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1.- r..¡TROCA.JCOON. 

1.1.- ""9dioe de cuftivo. 
Lae dtatint•• mezcla• de .u•taneÍ•• nutritivas empleadas en ol labo­

r•torio P•r• cultivo de microbios ee denominan genéricarnr.in-te •• medios 
de c:ultivo •• t t.2). El medio de cultivo sirve de base o 'Soporte ~obre 
el que •• e'-mbra con f'tne• de -tuclio. 

Lo• ~toe eirven para ...,o de do• propóeito• principaloe: 
A) Fomentar el crecimiento microbiano en forma que puedan compro­

barco la• caracterfs'ticas do cul'tivo. 
B) Facilitar alguna• reacciono• bioqufmicas, que luogo pueden ser 

demo5trablee por observación directa, o bien indirec'tamente por subse-
cuente. reacciones en presencia de alguno• reactivos adicionales. 

Loa medios pueden clasificar•e de acuerdo a su consistencia en: lí­
quidos, sólido• y eemisólidos (2). Para estudiar las caructerfsticas de 
las colonia•, debemo• estudiar organismos sobre medios sólidos, se pue­
de lograr la sol;dificación, ,agregando agar ,gelatina, suero o albúmina 
de huevo a los ingredientes precipitados (5), B propóroito de utilizar 
medio• •ólkfo• en caja• do Potri, con•i•te en inocuhu cantidades mono­
res de microorganismos en el medio, de manera que!!: en algún tiempo los 
microorganismos crezcan en colonias individualmente aisladas, también 
•e le llama cultivo do microorganismos puros. 

Los medio• inclinado• son empleados principalmente para resembrar 
cepas aislada•, sea para Kientificación ulterior para base de 
cultivo. 

Lo• medios de cultivo semisólido se emplean Principalmente para lle­
var a cabo cultivos de Acido parq aminosalicílico o para propagar a los 
anaerobios. 

Lo má• frocuente ea el uso del agar paro. solidificar un modio líqui­
do, diaolviendo eon e1 de 15 a 20 g de agar por litro: 011 un polisacári­
do obtenible de algas · marinas, llega al laboratorio en forma de tiras 
seca• o en polvo grueso. Prácticamente no tione valor nlimenticio, pero 
tiene propiedad~• físicas que lo hacen ideal como base de un medio de 
cultivo sólido. Se disuelve lentamente en agua y sólo después de hervir 
algún tiempo. Pero, una vez on solución, permC11ncco Uquido hasta que la 
temperatura desciendo a unos 40°C, que es cuando se solKJificu; su pun­
to de fusión ea coreano a 92°C. 

B medio de agar !!IC maneja fácilmente en estado liquido .¡ con senci­
llas precauciono• puode transvasarse de un recipiente a otro 11;in peli­
gro do contaminación. Loa medios de agar se ut~izan universalmente 
para cultivo• en caja• de Petri, t•mbién puede permitirse que oo soli­
difique en tubos de ensayo, se llama inclinado o de tope inclinado 
cu:Jindo •ólo I• mitad superior de agar está inclinada: también puede 
inocularse en estado líquido , inmediatamente antes de oolidificarse, 
alrededor de los 45°C. Permanece sólido a 37°C , temperatura a la que 
•e incuban la mayoría do lo• cultivoa. 

El modio de culltivo stempr• debe de guardarse en una atmósfera 
fresen y húmeda para evitar la evaporación. Sin embargo, no puede reco­
mendar:s.e que se guarden por un periodo largo de tiempo los medios de 
cultivo C'Stérilc•, •i medio• en tubos se han guardado por algún tiempo 
dcbcrñn recalentarse inmediatamente ante• de emplearoe. Los medio• lf­
quidos deberán cQlcntarso en un baño de agua hirviendo o con vapores en 
circulución, duranto unos minutos para eliminar los gases ouoltos, y 
cmtonces so dojardn <infriar rópidamente en agua frC11 sin ninguna agita­
ción justo antes de la inoculación. (1,2,3J. 



12.- Tipos do modio•. 
En ba.cteriolog(a 9e emplean diferentes tipos de medios. Debe teneree 

cuidado do emplear el medio más adecuado para el at.lamionto e identi­
ficación do loa colonias bacteriana•. 

Por la composición del medio y la naturaleza del cultivo q.M se ee­
tudie, los medios do cultivo pueden ser dividido• en cinco grupos prin­
r.ipales: 

1) Medios básicos o simplea, lfqt.iidos y sólidoe. 
2) t.Aedios enriquecidos. 
3) "'1edios selectivos, diferenciales y de enriquecimiento. 
4) ~dios º"pocialcs de a%úcar y bioqu5rnicos diversos. 
5) rv1edios para transporte (3,5). 

1) f..Aedios básicos. 
Estos son los medios rmis simples, que sólo contienen algún extracto 

de c:arne u otra infusión simple, peptona, sal y agu.. 
El extracto o la infusión de carne, proporciona al organismo , loa 

o.rnino,ícidos, vitaminas, sales y pequeñas cantidades (oligoelementos) de 
carbono, nitrógeno, hidrógeno y otros elemento•. 

Las sall!'s, usualmente NaO, sirven para obtener la isotonictclad re­
querida para el mantenimiento de presiono• osmótica• constantes. e 
agu::i sirvo como disolvente, como medio de transporto o para ambos fi­
nes. Como la mayoría de las aguas conttene,, gran cantidad de diversoe 
minerales, de los cuales el cobro es un particular perjudicial a muchas 
bacteria,,, es o.consejablc u,,ar agua cuidadosamente destil.da. 

Ejemplos: Agua peptona da , Agar nutritivo, Ca.Ido nutritivo, Caldo 
tr(ptic.o de soya, Agar tríptico de soya, Caldo de infusión de corazón, 
Agar de infusión de corazón, Agar de infusión de hlgado (3,5). 

2) ""°dios enriquecidos. 
Son aquellos medios básicos que han sido complementados con líquido• 

corporalc•, vitaminas especificas, aminoácidos, proteína• y otros 
trientes claramente definidos como tale•. 

Ejemplo•: Agi:.r sangre, Agar chocolate, Ag;ar con suc:rro, &.iet'o de Loe­
ffler con sangre, Plano• inclinados con SUf';ro, Agar con triptosa, Medio 
de G.C. (Medio de Tho.yer-f'...tartin ), Agar do Muellel' t-inton, Medto de Ro­
berts:on. 

3) ~dios e:electivos:, diferenciales y de enrique-cimiento. 
a.- Los medios selectivos aon u.uahnonte medios de agar básico, o, 

enriquecidos, a los cuo.les se les han agregado cierto• reactivos que 
impK:lon el crecimiento de la mayoría de lae bacteria•, permitiendo por 
lo tanto el ai•lamiento de un•• cuanta• selecdonadaa, en loe especf­
menee que contengan grandes números de organt.tnoe indeseables. 

b.- Los medios diferencialea son medioa básico• o enriquecidos, a 
los cuales se han agregado ciertos reactivo• que reaccionarán con algu­
no• tipo• e:specfficos de bacterias en cierta fornM1 observable. 

Comunme:nte, estos cambio• químico• so hacen evident.. por medio d .. 
empleo de indicadores coloreados: si un indicador con l.-i color dado a 
pH espec(fico es agregado al medio, y el cultivo do la• especies dceea­
daa cambia el pH alrededor de las colonias en desarrollo, aiparecerá 
color diferente. La ma.yorfa de loe llornadoe medios diferenciales 
también selectivos. 

c.- Los medios de enriquecimiento aon por lo general medios lfqutdoe 
enriquecidos, que contienen algunas sustancias inhibidoras, con lo que 
se crea l.WI medio ambiente cspecialemente f•vorable para lfrnitee máe 
bien estrechos de bacterias (1,2,3,5,). 



Ejemplos: Agar con fenitetanol. Agar con sangre y bilis, Ago.r 
eangre y telurito, .,clinadon de agar de Loewenstein Jenscn, Agur oen­
gr• con azida, Agar eal y manito!, Agar MacC.onkey, Agar S-:ilmcnell.!t-.'fil!L­
ruz!.l.A, Agar con eosina y azul de rnetileno {EMB.), Ager con citro.to y 
deeoxicolato , Agar de sulf"rto de bismuto, Celdo F do !!!elenita, Caldo 
de tetrationato, Agar xilosa-lactosa-deBoxicolato (XLD.). 

4) Medio• de azúcar y bioqulmicos diverBos (étpeciales). 
Son modio• ...,.:>lea.do• par• comprobar una o máa care.cterfeticas bio-

quimicae, estos medios se crearon con et fin de identificar y clasifi­
car lo• microorganiemoe según aue actividades metabólicas partic;ulares. 

