cifn de varios esquemas taxonomicos empleando crite_-
rios generales; a saber; nemolisis de cultivo en pla_
cas de agar sangre, propiedades bioldgicas y carédcter
inmunoldgico, indicade 'por reacciones de aglutina_ -
cidn.y precipitacién, '

Los relativos a estreptococos patfgenos hacen -~
una separacifn preliminar segin la hemdlisis, y defi_
nen especies Yy variedades con base inmunolégica.

E1 empleo de Ta hem8lisis en plaga de agar san_-
gre fuf introducida por Schottmuller en 1903, y resu]l
ta especialmente adecuado, pues el agar sangre es el-
medio de eleccidn patra aislamiento inicial. Las reac_
ciones hemolfticas en sangre distinguen tres tipos de
estreptococos:

a) Estreptococos A-hemolfticos que producen una-
zona de hemdlisis clara, en el medio rojo opace, ro_-
deando i{nmediatamente a la colonia. ’

b} Estreptococos verdes o x-hemolfticos, que pro
ducen una zona de coloracién verde alrededor de la cg
lonia, bastante menor que la zona clara de hem§lisis=
beta,

¢) Estreptococos no hemolfticos, indiferentes o=
hemolfticos que no producen cambios en el medio.



" Bas&ndose en sus propiedades biol8gicas se divi_
dep en cuatro grupos:

a).- Pyogenes.
b).~ Viridans,
c).- Enterococo.
d).- Lactis. -

Para la clasificacifn basada en su caracter inmy
noldgico, utilizando precipitinas, Lancefield encon_-
tré que muchos de los estreptococos hemolfticos con_-
tienen, en su pared celular, un polisacarido (antfge_
no C) que permite diferenciarlos en trece grupos serg
16gicos, cada unc designado por una letra de la A a -
la 0 con excepcifn de la 1 y la J, siendd las cuatro-
primeras las de mayor importancia.

La clasificacidn inicial estd fuertemente orien_
tada a evaluar el tamafio y aspecto de las colonfas ip
"dividuales en medios de cultivo primario y el tipo de
hemélisis broduc1da en agar sangre.

Varios de los estreptococos «-hemolfticos del -
hombre constituyen parte de 1a flora normal, Los es_-
treptococos se encuentran a menudo en vfas intestina_
les, mientras que S, salivarius y S, mitis estdn co_«
munmente en la boca y garganta, ambos pertenecen al =
11amado grupo viridans. Streptococcus mutans, similar

a S, salivarius, puede estar implicado en ta apari_ -
cién de caries dental,

S. sanguis se encuentra frecuentemente en placas
dentales, pero también es causa coméin de endocarditis.



bacteriana subaguda.

2,1.2, Inmunidad,

Con excepcifn de la escarlatina, las infecciones
estreptocdcicas no son seguidas por una resistencia a
subsecuentes ataques y la inmunidad en la escarlatina
se debe a las antitoxinas presentes en la sangre, y -
para determinar si ellas son suficientes para crear -
un estado inmunitario, se utiiiza la prueba de Dick.-
Un ataque es usualmente seguido de inmunidad permanen
te, pero debemos recordar gue una persona es inmune a
la accifn de la toxina, pero no del estreptococo en -
sT, el cual puede ocasionar infecciones localizadas -
como amigdalitis, abscesos, otitis media, etc.

En general podemos decir que la inmunidad es 11_
gera y breve y s&lo actda contra el grupo que la oca_
stond

2.1.3. Actividad Biogufmica.

La capacidad fermentativa de los azlcares varfa-
de acuerdo a los grupos, pero la no fermentacin de -
Ta inulina tiene un valor diferencial entre Strepto -
coccus fecalis y el neumococo, el cual es inulina po-
sitivo.

No son solubles en bilis, carfcter también dife_
rencial con el neumococo.



2.1.4, Caracteres Serolfgicos,

I.- Composici6n antigénica,- Como se dijo ante_-
riormente, poseen substancias carbohidratadas, grupo-
especffice y antfgenos de naturaleza protéica o poli_
sacaridos de tipo especifico,

11.- Produccidn de Toxinas.,- Los estreptococos -
elaboran ciertas toxinas. Algunas parecen ser intracg
lulares y se encuentran en lisados sdnicos de bacte_-
rias; otras se difunden de las células encontréndose-
en filtrados libres de células. En el primer grupo se
forma una hemolisiha. demostrable en lisados sénicos,
diferente de las estreptolisinas extracelulares y nor
tal para el ratén,

Las toxinas extracelulares incluyen estreptolisi
nas o hemolisinas, estreptosinasa, hialuronidasa, to_
xina eritrogénica o escarlatinosa, leucocidina que ma
ta a los heterffilos que ingiere la bacteria y, posi_
blemente una enterotoxina en algunos estreptococos -
ol-hemo1fticos que producen intoxicacidn alimenticia.

a),- Estreptolisinas,- Tood diferencié dos cla_-
ses de hemolisinas filtrables producidas por estrepto
cocos, Difieren en que una 1lamada estreptolisina §,-
es producida sdlo en medios que contienen suero y es-
sensible al calor y al dcido; la otra denominada es_=
treptolisina 0, es inactivada por el oxigeno, su acti
vidad puede recuperarse mediante agentes reductores =
débiles como 1a cisteina, Ambas hemolisinas son extre
madamente 14biles a 37° C,



En las infecciones estreptococicas se forman an-
ticuerpos contra la estreptolisina O y tanto la titu_
lacién como su frecuencia en la poblacidn aumentan -
con la edad, La citotoxicidad y la cardiotoxicidad -
Juegan un papel muy importante en la secuela de infec
ciones agudas.

La estreptelisina S es una hemolisina de bajo pe
so molecular que se encuentra en los 1fquidos sobrena
dantes de los cultivos bajo 1a forma de complejo con-
una molécula portadora no hemolftica, que con frecuen
cin es alblimina. En contraste con la estreptolisina 0,
no es 18bi1 al oxfgenc y tampoce inmunogénica.

Ambas estreptolisinas S y 0 son preducidas por -
estreptococos de los grupos A, C y G.

b).- Estreptocinasa.- Los estreptococos hemolfti
cos de los grupos A, C y G también producen estrepto-
cinasa, activador plasmdtico que inicia Ja disolucidn
fibrinolftica de los coagulos de fibrina, La estreptp
cinasa es antigénica, "

Los estreptococos hemolfticos también producen -
estreptodornasas, una desoxirribonucleasa sin rela_--
ci8n aparente con la virulencia,

¢).- Hialuronidasa.- La mayor parte de estrepto_
cocos hemolfticos producen hialuronidasa cuya accifn-
enzimdtica despolimeriza la substancia fundamental de
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1os 'tejidos, La substancia capsular de cepas encapsula
das de estreptococos hemolfticos de los grupos A y C-
estd formada por &cido hialurfnico, y tales cepas no-
producen hialurcnidasa, a pesar de que generalmente -
son virulentas,

d).= Toxinas eritrogénicas.- La toxina eritrogé_
nica es responsable del exantema que se observa en la
escarlatina, se conoce también como toxina escarlati_
nosa.

Las toxinas eritrogénicas son antigénicas y esti
mulan la produccidn de antitoxinas neutralizantes,

2.1.5, Patogenicidad,

a.- Hombre,- Los estreptococos producen una am_-
‘ plia gama de enfermedades en el hombre, posiblemente-
mayor que cualquier otra bacteria; ademis de ser cau_
sa primaria de enfermedades, tiene gran tendencia a -
presentarse en infecciones secundarias o mixtas, con-
otras bacterjas patdgenas, a manudo estafiiococos. En
general, las infecciones estreptococicas se caracteri
zan por lesiones supurativas, y muy a menudo manifes_
taciones de toxemia; éstas dltimas adoptan la forma -
de las 1lamadas complicaciones no supurativas de la -
infeccidn, incluyendo fiebre, artritis, carditis y ne
fritis,

Los estreptococos 2 -hemolfticos son los mds vi_
rulentos, la mayor parte de los infeccliosos para el -
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hombre perfenecen al grupo A, S. pyogenes, La infec_-
cidn humana con estreptococo del grupo B, actualmente
se encuentra con frecuencia. Las infecciones son me_-
nos comunes en adultos que en nifios; en los Gltimos -
se observa con frecuencia sepricemia neonatal y manin
gitis, Se han encontrado que los estreptococos del -
grupo G también pueden causar enfermedades en el hom_
bre,

La patogenicidad de &stas bacterias se debe en -
grado considerable a la produccidn de substancias té_
*icas solubles,

E} antfgeno M especffico de tipo se retaciona -
con la virulencia, y su anticuerpo es protector, en -
tanto que el anticuerpo para el antigenoc T, especffi-
co de tipe, no lo es, Las cépsulas de dcido hialurdai
co parecen ser un componente menor en la virulencia -
del grupo A, pero en el grupo C quizds sean mds impor
tantes en este aspecto.

Las formas «L-hemolfticas son parte de Ia'floré-
bacteriana normal de Ta boca, vfas respiratorias supe
riores e intestino, Probabiemente, rara vez inicien -
la infeccidn de tejidos sanos,pero cuando disminuye -
la resistencia natural, pueden desencadenar infeccio_
nes benjgnas, principalmente Jocalizadas, como absce_
sos focales en dientes y encfas.

b.- Animales.- Algunos estreptococos producen en
fermedades especfficas de los animales domésticos;
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S, equivevssvennasssesscrup de Jos caballos
S, agalactiae..venssesomastitis estreptocdcica.