Ejomploe: Caldo de azúcar y rojo de fenol, fv1edio de fermentación pa­
ra ClO$t.ridtum , Agar con tripticaea y cletina, Ago.r con hierro y tri-
ple azúcer (T .SJ), MedM> de motilidad con kidol y eu!furo {SJ.MJ. f.,.1e-
dio de rojo de metilo y Vogea-Proskauer (M.R.-VP.), Agar con urea, 
Aglll' con fenilalanina, Caldo para doscorboxilación, Agar de Simmons con 
citrato, Caldo Kc::J'-.1, ,._dto baeal OF (t..tedio de oxidación-fermentación de 
Hugh-Leifson), Leche torno.sol, Gelatina (1,3,5). 

5) Medtoa de transporte. 
Son medioa que 11e utilizan cueindo no ne tiene lo. poeibilided de 

tn1bajar las muestran inmediatamente, o bien, cuando se toman las 
mue.trae en un lugar que no seo el laboratorio y !!le tenoon que enviar 
éete, sirven para preeervarla11 y mantenerlas en buenas condiciones paira 
su posterior estudio. 

Ejomplo: f.Aedio de Stunrt, Solución oalina gliccrinada(1,2,3,S). 

1.3.- Familia ~t.ccoccaceae. 
L3J.- Oasiftcación. 

1-32.- Morfolog(a. 

Oase: Schizomycetes 
Orden: Eubacterieles 
Familia: St.rept.g::eccace;?.e 
Género: St.rept.cccccu!: 
Especies:~ 

~ 
r~H~~:i'!l i!: 
:=al l varlu~ 
miqs 
lllYiArui. 
~ 
otra• 10 aprox. 

Definición de I• familia: Ce1ulae esféricas u ovoidales, Gramposi-
tiva•, dispuest•• en c•denaa cort•• o ~ parea. No eaporógenaa '/ usual­
mente no mótit ... •• dividen sólo sobre un plano (5). 

El gén.,o qu. •• considera de meyor irnportanci• médica e• el ~­
~- Son coco• Gra"'positivo•, mH:len de OS a \ micra de diámetro 
dependiendo de lae condiciones de crecimiento y de la edad del cultivo. 

Mcroscdpica.rnente en cultivos líquidos aparecen como cndenos largas, 
más que en loe cultivos de agat, eon no mdvites, pero han nido reporta­
des formas poco móviles. Las formas virulentas son ueualmente encnp~u­
lado.s, y contienen en abundancia ácido hialurónico y presentan 
fimbrias. 

Crecen bien ~obre la mayoría de los medios cnriqUecidos. 



B desarrollo m~eroscópico o colonial dé. como reeult•do colonia• pe­
queñas, tranelúddas o ligeramente opaca•, drculore•, gen.,..•lrnente de 
menos de 1 mm de diámetro, convexas; también hay colonia• tn«.1Coide'S, 
originada• por la• cepa• virulenta• (6,7,8,9,13,15). 

La consi•tenc:ia de las colonias es ..., poco dura, lo que permite eu 
desplazamiento sobre la placa sin romper•e y dependiendo del grupo al 
que pertenezcan pueden o no estar rodeadas de IM"I halo de beta ó alfa 
hemóli•is en agar sangre de carnero al 5%. 

1.3.3.- Fisiología. 
Son aerobios y anaerobios facultativo•, catala.. y oxida•• negativa, 

motoboli!i:mo fermentativo en el que •• producen ácido láctico, fórmico, 
etanol y bióxido de carbono. 

Su temperatura óptima de crecimiento o• de 37°C, co'n marcada reduc­
ción del ere-cimiento por encima. de 400C y por debajo de 30'IC. 

Sus Hmitoo de pH •on do 7.4 a 7S. Son •en.tbles a 60"C por 30 min. 
La mayor parte de lo• estreptococo• no fermentan la inulina, no re-

ducen los nitratos y no 50n solubles en sales biliares. · 
Se les con$idcrc más especializados que loe estafilococoa, y requie­

ren aproximadamente medi111 docon• do vitamina• y más de taii• docena de a­
minoácidos. La sangre se ineluye frecuentemente en loa metdio• de culti­
vo como orígen de nutrientes y también como indicador de la producción 
de hemoli:iina (3,6,7 ,8,9,13,15). 

1.3.4.- Estructuras antigcínicas. 
En los estreptococos podemo• encontrar las siguientes substancia• 

ontigónicos: 
a) Carbohidrato C : Esto substancia es el•borada por mucho• e•trepto­

cocos y proporciona la base para el agrupamiento serológie.o (Lancef"teld 
A-0). La extracción del carbohidrato C con fines de ••agrupamiento.. de 
los estreptococos puede realizarse por extracc:idn de cultivo centrifu­
gado con Ha caliente o con formamida, o por lisis enzimática de la• 
ce1ulas del estreptococo (por ejemplo, con pepsina, tripaina o enzim•• 
elaboradas por Slr-aplomvces ~); o sometiendo a la acción del •uto­
clave, 15 lb do presión durante 15 minutos, SU?Peneione• cclularea. 

La especificidad serológic:a del carbohidrato C es dotorminada por 
aminoazúco.r. 

Para el grupo A de los estreptococos os ramnosa-N-acetifgluco .. min•; 
para el grupo C e• la ramnooa-N-acetilgalactosamina; para el grupo F ~ 
una glueopiranosil-N-acetilgalacto•amina. 

b) Proteína M : Esta e.ub•tanc:ia está intimamente relacionada con la 
virulencia de lo• e•treptococoe del grupo A, y está pres61\te principal-
mente en los organismo• que producen colonia• mate o colonias mucoidcs. 

Las resiembra• repetidas en medios artificiales pueden dar lugar a 
que el estreptococo pierda la capacidad de producir la proteina. M, ca­
pacidad que puede re9tablecerse por pase• rápidos y repetidos por ani­
males. La proterna M interfiere la inge•tión de e•treptococoe virulen­
tos por ce1ufa11 fagocitari••. Las forma• L en crecimiento do los 
treptococos también producen protelna M ••Í como .&cido htah.Kónico. 

La protefna M eetá pre•ente en extractos preparado• con HO calien­
te 11 partir de e•treptococos del grupo A ; éet• proteina es tipo eape­
crftca, lo quo se demuestra mediante reaccione• de aglutinación o de 
precipitación con suero• tipo específicos ab9orbtdoe. Existen más de 50 
tipos en el grupo A. Lo• ri~roa se des¡gn11n con ntlmcros arábigos. 

c) Substancia T : Esta substancia tipo-espedficn no guarda ningun• 
relación con la virulencia; se dei:struye tanto por extracción ácid• co­
mo por el calor, y por lo tanto se puede separar de la protdna M. 



Se obtione por digestión proteolftica de los estreptococos (con lo 
que •e deetruyen rápidamente las protefnas MI. y permite la diferoncia­
cW>n de ciertos tipos. 

d) Nucleoproteh•s : La extracción de los estreptococos con álcalis 
diluidos proporciona mezclas de proteina• y algunas otras substancias 
de poca especificidad serológH::a; se lee denomina substE\ncias P, y 
posiblemente iorrnen la mayoría del cuerpo celular del estreptococo 
(10). . 

1.3.5.- Oaeif"tc•ckS'n del género ~t.ococcus. 
Se han utilizado varias clasi'ficactones del género 

- Cttsificación de &ovwn 
- · Oasiftcación de Bergey 
- Casificación de Lsncefield 

- &own clasifica • los estreptococos basándose en el tipo de 
ci6n producida 8obre el agar sangre (6). 

La hemólisie es la característica más útil para la identificación de 
loa eetreptococos. La acción hemolftica en Ot"itrocito11 de mamíferos fué 
descrita y definida en 1919¡ dicha hemólisis involucra un sistema com­
plejo de muchas variables, incluyendo la influenda del medio de culti­
vo, la producción de eetreptolisinae O y S, el efecto de varios tipos 
de sangre (carnero, caballo, conejo, humano}, incubación aeróbico 
anae,óbica, etc. (6,13). 

Sus concepto• •on : 
Alfe (a) : una zona indiatinta de destrucción parcial do glóbulos ro-

jos alrededor de la colonia, acompañada 11 menudo de una decoloración 
verdoaa • parduzca del medio, o bien, la zona inmediatamente odyac.ente 
y que rodea a la zona de crecimiento puede contener una cantidad redu­
cid'll de glóbulos ro jos, pero la zona no es libre completamente de gló­
bulo e rojos. 

Beta ((?) : una zona clara incolora alrededor de las colonias de es­
treptococos, en la que los eritrocitoe han eufrido decoloroción toto.I, 
o bien, la zona inmediatamente adyacente a la zona de crecimiento está 
completamente libre de glóbulos rojo•, ésta zona se extiende hacia 
afuera desde la zona de crecimiento. 

Gamma (y) : no hay actividad hemolítica ni decoloración aparentes he-
chas por la colonia. 

Alfa prima o zona l"l1fn nmplia (o·) : un pequeño halo o envoltura de 
eritrocitos intacto• o parcialmente lisadoa adyacente a la colonia bu.c­
t•riano, con una zona de hemólisi• total que se extiendo más dentro del 
medio (6,10,12,13,14,20). 