S. pyogenes es patfgeno para la mayor parte de -
animales de laboratorio.

] El estreptococo « -hemolftico es relativamente=-
avirulento para los animales de laboratorioe.

2.1.6, Epidemiplogfa;

La fuente principal de estreptococos patfgenocs -
es el hombre que los transporta en las vfas respirato
rias altas.

Los casos con sfntomas manifiestos de enfermedad
como amigdalitis, faringitis y escarlatina son fre_ -
cuentes proliferas de infeccién.

Los estreptococos pueden encontrarse en la sali_
va y en ta faringe, y ser expulsados por el estornudo.
o la tos contaminando las manos, el portador nasal es
m&s peligroso, ya que aporta cantidades elevadas de ~
estreptococos al medio ambiente.
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2.2, Estreptococos de la cavidad oral;

La cavidad bucal presenta una serie de superfi_-
cies y hendiduras que resultan Gtiles para la coloni_
zacibn por microorganismos.

En las distintas zonas de la cavidad bucal, la -
flora puede ser muy variable.

Al parecer, la adhesividad bacteriana resulta im
portante para la colonizacifn de las superficies du_-
ras, epiteliales o mucosas de la cavidad oral por mi_
croorganismos patSgenos como 10s estreptecocos ﬂa-hg
moifticos, E1 antfgeno M de superficie facilita la -
unidn de los estreptococos del grupo A.

La retacidn entre la flora bucal y el husped es
de tipo anfibidtico, es decir, en ciertas circunstan_
clas la relacidn es practicamente simbidtica, wien_ -
tras que en otras éstos microorganismos pueden provo_
car procesos patoldgicos.

Los estreptococos comprenden de 30 a 60% de la -
flora bacteriana oral, las especies encontradas perte
necen al 1lamado grupo viridans; S. salivarius, §. mi
~ tior, S, milleri, S. sanguis y S. mutans en la blsque
da del cual estd basado éste estudtio,
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2,2.1. Clasificacibn,

Como los estreptococos facuitativos orales son -
heterfgenos e inherentes a la cavidad oral, por mucho
tiempo fueran considerados ser de mucha menor impor_-
tancia que las especies de estreptococos Lanceffeld -
grupos A y B, Por esta raz6n la mayorfa de los Tabora
torios de bacteriologfa de hospitales simplemente se-
referfan & ellos como Streptococcus viridans. Esta -«
clasificacién supersimplificada de una varjedad de ce
pas con distintas caracterfsticas fisioldgicas y serp
16gicas obstaculizaba 1a verdadera clasificacién taxo
nfmica de estos estreptococos.

Es por ésto que actualmente la clasificacidn se~
hace en base a andlisis morfolfgicos, biogufmicos y «
genéticos. ¥ se sabe que el grupo viridans consta de-
5 especies; S. salivarius, S. mitior, 5. milleri, S,-
sanguis y S. mutans.
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2,2.,2. Interacciones Huésped-Microorganisme en la Ca_
vidad Oral.

A,- Determinantes ecolfgicos primarios
1.« Adherencia bacteriana
2.- Interrelaciones nutricionales,

B.« Qtros pardmetros que influyen
1.- Factores del hué&sped
a) Mec&nico
b) Fisioqufmico
c) Enzimético
d) Inminolbgico

2,- Factores Bacterianos
a) Productos téxicos
b} Acidos
t) Enzimas
d} Antfgenos
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é.a. Streptococcus mutans,
2.3.1, Historia.

Este organismo fué aislado por primera vez de =
placa dental por Clarke en 1924, es considerada dis_=
tinta de los estreptococos orates, Clarke eligid este
nombre debido a su tendencia a exhibir tanto una mor_
fologfa cdcica como en forma de bastén,

Despuds de este reporte inicial fueron pocos Tos
estudios que se realizaron scbre §. mutans,pero cua_=
tro décadas despuds se iniciaron nuevas investigacio_
nes de este micraorganismo, a cargo del Instituto Na_
cional de Investigacidn Dental en los aflos de 1960,

MEs recientemente fuf demostrada su capacidad ca
riogénica,

2,3.2,.- Distribucién en la cavidad oral,

Desde un punto de vista ecol8gico S. mutans ha -
desarrotlado propiedades que le pérmiten cotonizar se
lectivamente superficies duras, tales come el esmaite
de Jos dientes, tambi&n se Je Tocaliza en heces tras-
ser ingerido por los fndividuos que ajbergan el micro
organismo en la boca.

Estudios preliminares indican que S. mutans se =
propaga por contacto oral,

Estudios realizados por Gibbons y asoctades indi
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can gue S. mutans es localizado extremadamente en pla
cas ya que ellos encontraron ciertas freas que contie
nen altos porcentajes de 5. mutans, mientras que lose
dientes vecinales tenfan niveles andetectables de S.-
mutans.

Algunos investigadores han sugerido que §, mu_ -
tans puede ser propagado del sitio de un diente a « ~
otro bien sea por cepillado de dientes o seda denta)l
incompleta de los dientes,

La presencia de bajas cantidades de §, mutans en
saliva lo mis probable es que se deba a su incapaci_-
dad de colonizar superficies mucosas. que son bafiadas-
por saliva y su capacidad de adherirse fuertemente al
esmalte coronal de modo que cuando son encontrados =
S, mutans en la saliva, probablemente presentan lava_
dos de placa asociados con lesiones de caries,
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2,3.3, Caracterf{sticas Bioquimicas.

Los aislados de S, mutans son distinguidos de ==
otros por su capacidad de fermentar manitol y sorbi_-
tol, catalasa negativos, oxidasa negativos, fermenta-
dores de carbohidratos sin produccidn de gas, produ_-
. cen una glucana 1lamada también mutana, a partir de -
la sacarosa,

5. mutans, fermenta también a la lactosa, sacarg
sa, rafinosa, maltosa, galactosa, melobiosa, trealosa,
efructosa e inulina. La mayorfa de las cepas no hidro
Tizan la arninina.

) S, mutans produce tanto glcosil transferasa como
fructosil transferasa extracelulares y asociadas a ce
lulas, Estas enzimas son especfficamente para el sus_
trato de sacarosa el cual utilizan para sintetizar -
fructanos de alto peso molecular, respectivamente.

Fermentacién Hidrolisis.

7

Manitol Sorbitol Arginifia Esculina Hipurato Vp, Oxidasa

+ + + + + + -

2.3.4, Antfgenos presenten en la pared celular:

La pared celular de estreptococos orales, como la
de otros estreptocacos, consta de otros componentes an
tigénicos;
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a,- Peptidogluceanos
b,~ Grupo 0 polisacarido especifico de serotipo,
¢,- Protefna

d.~ Acido lipoteicoico

Cada una de estas estructuras puede llegar a la-
superficlie de la celula estreptococica y cada una pug
de reaccionar con anticuerpos preparados para la cély
la bacteriana total, Micr6fagos electrdnicos muestran
estructuras filamentosas compuestas de protefna sobre
la superficie celular de estos estreptococos. E1 dci_
do lipoteococico, que es sintetizado en la membrana -
citoplasmica de la bacteria sobresale de la superfi_-
cie de la célula, Bacteribfagos especificos ha sido -
demostrado también que se unen a componentes especifi
cos de la pared celutar, Por lo tanto, la pared celu_
lar debe ser considerada como un mosaico de estas cua
tro estructuras importantes, cada una de las cuales -
. puede involucrarse en 1a unién (adherencia) de Strep-
tococcus mutans.

2.3.5, Adherencia;

Otra propiedad Gnica de S, mutans es que cuando-
suspensiones de células lavadas de la bacteria son -
provistas de sacarosa las células se vuelven adheri_-
bles a las paredes de recepticulo en el cual estin -
siendo contenidas. Este fendmeno se ha demostrado que
implica conversidn de sacarosa a glucano por la enzi_
ma glucosiltransferasa (GTF). presente sobre la supepr
ficie de células bacterianas. De este tipo de observa
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‘ciones el término "glucano adherentes" ha evoluciona_
do para describir el modo de adherencia de células, -
Muchos productos celulares pudieran estar involucra_-
dos en el fendmeno de adherencia.

Una propiedad adicional de S, mutans es que cuan
do células lavadas son provistas con dextran¢ sufren-
una reaccidn de ‘aglutinacidn,

Como S. mutans puede crecer bien en una variedad
de fuentes de carbohidratos.]a habilidad de sacarosa-
para acrecentar la acumulacifn de S, mutans sobre 1os
dientes parece deberse al estfmulo de interacciones -
c8lula a célula. La formacidn de glucano es necesaria
para la adherencia de S, mutans a los dientes.

2,3.6., Clasificacidn de subespecies,

La homogeneidad fenotfpica presentada por S, mu=
tans, se pierde cuando se estudian les criterfos serg
l8gicos, genéticos y bioquimicos del organismo.,

Existen hasta 7 tipos serolfgices denominados -
con letras mindsculas de 1a "a"a la "g", cuya especi_
ficidad radica en componentes polisacaridos localiza_
dos en la pared celular o sobre la misma.