- El mnnual de Bergcy de Determinación S!tcteriológica enfüsb. loe 
siguientes g'upos de acuerdo a : 1) su acción sobre los eritrocitos¡ 2) 
SU'!!I estructuras an1:tgénicos: 3) rceidencia a factoree ffsicos y quf­
micos: 4) reaciones bioquímicas; y son : 11) Piogénico, b) Viridans, c) 
Enterococo, d) Láctico (6,10,19,24). 

En la siguiente tabla se enlis1:an las caracterfsticas de cada grupo. 

Gt-upo 

Hemóli:!is en ASC S'X 
Crecimiento a pH 9.6 
Oecimiento en NaO 6.5X 
Solubilidad en bilis 
Oecimicnto bilis 40~ 

PIOGENICO VROANS ENTEROCO<Xl LACTICO 

" NC 
NC 

NSOL 
NC 

s 

" NC 
NC 
V{l) 
NC 

" " .r e 
e 

INSOL 
e 

".r NC 
NC 

INSOL 
e 



Grupo PIOGENICO VRIJANS ENTEROCOCO LACTIOO 

Cecimiento a 100 C 
Cecimiento a 4SºC 
Saboración de hemolisinas 
soluble• 
Formación de Carbohidrato 
grupo especifico 

NC 
NC 

Notación : NC • 1-.Jo Crec:imiento 
NSOL .. naoluble 
VAR • Variable 
+ • Sf produce 
- • No produce 

NC 
VAR 

e 
e 

NC 
NC 

0-eapec:. N-eapec. 

e - Crecirnte~to 
V( 1) "' El ~ pneumoni ae ea 

la única e.pecie 
soluble en bilia. 

- EJ mejor método para identificar los eatreptococoa beta hernoli.ti-
cos es extraer el polisacárido antigónico del eatreptococo (Carbohidra­
to C) y hacer re;:,r:-cionar el extracto con antiauero precipitante especi­
fico de grupo (14,25). 

Lancefield describió las técnica• de diferenciación set"ológiea para 
identificar loa estreptococos beta-hemolíticos en 1933. Se ha intentado 
extender el sistema de agrupación serológica a loa estreptococos alfa­
hemolíticoa, pero sólo puru loa eatreptococos de lo• grupos O y N. 

De Bcuerdo con la definición de Brown de hemólisia, loe estreptoco­
cos pertenecientes a los grupo• A/3,Cf2.F,GJ-MP.U,V, y algunos es­
treptococos del grupo O son beta-hemolíticos. Loa estreptococos perte­
necientes a los grupo• H.KN,O,Q,R,S,T y la mayorfa de los pertenecien­

. tes al grupo D son alfa-hemolíticos o no hemollticos (14). 
GRUPO A ; Esta11 b11111cteri~$ producen una gama amplia de enfermed•-

des como la escarlatina, omigd•liti•, otitia medi•, sepsis puerperal, 
infección de vías aéreas superiore•, erisipela, impétigo, ncumonfa, 
septicemia o infección de heridao. 

También produce enfermedado• en algunos ·paciente• • consecuencia de 
reacciones antígeno-anticuerpo anormi.\le• como fiebre reumática y glome­
rulonefritie. La reacción antígeno-anticuerpo anormal ea muy duradera, 
y eou-.n daños tisulaires en con .. zón o riñón. De ordinario,deapuó• de 
infección por estreptococos, lo• anticuerpo• disminuyen en el suero; 
pero en estas rcepuestas ""alérgicos~•, los anticuerpos persisten mucho 
tiempo. Su presencia. so manjfiesta por la prueba de las antiestreptoli­
sinas (3). 

En agar sangre loa colonias del grupo A son pequeña• ( 1 mm de diáme­
tro) y duras; se pueden desplazar sobre la placa sin romperae. Son de 
un blanco gris opaco, y ae rodean de una zona de hemóliaia beta (cerca 
do 2 mm de ancho). Son muy eenoibloa a bacitracina (••• ), no hidroli­
zan el hipurato, no croco a 1ociC ni a 4SºC. Ejemplo:. St.r. pyogenes. 
(3,11,24). 

GRUPO !! : Este grupo incluye tipoa olfa y beta hemolíticos, pro-
ducen coriamnionitis, fiebre puerperal, meningitia, septicemia en 
nato y mastitia bovina. 

En agar sangre producen colonias grisea, translúcid••, hemolíticas, 
eatrechaa e incompletaa. No e• sensible a bacitracina, pre$entan el 
factor CA'-'F, si hidroliza el hip.,.ato y no erece • 10°C ni a 4SªC. 

Ejemplo: St.r agalact.iae. (3,11) 
GRUPO s;;_ : Esto• eatreptococos presentan el mismo aspecto que lo• 

del grupo A. Son patógenos para los o.nimalee ~ conatituyen otr• 
rara de fiebre puerperal (3). 



Sue colonias en agar sangre son iguale• a las del grupo A. No 
aen•i>le a b.c:itrecina, no htdroliza hipureto y no crece a lOºC ni 
4!5•C. Ejemplo•: ~ SLr zooepi demi cu!!::, SLr. lfKZU1 si mt lis. ( 11) 

GRUPO º : Suelen llamane en"terococo•. Sobre agar sangre, la• co­
lonia• eon grisea, bastante translúcida• y blandas; pueden ser beta he­
rnoUticaa o caree• de poder hemolítico. EJ microorguniamo resiato e. 
temperatura de l!S()oC dUl'ante 30 min., y se puede cultivar en medio de 
"-'acConkey. Forman parte de le flora normal del intestino grueso, pero 
producen algW'!aa infeccionilH geni"tourinariaa o de heridos, y en conta­
do• caeo•, endocarditie bacteriana (3). 

No •H sen.ible a bacitracina, no hidroliza hipurato y si .crece 
10°C y a 45ºC. Ejemplo: St..r.f.aec.alis (variantes). (11) 

GRUPOS E y Q. : En agar sangre, estos eGtreptococos se presentan 
corno colonia• pequeña• que producen una zona do homófosis bota. No es 
raro encontrarlo• corno comensales en gargunta, vagina o colon1 pero 
pueden producir cuadro• patológicos en vías respiratorias nltas. Ejem­
plo: St.r .anginosus, (3,14,24). 

1.4.- St.rept.ococcu~ ~ 
1.4.1.- Oasif'te•ción. , 

Pertenece • los o•treptococoe beta hemolíticoa del grupo A de Lancc­
field. 

1.42.- Morfologfa. 
r..tcroscópk•mente son cocos redondos u ovales, que debido a su for­

m• de multipltcación, •e encuentran solos, en paros, cadenas. do cocoo 
de diplococos de longitud v•fiablo según las condiciono• do cultivo. 

La• cclulas •on pequeñas, generalmente menor de 1 micra de diámetro. 
Son grampositivo•, no esporulados e inmóviles, presen1:o.n fimbrias y 

-form• ci(psula compue.ta por ácido hialurónko. (15) 
f.Aa.croecópicarnente, I•• culonia• -do estreptococos boto. hemolftic:o son 

características en forma do punta de alfiler o de cabezo. do alfiler, 
nVden de 0.5 a l.O mm de diámetro, son translúcidas poro levemente opa­
c•s, rrub no blancas y convexa• (20), 

Hay tree tipo• diferente• de colonias : brillante, mucoido y mate. 
Colonias tipo brillante : La mayoría de las colonias de los 

estreptococo• beta hemolíticos son en forma de punta de alfiler, rodea­
das por una zona de beta homólisis completa do dos a cuatro veces el 
largo del diámetro de la colonia. Esta característica es muy importante 
para distinguir el ..,.treptococo beta hemolftico del estafilococo bota. 
hemolítico y de las entorobactetias. 

La zon• hemolfttea es usualmente limitada por la superf1c1e del 
agar, Bajo la luz fluorescente, I• picadwa será usualmente 1lumrnada, 
con una lfnoa paralela de herrtólisis clara extendiéndose a pocos 
milfmetros de cada lado de la picadura. e,t. tipo de hemólisis profun­
d• es causada por una en:tima hemolitica o>Cígeno lábil en las. colonias 
estreptocócica• abajo de I• superT1ete del agar y protegida por la 
yor parto del oxl'geno atmosférico. 

Esta homol~"1• prof...-iida ejerce un efecto lítico más poderoso sobre 
la membrana celular do lo• glóbulos rojo• y ere• une zon• hcmolltica 
tr.,,.,n9parente. Ocasionalmente, la picadc..a ea el único sitio de beta he­
mólisis producida. por el estteptoeoco del grupo A. A diferencia de la 
hemolisino. oxígeno lábil, la hcmolisina S es no inmuriogénica y no P':lª­
do eer detectada por pruobas sotológicas. A veces los glóbulo• rojo• 
•On tan hemoli.z:odos quo se puedo ver el papel impreso a través de la 

. pl•ca de agar ( 20 ). 



Colonias tipo mucoide : Este tipo de colonias en forma de cabeciUa 
de lllfiler tienen un di;im~tro de l a 2 mm, son convexas, brillantes y 
translúcidas. La apariencia mueoide es debida a un denso contenido de 
áeido hialurónic:o, un gol en lo. cápsula alrededor do la pared celular. 