Desde el punto de vista gendtico, son 4 los gru-
pos (I-I1V) propuestos en base al contenido de G-C que
varfa del 36-46%, Asimismo, estas genoespecies suelen
designarse como las subespecies.'
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I,= mutans
II.~ rattus
IIl.,- cricetus
IV.~ sobrinus

Una clasificacifn mis es 1a que considera 5 bio_
tipos (I-V) esta tipificacifn se apoya en la fermentg
cidn de manitol, sorbitol, rafinosa y melibiosa, apar
te de la hidrélisis de la arginina a su vez estos big
tipos se correlacionan con los serotipos a-f.

contenido G-

Serotipo biotipo subespecie (mol %)
c, e, t, 1 mutans 36-38
b 11 rattus 42-44
a, b I11 cricetus 42-44
d, g v sobrinus 44-46
[4 v ferus 42-45

2,3,7, Caracterfsticas epjdemiolbgicas,

Después de comprobar la capacidad infecciosa de-~
S mutans se observé que no s6lo se encuentra en la ca
vidad oral sino que también se estd presente en las -
heces tras ser ingerido por los individuos que alber_
guen el microorganismo en la boca.

La bacteria ha sido aislada prdcticamente de to_
das las {reas geogrdficas en que se ha muestreado hu_
manos, el estreptococo parece no estar relacionado en
su frecuencia de obtenc1§n a ningin nﬁc]eo econdmico,
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‘ Etnico o social, encontrdndosele indistintamente en-
zonas urbanizadas o en &reas remotas y primitivas,

12,3.8. Caracterfsticas Ecolfgicas.

E1 ambiente eral prevee condiciones satisfacto_-
rias para la vida microbiana que est§ favorecida pore
las propiedades de humedad, temperatura, pH, Eh y ten
sidn de oxfgeno presentes en 1a boca; ademis de factg
res como flujo de saliva que suministra nutrientes, -
requla la acidez generada por procesos fermentativos-
y remueve los productos de desecho de los microorga_-
nismos.,

Los efectos mds aparentes de su actividad son --
Tas dos enfermedades de mayor incidencia conocida ene
el humano: Ta carfes dental y la petiodontitis, La pri.
mera originada por los &cidos producto de fermentacig
nes microbianas y la segunda consecuencia de la reac_
cidn tisular por parte del huésped contra las masas -
microbianas y sus productos de desecho depositados en
dientes y dreas gingivales.
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En la realizacidn del presente trabajo se tomaron -
cien muestras de personas que se presentaron con ca_-
sos de caries avanzada.

La técnica a segquir fué la siguiente:

- Secar la pieza careada ton un algoddn estéril.
Tomar 1a muestra haclendo un raspade lo més profunda_
mente posib]e'utilizando una cucharilla para dentina-
estéril con el fin de obtener la mayor cantidad de -
dentina reblandecida posibie.

- Colocar la muestra en un isopo estéril, y remi
tirla al laboratorio utilizando como transporte al me
dio destuart.

- Hacer un frotis y colorear con la técnica de -
gram, con el fin de observar la flora microbiana pre_
sente en la pieza,

- Inocular placas de Agar Sangre, Agar Estrepto_
cel y Agar Sangre con Estreptocel e incubar a 37° du_
rante 24 hrs, en un ambiente de C02.

- Al finalizar el perfodo de incubaciln se obser
va el desarrollo de las colonias en la placa de Agar,

- Utilizando las colonias obtenidas en Agar Es_-
treptocel, se hace la prueba de la catalasa para po=--
derlas clasificar dentro del género Streptococcus.

- En-las placas de Agar Sangre se observa la he_
molisis producida por los estreptococos que ahf desa_
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rrollan, clasificindolos como alfa o beta-hemolfticos,

- De estas colonias se hace un nuevo frotis que se
tifie con la técnica de gram para eobservar la colora_-
¢ién, morfologfa y agrupacidn de los microorganismos.

- be las mismas celonias se hacen las pruebas bio_
qufmicas indispensables para su clasificacifn, las =--
cuales se mencionan a continuacidnt

1,- Catalasa

2.~ Oxidasa

3,- Veges=Proskauer

4,- Hidrolisis de hipurato
5, SIM

6.- Camp

7.- Fermentacién de carbohidratos, Manitel y sor
bitol.
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'

ESQUEMA DEL ESTUDIO REALIZADO,

Muestr.
Grani : . Siembra en;
Agar Saigre Agar Estreptocel
24 hrs 37° C
anaerobiosis
Prueba de la Prueba de la
Oxidasa Catalasa
Negativa Positiva
Gram Descartar

Pruebas bioqufiicas.