Colonias tipo mate : Las colonias mucoides que tienen un• apariencia 
seca, rugosa después de 24 horas de incubación, llamadas colonias 
mate (20). 

1.4.3.- Fisiología. 
Son microorganismos difíciles de aislar y se requiere de medio• en-

ríqueddos (B-11, soya tripticaso, agar sangre, etc.) para su aislamien-
to. Son anaerobios facultativos, catalor.sa y oxidase negativos y no 
reducen lois nitratos, propiedades que los dtstinguen de loe estafiloco­
cos. No fermentan la inulina y no son disueltos por bilia, circunstan­
ci3~ que los distinguen de SLrPploeoccus pneumoni.ne. Estos microorga­
nismo-,: quimioorganótrofo-. por la fermentación de carbohidratos forman : 
d.cido láetico (que acidifica el medio y limita el desarrollo), acé~ico 
y fórmico; ctnnol y C07.. Son sensibles a bacitradna y no hidrolizan el 
hipurato (7,8,9,15). 

1.4.4.- Estructurao antigénicas. 
La figura l presenta el esquema de un estreptococo. 
8 estreptococo patógeno tiene una cápsula formada por ácido hlalu­

rónico; como ésto es un componente normal de los tejido•, no es ontigé­
nico y no hoy respuesta inmunitaria. La. cápsula •IH un factor de 
virulencia del estreptococo. En esto. matriz cap•ular oo encuentran firn­
brir..s, proyecciones en forma de vellosidades que rodean la ee1ula bac­
teriana. Están formados principalmente por ácido lipoteicoico. Esta 
sustancia reconoce receptores e•pecíficos en la• ce1ulaa epiteliale• y 
es otro factor de virulencia relacionado con el mecanismo de adhesión 
del microorganismo del epitelio. B ácido lipoteicoico, diferencia 
del hialurinidato, es antigénico y se pueden reconocer anticuerpos 
contra e1. Existen también diversos componentes protéico• en la pared 
de la bacteria, los cuales se resumen en el cuadro 1. (11) 

1.4.5.- Toxina• y enzimas. 
C.uando se cultivan estreptococos en medio fluido se liberan diversa• 

sustancias, toxinas y en:r:ñnas con gran variedad de acciones biológicas. 
8 hecho de que on el suero humano de individuo• que han sufrK:fo in­

fección por estreptococos exi~tan anticuerpo• contra esaa sustancias, 
prueba que so generan t1111mbién .. in vivo•• y abre la posibilidad de que 
tengan cBpacidad patógena. (11) 

La. diversaa sustancias, toxinas y enzimas producidas por el estrep­
tococo y los o.nticucrpoe que producen ee resumen en el cuadro 2. (15) 

e 



cell.dar. 

Figura 1.- Estructwa esquemática del estreptococo grupo A 
beto hemofítico. (11) 
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OJadro 
hemoUtico. (11) 

.- Componentes del Estreptococo grupo A beta 

COlvPONENTE 
Cápoulo. do 
hcido hinluró 
nico. 

Acido teicoi-

Protofnes. 
M 

fvtAP 

T, R 

Carbohidrato 

M.icopéptido. 

f.Aembrenn celu­
lar. 

COMPOSK:ION 
Polfmcro do 
N-ucetilgluco­
!mmino y Acido 
glucourónico. 

Polímero de 
alfn glicero­
fosfato. 

Proteína 

Pro~eíno 

Proteína 

Polisachrido, 
rnmnoea com­
ponente prin­
cipal. 

Polfmero de 
ócido N-ece­
tilmurámico. 

Proteína:s, 
lípidos. 

CISTRl3UOON 
Cápsula de la 
mayoría de ce­
pas grupo A y 
ulgunaa gpo. C. 

Fimbrias. 

Antígeno tipo 
eepccífico. 
Verins protci­
nn~ asocindas 
• M. 
Antígenos de 
la pared. 

Parte integral 
do la pared, 
por abajo de 
lo.e proteínas. 

Copa interna 
de le pared. 

COr.El'ff ARIO 
Efecto entifogo­
cftico, 
B euero humano 
contrarresta ese 
efecto. 

Adherencia e 

Efecto nntifago­
citico. . 
Efectos poco de­
finido:s. 
Antígenos . 
Participen en 
reacciones de 
aglutinación. 

Antlgeno de gru­
po. 
Factor tóxico. 

Exoesqueleto. 

Membrenn limi­
tante de proto­
plestos (L). 

Cuadro 2 .- Toxinas y enzimas estreptocóccicaa más importantes y 
su correspondiente anticuerpo. (15) 

TOXNA O ENZMA 
Acido hialurónico. 
Alfahemolisinn. 
Desoxirribonuclea5os. 
Estreptoquinaso. 
Estreptolisina O, 
Estreptolisina S. 
Hialuronida.sa. 
Leucocidina. 
Nícotinamido-Adenino­
Dinucleotidasa. 
Ribonucleosa. 
Toxin• eritrogónica. 

ANTICUERPO 
Sin poder enttQénico. 

Antieatreptodornaaa. 
Antiestreptoquinasa. 
Antiestreptoli•ina O. 
Sin poder an"tigénico. 
Antihialuronidaaa. 
Antileucocidina. 

Anti NAO-osa. 

Antitoxina. eritro!)énica. 
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1.5.- Aielarniento. 
L. flor• de la regHin faringe• preaenta problemas pciculiart.>::i puni. ol 

aisl....-.,to e kfen1ificación de microorganiamoa, tanto por lo que aeº 
refiewe • lo• componentOIHI d• la -flor• nornial, como a loo microorganls­
moa con acción patogénH:e. 

Ea importante recordar que alglS1oa microorgani8mort tienen copncidad 
petogónic• definida y su presencia ... un indicio claro de enfermodadea, 
en t•nto que otro•, ll•maidoa .. opor1uniataa ••, guardan una pCJ.'lickin 1\m­
bigu. y p~en encontr•r .. t•nto corno component- de la. florit nonna.1, 
corno •90ciadoa • proc•so• patológico•, causado• por otros microorga.nir.­
mo• que aon lo• verd•dero• reaponaablea (por ejemplo virus J. 

Loa método• utilizado• deben eeleccionarae de tal munora. que permi­
ten t•nto el •ialarnt.nto da microor.g•nisrnoa grampo.itivos como d~ gram­
negativos, ademáa de detectar algwto• otro• agente• específico• de en-
ferrnedadea. . 

L. Selección de wt ••quema de aialamfento • identificación se deberá 
llevar • cabo de acuerdo con laa neceeidadea y la orientación propor­
donada por el clfnicO, o bien, de manera que permitan un cxámll!!ln amplio 
da I• flora far!nge•. 

B aislamiento do grampositivoe ee deberá orientar al cultivo de es­
treptococos y eatafílococoe y determinación de sua caractcrlsticaa de 
hemólisia. (16). · 

Loa estreptococos deben diferenciarse e identificarse por varioe 
:zonea. Aproximadamente, el 357! de todns· las infecciones de los vías 
respiratorj<11a aúperioree son cousadae por estreptococos bnta hemolíti­
cos: de las restantes, algunas ~n cou:sadas por virus, 

Dado que no hay signos o síntoma15 clínicos porticu1aro:1 aaocia<loe 
con los. infecciones de las vías respiratorias superiorea por estrepto-
cocos, o por viru.,, el cultivo y la confirmación de la presencia o la 
ausencia de eatrcptococoa beta hemolíticos ea el único método pcua do­
terminor la caul'a de la enfermedad. (14). 

El estreptococo puedo estar presente en gran número como componente 
do lo floro normal, pero bnjo ciertas circunstnnciae puede er.ter &!!o­
ciado con infecciones o eer el responsab1e principal de los mismas. a 
aialam"3nto de eo1:ns bacteria• presenta problemas pr.rn los laboratorios 
bacteriológicos en vista de que 09e microorgnniorno puede encontrarse en 
diforentos partes del organismo, y por. lo tanto mezclado o. otraa bncte­
rins que entorpecen «SU desarrollo en loa modioe de cultivo, o bien, en­
mascaran su presencia, 

Obtención, tronl!lporte, enriqueci:mincto y conservación de la• 
tras. · 
15.1.- Obtención. 

a) Hi!iopoa i Existen variaa "clase• de hisopo• para obtener mue8ttat1 
de la garganta, de lel!liones cutñnoa• y de heridae. 

Se hn dicho que las substancias tóxicas de los hisopoo de algod6n 
pueden matar algunos de la• bacteriae, pero no ae ha subs.tanciado 111. 
b9se para esta preocupación. Estudio• en que se han comparado las h1sa11 
de recupernción de es1:rceptococoe de hisopos hechos de algodón, dacrón, 
fortrol, alginato de caldo y alaodón trA:tado con fibrae do alcohol po­
livinílico no muestran diferencias apreciobles en loa niveJea de recu­
peración. En consecuencia: pueden utilizarse fo15 h~opoe más económicos 
ditponiblos. (14) 

bJ Cultivos de la geronnta : La f'1gtA"a 2 muestra el procedimiento 
cOrrocto para obtener un cultivo de garganta. 

Pnra obtener reoultadoo óptimo• deberán tomunie laa muestra• nntea 
dol inicio de la. terapia ontimicrobi11na y de loa oi"!:ioo afoctadoa. (115) 
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Faringe posterior 

Amfgdalo. 

Figl#'a 2.- Toma do muoatro. de un e,.;:ududo f~rfngoo, (15) 
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Se inclina haci3 u.irás le cabeza del paciente y se ilurñna biet1 la· 
garganta. Se empuje.. lo lengua hacia abajo de rnódo que pueda obeervwae 
la parte posterior de la garganta. Se frota el hiac>po de ..... -. e.jo 
contra la parte poatcrior de la garganta y CC>htra cualquiiiw ~cha 
blnnca que ee !flncuentre en la zona de lae amtgd-'-· (14) 

También doberBn toca.rae otroe ai"tioe afectada. de la f.,.iftge y 
genernl, cualquier tírca que manifieste signoa de inflamación exudados y 
úlcerae, procurando no tocar con et hisopo la leng,.a. labios, ni los 
otros em.exos do lo. cavidad bucal del paciente. 

E~ prc+r~rible emplear dos hiscpoa, con el prin'Mwo haga fro'tia y 
'!"I fiOUt~-do siembre el producto en loa tnedtoa adecuado•. 

El tiempo máximo pera hacer lae 1'iembt'ea aerá de 1 a 2 hDf"as después 
dt"l la r~.ccl~cción del material cHnico, salvo c~ se utilicen medios 
de treneporte:. (16) 

Lo!!!! doc errores más comt.slea que dan lugw a ~.. trt.decwadae 
son: 1) Pasnr el hisopo por los tejidos de ta I~ o de la ........ en 
lugar de 1.-.. faringe, y 2) Exponer inadecuadamente • la fwinge. ya ~ 
ésto debt'.lrri eoi.tu "ldeicuadamente expuesta e ifunWtada. (13) 

e) Cult.voa de piel y herida• : La ptel CQn costra .., retira •aél>ti--
cnmente con un oc.calpelo e11téril. Se limpia la a..ión con a- y -
prcsiom.• firmomon1:~ el hisopo contra la lesión. hitcieindofo oir• .obre 
toda la superficie de la l~n. Lae heridas pueden tra1:..-ae de la mils­
ma manara. Se sopar., la. co•tr• extefn• y ee S.boduce el hillopo en la · 
parte mós prof\M""tdo. de la horida, teniendo cuid.Bdo de no deegarrar la• 
membranas. (14) 

d) Cultivos de nBriz : Loe cultivo• n••alee deben 1:0_... con un 
alambre -flcxiblo oatérit con plll"\tll de algodón. El he.opo puedo- húmede­
cene con agua estéril o nolucidn salina entes de introducir-fo. La p&r1-
ta de fa nariz ne levanta con t.Wlll m«no, y et ~ .e fttrodttce suave­
mente B lo lurgo de\ pitio de la cavidad nanil, por debajo det comete 
mediano, hasta llegar a la pared -fartngea. No debe ~ ... la fuerza; ei 
•• encuontra alguna ob.trucción, el cultivo naao.f~ . no pU9de t.o­
meree de eae lo.do. (13} 

152é r!~i~To,º~;· transporte del hiaopo a! · labore1:orio bectcriológtco de­
pende: 1) de la fuente de la muaetra, 2) del t;.....po 4'mi MI eap1Wa qlM" 
la rnue!Stra esté en tránsito, y 3) de l•• idea• 6al mifclico ._. remito la 
mue-tra y del direct_or d.. labot-atorio, .. decir. e&. ._. b9et--. ~ 
consideran que son patógena•· d• lae 'ria• r ... atc;w-;.. -.pcrior99. 

Si loe e11treptococoe eon lo• únM:oe origaniemoe P9tógen.o. 4o1e ee bua­
cen en loe hisopo•, puede utifizene el •t..,.. de tt_._epon.o deacrito 
_,, el cuadro 3. 

Si -se e-apera que no traftacl#ran má• de 2 hol"- ..tr• .. ""°"""'"to de 
obtenci6n do la mue111:ra en el hisopo y el momento imt ..- Mte ae ex.ami-
na en el laboro.torio, no e• n-.ceaario adoptar pr~ ~. 

l...o• e11tr~tococoa •obrevi...,.., bien ien Wl modio seco. (13,\4) 

15.3.- Enr~ec:imicnto. 
E3 tran•porto .de lo• hie:opo• en 161 rTMtdio ele ~to al#'r)ente 

la recuperacKsn de estreptococo• bota hemca.litico•. e emiqueeimiento 
11e hac:o colocándolo• ..., un f'!Mdio cMo c:aldo d• eútiifo ..... -.to ..., ~do 
determinado (4 a 24 horas) antea de sembrarlo• era p!ac: .. d9 ..... 
sangre. OJalquiet buen• base do caldo de W,-fuai6n oa m1.tisf-=:toria P•• 
.t eanr¡q.....cimiento. U. inftnión d• ceret.o c:oraa:6n, la infu.idin 4- 80)'a 
y triptica.aa, la infusi6n de T odd-Hewitt y la infuriiiicSn do coraz61'1 .on 
algunos de loe caldos de cultivo utilizadoa comúnmente. 
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Se han uti\i::ado inhibidores selectivos talco cri•tal violet111 
(1 ,_.g/ml), neom1cino (30 µg.'m\) y gentarnidna (5.5 µg/ml) satisfacto­
riamente como inhibidore~ en medios de cultivo de caldo o de agar 
gre. Se ha comunicado la utilización de bases de agur y de caldos d<i:t 
cultivo con una combin<'lción de inhibidores selectiYoe, tales como el de 
colistina-licido nulidíxico '/ el de gentnmicino-áddo nalidixico pare 
aislar los e~trepto.:ocos de hisopos altomente contaminados. (14} 

Cun.dro 3 .- t .. lc"'todos de transporte para hisopos con estreptococos 
(i-'j.J 

Perfodo do tn:in!>ito 
O a 2 horut! 
2 a 24 hor;:,u 

1 n VUrlOIS dítnJ 

1.5.4.- Cons~rv>:tción. 

Sistema de transporte 
l~inguno 

Medio de transporto de 
Stuart o de Amies. 
Silica. gel 

La mayoría de, los estreptococos sobrevive durante varios. meses en 
E:.gc.r sangre bien tapetdo y coneervedo a 4° C. Son excepciones le cepas 
n~umocócicoc y algunas ccpao viridnne quo no sobreviven mcis do uno se­
mana. Ninguno. cepa de f'Jatreptococos sobrevive bien en caldos de culti­
vo, olgunns mueren yo. n los 3 o 4 días. Todos los estreptococos taobre­
viven de 1 a 2 años congelo.dos en sangre a -70°C y durante 20 años si 
están liofili:r:adoe. (13) 

1.5.5.- Exá.mcn directo. 
El exúmcn de los muestras recibidas en el laboratorio microbiológi­

co comprcnc.le do"' tipos de procedimientos generales. 
Primero, el oxómen directo en una exton s.ión teñida o sin teñir y, en 

segundo lugar, el cultivo de los medio:!: adccuqdos. (4) 
El exñmcn directo de mucetros de garganta. y neri:z tiene poco valor 

para identificnr estreptococos patógenos. Los no pntógcnos son habitan­
tes normalc:: de és'tn'!!I ñrens y no difieren de loe patógcnoe en su for­
ma de teñirse ni en ou morfología ct!!lular. (l3l 

Loe frotis hecho:i; n partir de raspado!: f3ringeos o de exudados pu-
rulentos frecuentemente muestren mEÍs bien cocos aislados o pares de 
ellos que cadenas bien definidos. 

Los frotis de culti ... o en cuido de exudado faríngeo pueden ser teñi-
dos después de 2 o 3 horas de incubación con el anticuerpo específico 
fluorescente grupo A, para idontificoción más rápida de loe estreptoco­
cos del grupo A en los casos clínicoi:i o en los portadores. (10) 

1.5.6.- Cultivo. 
Como ae mencionó nnteriormente, los eetrt!ptococoe son selectivos 

cuen'!:o a nus necesidades nutritivos. Lo infu:!.ión enriquecidES de o.g~r y 
celdo. como ~oya tripticase, la infusión cardiaca, el medio de Todd-He­
witt o la peptona proteosa eon los que deben usarse. &tos medios están 
libres de azúcares reductores, a.ustoncios quo influyen en IR expresión 
de le betn hemólisi9 de los estreptococos. (13) 

Este microorganiemo se aisla de naeofaringe, foríngo, pus, expecto-
ración, líquido cefalorrnquídeo, le!!ionos de piel, oxudodoe, orina, 
sangre y algunas veces de leche. 
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Para el primoaialamiiento se recomienda utilizor un caldo ~nriquc:ei-
do de loe mencionados arriba, en el cual se coloque el hisope le. 
muestra y se incube a 37°C por un e:spl!lcio mínimo de 2 horas y un mn,.:1-
rno de 4 horas, Después de ésto se quita el medio en exceso del hisopo y 
se eiernbr• en '-'1a placa de agar oangre de carnero al 51., se es!ria f¿. 
caja con un aaa bacteriológica y con la misma se hocen picaduras en ul 
medio, en un ánge.Ao aproximado do 45ª poro poner de manifie~to lo hemo­
liñia O. Tftmbión pueden aer cultivodoe, depositando el inóculo direc­
tamente en fa placa de agar sangre de carnero al 5%, inmadío~11rnen~c 
detSPuéti de su obtención. (15) 

Se incuban I•• placaa en posición invertida con loe mediot'l hacia n-
rriba a 37-C y ee examinan a intervaloe de 24 y 48 horas, se obi;,:ervo le 
morfología colonial. (4) 

Tipicamente, deepuée de 18 B 24 horas de incubación on ogor eimgrti, 
las colonias de estreptococos g,.upo A eon pequeñas, elevada!!, de 0.5 mm 
de diámetro, transparentes o tran:dúcidais, a vece$ opaca:s, eupcrficie 
ltea y borde entero, duras y secne. 