Como ya se menciond anteriormente se utilizaron placas
de Agar Sangre con estreptocel,para obtener una mayor
selectividad en el aislamiento de microorganismos, al
mismo tiempo observar las hem8lisis caracterfsticas y
aunque el aislamiento fuf adecuado la hem8Tisis no se
observd con claridad por Jo cual este medio de culti_
vo se dej6 de utilizar al poco tiempo de iniciar el -
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estudio,

E1 medio de Estreptocel es selectivo para el cre
cimiento de estreptococos, ademds al penerlo en atmfs
fera de CO2 el medio se hace mucho mds selectivo para
cepas de S, mutans.

Las colonias en Agar Estreptocel son pequefias, -
redondas, como gotas de rocio, transparentes, En tan_
to que en Agar Sangre son pequefias, redondas, y se -
aprecian mejor ladeando ligeramente la placa de Agar,
en este mismo medio se observa la hem81isis que produ
cen las colonias, lo cual nos ayuda a su identifica_-
cidn,
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" CATALASA,

- Fundamento; La catalasa en una enzima que se -
compone de perdxido de hidrégeno (H202) en oxfgeno y-
agua, Quimjcamente es una hemoprotefna de estructura-
similar a ia de la hemoglobina, excepto que los cua_-

"tro ftomos de hierro de la molécula.estén en estado -
oxidado (Fe***) en lugar de reducidos (Fett),

E1 perSxido de hidr6geno se forma como uno de =
los productos finales del metabolismo exidativo aero_
bico de los hidratos de carbono, La catalasa transfor
ma al perdxido en agua y ox{geno, como 1o muestra la-
siguiente reaccifn:

H,0 + OZT {burbujas de gas)

H,0
272 catalasa >72

- Técnica: a) Con un palillo aplicador transferir
células de una colonia bien aisladas a un portaobjetos,

b) Afadir 1 6 2 gotas de per8xido de =
Hidrégeno,

- Interpretacifn: La aparicifn de burbujas indica
una reaccifn positiva.



29

CXIDASA

- Fundamento: Esta prueba estd basada en la pro_
duccifn bacteriana de una enzima oxidasa. Esta reac_-
cidn se debe a la presencia de un sistema citrocomoxi
dasa que activa la oxidacidn de! citocromo reducido -
por el oxigeno molecular, el que a su-vez actiia como-
aceptor de e~ en la etapa terminal del sistema de - -
transferencia de e”. La reaccidn es la siguiente:

2 Citocromo C reducido + 2 H+ +1/2 02 citocromo, 2 Citacromo

oxidasa
- ¢ oxidado
+
H20
2 Citocromo € oxidado + reactive 951995j£&3Compuesto
coloreado
e e
We, ck Nyt
6] \N/ > ¢H 2@
idacidn %
0x
N CTtocrono ¢ OO
Dimetil-p-fenilendiamino ofnaftol o)

Indofenol Azul

- Técnica: En un papel filtro se coloca una colo_-
nia X y se le afiade 1 gota de cada uno-
de los reactivos.



30

- Interpretacidn: Una coloracifn azul intenso es
positiva,

VOGUES-PROSKAUER,

- Fundamento: E1 §cide pirdvico componente funda
mental en la degradaci6n fermentativa de la glucosa,-
es metabolizado Juego a través de varias vfas, de - =~
acuerdo con los sistemas enzimiticos que poseen las =
diferentes bacterias., Una de muchas vfas lleva a la -
produccifn de acetofna que en presencia de oxfgeno -
y de hidréxido de potasio al 40% se convierte en dia_
cetilo, y el alfa-naftol actda como caralizador para
revelar un complejo de color rejo.

i
|=0
CH-0H
CeHy20g Fermentacion EH3
Glucosa Acetilmetilcarbinol (Acetoin)
s
§=0
g0
Acetoin + * 40 KoM CHy A H20
a@-nafto1 diacetil
+
C = NH

Color rojo-rosaceo GCDndensacion \\NH-R
Guanidin Nucleosido
presente en la peptona,
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- Técnica: inocular un tubo de caldo RM/VP con un
cultivo puro del organismo en estudio. Incubar durante
24 horas a 35°C. Al finalizar el perfodo, transferir -
1.0 de caldo a un tubo de ensayo limpio. Anadir 0.6 ml
de naftol al 5% y 0.2 m} de KOH al 40%, Agitar el tu
bo cuidadosamente para exponer el medic de oxfgeno at_
mésferico y dejarlo reposar durante 10-15 min,

=~ Interpretacifn: Una prueba positiva estd indica
da por el desarrollo de un color rojo a los 15' de afa
dir los reactivos, revelando la presencia de diacetilo,
producto de oxidaci8n de la acetofna.