Están rodeadas de una zona bien definida de hemólieis total, gunc-
rafmemte de diámetro del doble al cmidruple del de In colonifi minmo. 

Tienen la caracteríeUca de que al tn~lltor de levontor/aa con el 
bacteriológica, reebalan sobre el medio. 

B aepecto de faa colonias depende marcadamente del modio ueodo, y 
no toda• las características colonioleis ee manifieatan en un solo mo­
dio. (13,18) 

1.5.7,- klontificación. 
De11pué• do obeervar la mariología colonial sa pueden hace,. pruobns 

microbiológica• baaadaa, en eu fisiología, eu sensibilidad y/o 
racterl.tica• antigénicaa. 

Bttaándoee en eu aenaibilidad ee realizan: 
I) - Ptueba de Jo Becitrncina. 

- Pruebas del Sulfomctoxa:sol-trimetoprim (SXT). 
De acuerdo a au fiaiologío: 

I I) - Determinactón de la prcisencia del factor CAPvF. 
- Hidrdlieis del hipuroto de sodio. 
- Hdrdlieia de eisculina en pnoeencia de bíliis al 4'X. 
- Capacidad para del!turollar en p,.e1Sc"ncia de NaO al 65%. 

Po,. eu• caracterfsticae nntige""nicae: 
I I I) - Prueba de p,.edpitinas. 

- Coaglutinación. 
- Aglutinación con látex. 
- Contrainmunoelcctroforesis. 
- hm'-'1ofluoreacencia. 

I) a.- Prueba de la bacitracina. 
En 1953, ""-xted observó que eatreptococoa del grupo A oran más 

•iblea que lo• demá• bet• hemolftfco• • W1 rango dotenninado de 
centración de bac:itr•cma (0.02 • 0.04 Wlidade•). 

Para , .. lizar de m•nor• convonient• la prueba de la bacitrQcina 
recorniend• seguir I•• ajgutente11 instrucciones: 
1. Emplear diaco• diferenciales y no de au•ceptibilidad; habui que 
QUl"ar•e do adquirir dfacoa que conteng•n de 0.02 a 0.04 U y no do con­
contracionea mayores: loa disco• qtle .. utili:ran .para la prueba · de 
euuceptibilfdnd poseen una concentrnción elevada para diferenciair entre 
estroptococoa del grupo A y lo• demáa. 
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P.ra ea prirnoaiafamiento se recomienda utilizar un cnldo enrk:;ueci-
do de fo e mencionados arriba, en el cual se coloque el hisopo con b 
mueetra y ae incube a 37oc por un espacio minimo de 2 horas y un rmb:i­
mo de 4 hor1111, Después de ésto se quita el medio en exceso del hiDopo y 
M aienlbra en ..,a placa de agar sangre de carnero al SX, se estria la 
caja con ....., asa bacteriológica y con le misma se hacen picadurne en el 
medio, en un dingulo aproximado do 45° pe.re poner de manifiesto li.t hemo­
IM• O. También pueden aer cultivados, depooitando el inóculo direc­
tamente en la placa de agar sangre de carnero ol 5%, inmodiutarnf"lnte 
despuéa de su obtención. (15) 

Se incuban lea placa• en poaición invertido con lo1J medios har.ia 
rriba a 37ºC y ee examinan o intervalos de 24 y 48 horas, se obBervn lo 
morfología colonial. (4) 

Tlpicarnente, deepuée de 18 a 24 horaa de incubación en ager sangro, 
laa colonñ:I:! de eatreptococo~ grupo A eon pequeñe.s, elevedas, de 0.5 mm 
de diámetro, transparentes o translúcid!!ls, a vece::l opaco-s, superficie 
lisa y borde entero, duro11 y eeca11. 

Están rodeadas de una zona. bien definida de hemólisis total, genc-
r•lmemte de diámetro del doble al cuádruple del de la colonia miemo. 

Tienen la caracter(stic11 de que al trettAr de levantarlas con ol 
b•ctoriológic11, resbalan aobre el medio. 

8 aspecto de las colonias depende marcedemen1e dol medio U!'lodo, y 
no todas las caracteríllticas coloniafes ae manifiestan un solo mo-
dio, (13,11!5) 

1!5.7.- &dentificac:ión. 
De11puéa de observar le morfología colonial iso pueden hacer pruebas 

ca-~~~':,~~~1!~ª:nti==Tcct.':.~ . en eu fisiología, su senoibilidod y /o 

Basándose en su seneibilidad ae realizan: 
I) - Prueba de la Becitracina. 

- Pruebeie del SuHametoxe:sol-trimetoprim (SXT). 
De acuerdo a su fieiologfa: 

I I) - Determinación de la preacncia del factor CAP...P. 
- t-idrólisis del hipurnto de sodio. 
- Hidróli11is de csculina en presencia de bilis al 4X. 
- Capacidad para deearrollar en prese"ncia de NaO al 6.SX. 

Por aua cerocterfatica11 eni:igénicas: 
l I I) - Prueba de prccipitinas. 

- Coaglutinacidn. 
- Aglutinación con látex, 
- Contreinmunoelcctroforesia. 
- hmunofluorescencia. 

I) a.- Prueba de la bacitracinn. 
En 1953, Maxted observó que estreptococo• del grupo A eran más 

aiblea que lo• demás bet• h...nollticoe • t.-t rango determinado de 
centración de bacitr•cina (0.02 a 0.04 wiidadea). 

Para realizar d• man•r• conveniente la prueba de la bacitra.cina 
recomienda seguir I•• •iguMntce inabuccionee: 
1. Emplear disco• diferenciale• y no de auaceptibilidad; habr• qUo 
gurarae do adquirir dt.coe que contengan de 0.02 o. 0.04 U y no do con~ 
centrnciones mayore9: los d'9coa que .. utilizan para la prueba · de 
susccptibiltdad poseen una concentración elevada para diferenciar entre 
e~1:ro13p'tococoa dol grupo A y loa damáa. 
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2. Se recomienda emplear un inóculo abundante de tal cultivo pwo pue•, 
de otro modo, la'l.i cepa!ll de c5treptococos qUe no pertenezcan al grupo A 
podrían aparecer como oensiblcs a la baci1:racina. 
3. La prueba ha sido diseñada para realizarse en cultivo• puros y no 
mixtos: el uso de discoo diferenciales en pl•c•• primarias inoculada• 
con hísopos do foringc, 1!:ólo ha permitido lograr un ?"0% de precisión 
la identificación del m1treptococo del grupo A. 
4. La prueba oo:tá destinada a diferenciar estreptococo• bota hemollti­
cos. Debo de1:f!"rminarse el tipo de hemólisia porqucs mucho• estreptoco­
cos: ..,ff.t hernolfticos, incluso los neumococos, 900 •enaible• a la 
centración diferencial do bacitracina. 
5. Interpretar como positiva la prUóba cuando exiota cualquier zona de 
inhibición, ind•.•pondientemcnto de su tamaño. 