ROJO DE METILO.

- Fundamento: La prueba pone de manifiesto la pro
duccibn de &cido y requiere bacterias que le formen a-
partir de glucosa, por 1a via de fermentacifin dcida -
mixta.'

] Ac 15ct1co color

ermentacifn reactivo,

== =h

Glucosa Ac acético Yo70-rosaceo
Ac férnico

- Técnica: Inocular el caldo RM/VP con un cultive -
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ﬁuro del organismo en estudio. Incubar el caldo a 35°
C durante 48-72 hrs, Finalizando &ste perfodo, afadir
directamente al caldo 5 gotas del reactivo rojo de me
tilo.

- Interpretacifn: £1 desarrollo de un color rojo
estable en 1a superficie del medio indica que la pro_
duccifn de §cido ‘es suficiente para que el pH baje a-
4,4, indicando Esto que 1a prueba es positiva. Dado -
que otros organismos pueden produciy cantidades meno_
res de &cido a partir del sustrato, es posible el de_
sarrollo de un color naranja intermedfo entre el ama_.
riilo y el rojo. Esto no indica una prueba positiva.

HIOROLISIS DE WIPURATOQ,

- Fundamento: Determinar la habilidad enzimdtica
de afgunos organismos de hidrolizar al hipurato de so
dio (ac., hipurico) formando ac. benzoico y glicina -
por medio de la enzima hipuricasa.

0
i -
-NH-CHZ CUOH THZ NHZ
COOH + HZO higuricasal (t) + cood
Ac. hipirico Ac,benzoico

Glicina
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~ Técnica: a) Inocular un tubo de caldo hipurato
con el organismo por investigar, Incubar a 35° C du_-
rante 20 hrs. o mis.

b) Centrifugar el medio para sedimen_
tar las células y transferir con una pipeta 0,8 ml.
del sobrenadante claro a un tubo limpie.

c) Aftadir al tubo 0.2 m} del reactive
cloruro férrico y mezclar bien.

- Interpretacién: Al afiadir el reactivo cloruro-
férrico se forma un precipitado abundante, 51 la soly
cifn se aclara deniro de 10 min., la.reaccién es ines
pecffica debido a la interaccifn con el hipurato no -
ttdrolizado o la protefna del medio. S1 el precipita_
do persiste mis de 10 min. es que se ha formade benzo
ato de sodio, indicando hidrdlisis y una prueba posi_
tiva.

SIH,

- Fundamento: Este es un medio combinado en el -
cual se observa 1a produccién de sulfurc de hidrégeno,
indol y motilidad.

Sulfuro de hidrégeno: Para determinar si el H,5-
puede ser tiberado por accifn enzimftica utilizando -
aminoacidos con azufre produciende una reaccidn visi_
ble de color negro.
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CHZ-SH fH3
CH"NH -
2 Isted €=0 +st?+ N g
COOH  + Hyo SIREELNA, Loon
desulfurasa
Amoniaco
Cisteina Ac piruvico Sulfurc de
Hidrogeno

EPrecipitado insoluble
st + iones de Fe

de color negro

Indol: Se determina la habilidad de algunos orga
nismos de separar el indol de la molécula de triptofa

ne,
fH,
CHy-CH-CO0H

Triptofanasa

H20 Desaminacisg

Triptofano indo}

HO

- Q
color

N—(CH3)Z condensacifn
“indol  pe-dimetilaminofenzaldehido rosa-violeta



Motilidad: Para determinar si el organismo es mg
vil o inmovil.

- Técnica: a) Inpcular un tubo con medio de SIM,
por picadura. Incubar a 37°C durante 24 hrs,

b) Después de observar-la motilidad y
1a produccidn de st. se le afiaden unas gotas del reag
tivo de Ehrlich, por la pared interior del tubo.

- Interpretacién: La aparicifn de un precipitado
negre en el fondo del tubo indica una prueba positiva
para H25.

E1 desarrollo de un vivo color rosa sobre el me_
dio indica l1a presencia de Indol, E1 enturbiamiento -
alrededor de la picadura sefiala que 1a bacteria es mg
vil

CAMP

- Fundamento: lLa actividad hemolftica de la =11
sina estafilococica sobre los eritrocitos se ve inten
sificada por un factor ectracelular producido por es_
treptococos de?! grupo B, 1lamado factor CAMP., Por lo-
tanto, toda vez que dos reactantes se superponen en -
una placa de agar sangre ovina se advierte una inten_
sificaci6n de la reaccifn B-hemolftica.