Pora efectuar In lectura de la prueba, deben •Plicarse loa siguien­
te.,: criterion: (a} toda zona do inhibición, cualqUf.eira que sea su d;.[­
metro, indica que el cultivo es sensible, (b) la ausencia de zonas de 
inhibición (cr.,cimionto hasta la orilla misma del disco) significa . que 
el cultivo os. rosi,,'ten'te. 

tvbxted no c .. p~c-ificó quo la zona debía tener tal o cual tamaño; ade­
más, no ee conocen datos experimentales que digan que los diámetros do 
lo z:onn deba.n medirse con el fin de diferenciar • e•treptococoe del 
grupo A do loiJ demás. 
6. Utilizar unn base do agar de infus'6n con un SX de sangre de 

La prueba de ba.citracina se realiza de la siguiente forma; 
Se toma un inóculo abundante ( de trea a cuatro colonias de un cal­

do incubado duronto toda la noche ) de t.rt cultivo puro de eetreptoco­
cos beta hemolfticoe y tie estría en agar de infuaión con SX de sangre 
de carnero. Una vez colocado el disco, ee incl.ba a 37ºC y, al dfa si­
guiente, ee efectúa la lectura e interpretación de la pl'ueba. (Fig. 3) 

Se debe tener pretJente que otras cepos de eatreptococoe beta hemol!­
ticos distintas del grupo A también pueden producir uru1 reacción poet­
tiva, por lo cual el informe de laboratorio deberá decir: ••identifica­
ción presuntiva do oatreptococoa beta hemollticoa del grupo A por baci­
tracínet 0 o .. ostreptococoa beta. homoliticos no pertenecientes al grupo A 
por bacitracina ••. (17,20,26,31) 

b.- Pruebas de SXT. 
Los eatreptococoo bota hemolíticos do grupoe A y B muestran un pa­

trón de resistencia cuando sa les hace crecer con un dieco que contie­
ne 125 mg de trimetoprim y 23.75 mg de sulfametoxasol; por au parte, 
Ja mo.yoria de laa cepas do los grupos C, F y G •on susceptibles. 

8 procedimiento y lectura de ésta prueba aon análogos a los descri­
tos para la bacitradna con la única diferencia de que el medio se ela­
bora con una base de ogar de tripticasa y soya. (18;21,31) 

II) c.- Determinación de la presencia del factor CAPwF. 
El fenómeno provocado por ef factor CAl-IP' (protelna extracolular tcr-

mocstable producida por estreptococos del grupo B y, be.jo cicrto11 con­
dfcionee, por algunos miembl"o• del A), fuá descrtt'o en 1944 por los in-
vestigadores Olristie, AtkS,s y M.anch-Potereon, cuya contribucidn 
reconoce en las siglas CAM>. 

B factor CA~ intenaifrca la actividad hemolJ'tica do hemolis"1a be­
ta do Sl.aphyloco¡;eur .:\Ul"S:U!: cuando ésta actúa aobre eritrocitos de car­
nero o bovino; tal propiedad ae utiliza para identificar a estreptoco­
cos del grupo B 
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b. 

d. 

FigLWa 3.- Procedimiento e interpretación de las pruebas de 
eibtlid•d • bacitracina y CAr.-p. 

1 Disco·A de Bacitraeina (0.02 a 0.04 U). 
2 Dirocdón de las e•tría• de SlrepLococcus beta 

hemolítico. 
3 Estría de St..aphyl ococcus .z!Ureus beta hcmoltttco. 
4 &tría de St.rapt..ococcus beta hemoHtico. 

b. ~ beta hcrnolltico grupo A presuntivo por bacitrac:intll 
e. ~ beta hernolftico gropo B preauntivo por CAMP. 
d. ~ beta hemolítico diferente del grupo A y B Por be.­

citracina y CAMP. respectivamente. (15) 
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Ln prueba. se e-f~c1:úe trazando una soln estr!a del cultivo de estrep­
~ococoe en sen'?iclo perpondiculnr e una estrln de uno cepo de Staphyl o­
(~ i1l.Y!.:..._~ productora. de hcmolieina beta. Las estrías de ambos mi­

croorganismos no deben ~::itar en contacto sino aeperndao aproximadamen­
te 1 cm, como se m-ueotru en la figure 3. 

Para ruulizor lo. prueba, se utiliza, uno base de ager do tripticnsa 
y soya adicionada de sangre de carnero que he sido resuspendida en so­
lución salina. Unn ve;.: que ae ha inoculndo Ja placa, ae incuba aeróbi­
':rtmento por 18 horas. Aunque la reacción de CAlvP ocurre para loa es­
~ • ..::pto.~oc('I<"; del grupo 8 tanto en condiciones OOf"obias como anaerobia•, 
,.¡ Ju incuhAción oe- en utmá!lfora pnrciel do CC>1 , •e obe"rvnrán elg.unea 
, .. pr:-:: dd \]rupo A como CAi~ po::iitivas, y si se incUbl.'I onaeróbicamonte, 
lu~l:::-á l!r. mr:yo")r número de rcaccioneo fa/en::: positivas producidas por el 
;~uno 6 . Por ·-·s~n ruzón, fa prueba debe realizarse, on aerobioaie. 

Las lectura~ podrán hacerse desde la:s cinco o eeis horas de incuba-
16n; en urrn prueba po::iitiva, la región donde so intensifica lo lieiis 

_,·;•.imo la forma do une punta de flecha como se uprecia la figura 3. 
("JJ) • 

d.- Hidrólisis del hipurato de :sodio. 
Lns cepas boeta hf!molíticas y no hemolíticas del grupo B, poaean la 

"'zimo hipuricnsu, la cual hidroliza si hipurato de :sodio provocando la 
Í<>rmación de benzooto de sodio y glicina, como !le muestra_ en la ai­
·1uiente reoccicín : 

O-f, - NH - a-<. - f, - ONa 

o o 

H 2 0 

hipuricnsa 

Hipurato de sodio 

o-r ONa• 

• NH3 - a-ia. - ~ - OH 

o 
Ben::oato de sodio 

+ Glicina. 

La hidrólisis del hipurato de sodio so puado hac.or evidonto dotec­
tondo ta producción del benzoato de sodio o do l-1!!1 glicina. 

Pnrn dernoe'trar la presencia del benzoato de sodio ae efectúa una 
reacción con cloruro férrico al 'TX, éote precipit• protefnna, hipurato 
y benzoato; m embargo, las proteínas y el hipurato •e disuelven con 
más facilidad en exceso de reactivo, por lo tanto, la persistencia de 
un precipita.do on el caldo hipurato deepuós de añadir un excei:io do clo­
ruro férrico, indica la existencia de benzoato. 

Lo. prueba del hipurato se realiza inoculando un tubo de caldo hipu­
rato con doa o treo colonias del microorganismo •o apecho so, enseguida 
se incuba a 3S°C durante 20 horas o m:ots. D.!ispuó• de esto tiempo, se 
centrifuga el medio para scdiment•r las cc1u/as y se transfieren 0.8 mi 
del sobrcno.dcante e un tubo limpio al quo so le agregan 0.2 mr del 
tivo ncid;ficado de cloruro férrico. 

Si el precipitado quo !Se forma después de agregar el cloruro fórr't­
co persiste mús de 10 minutos, es que ne ha formado benzoato de sodio, 
lo cual indico que hubo hidrólisis y, por ello, fa' pruebai so conaidera 
positiva. 



P.r• identific•r la glicina, •e utiliza el reactivo de ninhidrina: 
-te compue.to es W1 oxidante en«gétíco que desamino grupo$ :.:\!fa art1i~ 
no•, liber•ndo NH3 y CO.z.. El amoniaco reacciona con la ninhidrino rci;i­
d .... I dando 1.#1 color púrpura. 

& ..ta prueb• ae inocula una aeada de una euspención de cultivo del 
rllicroorganiinno • investigar en 0.4 mi de reactivo de hipuruto de sodio 
•I 1~ y ee incuba di..ante 2 horas a 35°C. 

Oesp~• •e agregan 02 mi del reactivo de ninhidrina; si aparece 
cotar púrp ... a inteneo, la prueba es poeitiv•, ( 31) 

e.- 1-idróltsis de esculina en preeencia de bilis ol 4'X., 
La prueba se baan. en la cnpacKf11d que poseen ciertas bacterias, 

particu&•r lo• oatreptococo• del grupo D, de hidrolizar esculina en 
presencia de bilte al 1 o 4-X. La esculina químicamente ea un derivado 
de la cumarina (&-beta-glucóeido-hidroxicumarina ), que por su estructu-
ra pertenece a la claee de compuestos conocidos como glucósidos. 

Loa producto• de la htdrólisia de la eaculina son la glucoaa y la 
.. culetina (7,7 dihidroxicurnarina), esta última reacciona con sal de 
ffef'ro para -formar un complejo marrón osci..o o negro, lo que produce 
ennegrecimiento del medio bilis-esculina, ya que éste contiene citrato 
férrico como revelador. 

La ro•cción •• la •igutente: 

Glucosa 

esculetina 
Fe3 ... 

complejo negro 

Se desconoce la fórmula qurmica exacta del complejo de hierro forma-
do por la esculetina. 

L.u. pruebo ·so efectúe en un tubo con agar inclinado o en placa. En 
ambos ca.sos, ae inoculan en ol medio de egor bdia-esculine, dos o tres 
colonias del microorgonismo a probar y se incuba a 35ºC; lo pruebo 
positiva ei el agar se ennegrece en 24 o 48 horas, (31) 

f.- Capacidad para deearrollar en presencia de Naa al 65%. 
Esta prueba permite clasificar a loe eetreptococos del grupo D 

enterococos y no ent:erococos. 
Los enterococoa (§.... f3:ecalis y sus variedades zvmogenes y J..J...g.!::!.tlA­

~. ~ faecium y ~ durans) se desarrollan tanto en medio• líquidos 
como sólido a que se emplean para la prueba y, aunque producen la modi­
ficución del indicador on un pinzo de 24 horas, algunas cepas t:erdan en 
hacerlo hasta 48 o 7'2 hores e incluso puede ocurrir que no se produzca 
el vire del indicador • peear del desarrollo bact:eriano. Aporte de loe 
enterococoa, cerca del 80X de estreptocoCos del grupo 8 crecen en este 
mO?:dio provocando el vire del indicador; otros grupos como A, C, F y G 
on general no so desarrollan en el. 