Estafilo
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~ Técnica: La prueba se realiza trazando una es_
trfa de estreptococos {por identificar} en forma per_
pendicular a otra estrfa de una cepa de Staphylococcus
aureus conocida como productora de 8-}isinas, Ambas =
1fneas no deben tocarse. Las placas inocutadas se de_ ’
ben incubar en atsmésfera ambiente. Si bien ta fncuba
cifn en un frasco con vela puede acelerar la reaccifn
se observan mds éstreptococos grupo A falsos positi_-
vos,

- Interpretacidn: La zona de intensificacidn de-
tisis asume ta forma de una cabeza de flecha en la in
tenseccibn de ambas estrfas,

Estafilo

FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS.

- Fundamento: Para determinar la capacidad de un-
organismo de fermentar o degradar un carbohidrato espe
cifico incorporado al medio preduciendo s&lo &cido o6 «
acompafiado de produccidn de gas.
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CARBONIDRATO

NISACARIDO, TRISACARIDO, POLISACARIDO
CeH1206
Glucosa

CHJCOCOOH

Acido Piruviceo

HOOCCHZCHZCOOHG——J l-af.?H:‘,CHOHCOOH

Acido Succinico Acido Jactico
CH3CH2§00H+CO2 CH4CO0H+ HCOOH
Acido Acido
Acido Propionico Acetico Formico
|
H2+C02
cuscocuoncna+c02 9
CH3CH0+CO2
Acetil Metil Carbinol
.o Acetaldehido
CH3CH20H

CH3CH0HCH0HCH3
2.,3-Butilenglicol

Alcohol Etilico

CHj(Acetil COH
C-

. } CH3c00H
Acido Acetico

v .
CH4COCH,COOH
Acido Acetoacetico
CH,C0CH ¢ 1 L 5 cHyCH,CH,C00H
€0, + Acetona _Acido Butirico
CH.CHOHCH
3 3 CH3CH0HCHZCO0H - CH3CHZCH20H

Isopropanol Ac. B. Hidroxibutirico " Butanal



- Técnica: Los caldos se inoculan por agi
tacién, tomando una muestra de la cepa problema. Inme
diatamente incubar a 37 C por 24 hrs,

- Interpretacién: La prueba es positiva -

cuando hay un viraje del indicador hacia el amarillo-

, debido a la acidez producida cuando la bacteria utili

za el Carbuhidrato. y es negativa al virar a rosa a -
causa de la alcalinidad del medio.
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E1 presente estudio se realiz6 en cien muestras
obtenidas de pacientes que se presentaron con cuadro
avanzado de carjes dental, los pacientes fueron en =
su totalidad adultos de ambos sexos, los cuales en =«
su mayorfa requirieron que su pieza fuera extirpada,

Del total de siembras realizadas se observd que-
12 cepas presentaban morfologfa bacilar.

En el resto de la poblacién se legré aislar ce_-
pas con agrupacidén tipica de estreptococo, las cuales
presentaron ~-hemolisis €n agar sangre. A estas cepas
se les hicieron las pruebas bioqufmicas para su clasji
ficacién, de donde se obtuvieron 30 cepas pertenecien
tes a Streptococcus mutans,23 de S, sénguis. 5 de § «
milleri, 18 de 5. salivarius, 12 de §. mitior. Lo an_
terior se ejemplifica en la fig, 1.

En base al total de Estreptococos corresponden -
los siguientes porcentajes, ver fig, 2.

Las siembras que se realizaron en la composicidn
del maedio propuesto no fueron aisladas de 1a manera =
esperada, ya que la hem8lisis no era del todo clara,-
aunque el afslamiento si fué adecuado.
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, Fig, 2
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CONCLUSIONES




Haciendo una comparacién entre los resultados de
este estudio con los obtenidos en otras investigacio_
nes, en donde se observa que los Estreptococos estén-
presentes en un numeroso grupo de personas con caries
dental, y que el de mayor porcentaje encontrado es =«
S. mutans, vemos que ambos son semejantes en sus ve_-
sultados, ya que el obtenido en éste fué de un B88% pa
ra Estreptococos de los cuales un 36% corresponde a -
S, mutans, siendo el mayor dentro del grupo.

Por lo general la caries en la microbiologfa pa_
sa a segundo término restdndosele la importancia que-
debiera tener, despufs de 1o experimentado observamos
que ocupa un lugar muy importante dentro de las infec
ciones estreptococicas,

Con respecto a que la combinacifn de Estreptocel
Agar con sangre de carnero desfibrinada, no nos di8 -
un buen resultado, para obtener al mismo tiempo un me
jor aislamiento y observacién de hem6lisis, seguramen
te fué porque la Azida de Sodio que contiene el Agar-
Estreptocel interfiere en la lisis de los eritrocitos,
por 1o tanto creemos que este medio no es adecuado pa
ra el fin que se propuso.
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