Los microorganismos no enterocócicos del grupo D como ~ ~ y ~ 
~ulnus, así como á:.. virid,;,.n~ no crecen en este modio. 
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Cuadro 4 .- Criterios para agrupar a loe eetroptococo• cuando 
•Ófo so reoliz.an pruobas microbiológicas. (_31) 

GRUPO 
A 

B 

B 

C, F y G 

D 

D - Entorococo• 

PRUEBA MCROBOLOGCA 
Beta hemoUtico•. 
Sensibles a b.crtracina. 
Resistentes • SXT. 
Reacción de CAP.P ( - ). 
Eilis-eaculin a ( - ). 

Bota hemolítico•. 
Bacitracina (variable). 
SXT (variable). 
Reacción de CAP.P ( + ). 
Bilis-esculina (- ). 

No beta '1cmoU1:ico•. 
Reacciones eirnilares a los ant. 

Bota hemoUticoe. 
Reaccionan de 3 formas a bacitra­
eina y al SXT: 

a) La mayor par1:e de la cepa• son: 
Resistentes a bacitracina. 
Sensible• a SXT. 

b) Un número considerable de cepas: 
Sensibles a bacitracin•. 
Seneible• a SXT. 

c) Poeae son: 
Resistentes a bacitracina. 
Rel!!listentos a SXT. 

Reacción de CA,.:> (-). 
Ellis-esculina (- ). 

LA l"IWl':/:Orra no hemoUtico•. 
Algunos alfa o bota hcm0Utieot1. 
Resistentes a bacitracina. 
Reacción de CAr.P (-). 

•) Gran número d• cep••: 
Blis-esculina ( • ). 
Desarrollo en NaC al 6.S'X. 
Roeieitcnte• a SXT. 

b) AlgLr1as cepas: 
Blia-escufina ( • ). 
Desarrollo en NaC al 6.5'X. 
Sensibles a SXT. 

e) Elfia-esculina (-). 
Desarrollo en NaO al 6SX. 
Resistentes a SXT. 
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Para la prueba en caldo, se inoculan dos o tres colonia~ y se incu­
ba a 35°C. La reacción es positiva si el indicador cambia de color púr­
P'U'• a amarillo en 24 o 48 horas o cuando el crecimiento es evidente 
....,que el indicador no vire. 

En la prueba en placa, se inoculan dos o ~res colonias en el medio y 
- incuba toda la noche en una atmósfera normal o con C04 a 35°C. Lo 
prueba es positiva si el crecimiento es visible en la superficie '! 
negativa 9i no hay deearrollo después de 24 horas. 

La prueba bilis eacultna poaitiv• y el crecimiento en caldo con Nna 
al t5.5'1. confirman la presencia de enterococos. (31} 

11 I) La mejor opción que hay para identificar a loe estreptococos, 
ea decnostrar la presencia del carbohidrato específico do grupo mediante 
un• r-cción entre el antrgeno y suero correapondiento ( pruobaa scroló-
gicaa ). De esta forma ee puede detectar a cual de los 21 grupos (def:ig-
R9doe de la letra A a la W excepto la letra 1 y ..J) pertenece el · 
organii!:mo en cuestión. (25,26,31) 

0.u!ldro 5 .- Técnicas de extracción antigénica para agrupar 
lógicamente a loe estreptococos .. (31) 

NVESTIGAIX>R 
Lancef"ield 

Fulle.-

Rantz y 
Randall 

8 Kholy 

Maxted 

Ederer 

TECNICA VENTAJAS 
Acido caliento Extrae anttge~ 

nos de tipo 
protéico, car­
bohidrato• y 
ácidos teicoi-

Formamida Extrae a todoe 
caliente los antígeno!! 

de grupo. 

Autoclave Extrae a todos 
lo• •ntígeno• 
de grupo. 

Acido Relativ•mente 
nitroso eencitle. 

Enzima de Ee sencilla. 
St.rept.omyce.-
~. · 

Enzima pronasa B Ea sencilla. 
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LMTAOONES 
Es complejo., re­
quiere tiempo y 
dos ajustes de pH. 

Es compleja.. re­
quiere un ajuste 
do pH y destruye 
los antfgenos 
protéicoa de los 
grupos A y B. 

Es sencilla. 

No ee sabe que tan 
bien funciona con 
los grupos D y F, 
requiere un ajuste 
de pH. 

No extrae el antí­
geno de la mayoría 
de les cepas grupo 
D. 

No extrae bien loa 
antígenos de los 
grupos O y F. 



NVESTIGADOR 
Wu'bton 

TEO'JICA 
fv\ezda enzimá­
tica: 
~t.omycas 

~-lisozima. 

1.5.8.- Evaluación de los cultivos. 

VENTAJAS LMTACX>NES 
e. sencill•. & la más co•toaa. 
e)(.trae todos loe 
antlgeno• de 
orupo. 

La iniormueión que debe reportar un labor•torio de un cultivo posi­
tivo es: 

1) La identidad del microorganismo aislado o sc.i probable idcnti-
dad. 

2) El número relativo de microorganismos presente-.. 
Lo. estimación del número de microorganismos presente• puede reali­

zarse por cruces de la siguiente manera: 

1.6.- Patogenia. 

Negativo. 
tv\.iy escaso crecimiento. 

• &caso crecimiento. 
• Poco crecimiento. 
• Moderado crecimiento . 
.. Excelente crecñniento. 

A la infección por cstrptococos están asociadoa una diversidad de 
procesos patológicos. 

Tiilu)'en grandemente en la imagen de la enferm.dad la• propiedades 
biológica• del organismo infoctante, la naturaleza de la resp .... ata del 

hué~~d, ;f~ccci=e~• :~t~~t;tod:óci~!~·d~u!d.': "'st.~cc~Mc.tctas arbitrariamente 
en varias cateooriaa: 

A.- Enfermedades atribuible• a la invasión por eatreptococoe beta 
hcrnolíticoa del grupo A. 

1) Er.isipela. 
2) Fiebre puerperal. 
3) Infección generalizada. 

B.- Eniermedades atribuiblca a la infección local por estreptoco­
cos beta hemoUticos del grupo A )' a •U* productoa. 

1) Faringitt. estreptocócica. 
2) tnpétigo. · 

C.- Endoc:arditi• bacteriana. 
1) Cndocarditia bact.eriana aguda. 
2) Cndocarditia bac.teriana subaguda. 

D.- Otrae infoccionee. 
1) Tracto urinario. 
2) Genitales femeninos. 
3) Boca. 
4) htcstino. 

e.- Enfermedades poste•treptocócica•. 
1 J Glomerulonefriti.. 
2) Fiebre reumática. 

( 10 ,32-42 ). 



Catalaaa 

~e.@~~·• 
e:t:: •. (D- ~@· (}tt~.; 

e T ~ (1 hemoUtico 
No A y No B. 

Re•dmen ilu.trativo .- Ai.Jamiento • identifi<:•ción de Eatreptoco-
co (1 hemoUtico. (15) 
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1.7.- EpidemiC.logfa. 
Algunos estreptococos con miembros de I• flora norm•I del cuerpo hu­

mano; provocan enfermedades eolamente cuando son introducido• en .rtioa 
del cuerpo en lo• que se encuentran en condicione• naturalea. 

En el caso do los estreptococos beta hemolítico• del grupo A, la 
fuente original es siempre una persona que hospeda a cato• organismo•; 
dicha persona puede padecer una infección demostrable o subcUntca, o 
bien puedo tratarse de un portador permanente. &ta poraona puede in­
fectar directamente a otra• personas por medio d• gotita• de RUgge 
lanzadas a partir de su aparato respiratorio, puede contaminar ropaa, 
ropa de cama, utensilio• diversos; incluso puede infectar a un hué•ped 
intermediario, por ejemplo, la ubre de un• v•ca, cuya leche a partir de 
entonces provocará una disemin•ctón epidémica de lo• eatreptococo•. 

Las descarga• nasales de "'ª per•ona que ho•peda estreptococos herno­
Uticos peuecen ser l'?ls fuentes má• peligro••• de contaminación masiva 
dl!ll medio ambiente. 

El agrupamionto y la tipi-ficac:ión de lo• eatreptococoa beta he~lf­
ticos del grupo A, siguiendo el eaquema de Lancef'teld, constituye Un 
procedimiento epidemiológico valtoso par• determin•r la tr•nsmiaión de 
los infeccione•. 

Loe procedimiento• do control se dirigen contra el medto ambiente 
contaminado, asf como hacia la fuente humana qUe d• origen • dicha con­
taminación; el tratamiento de sábana•. cobertores y pi•o• con •coite 
disminuye la dispersi6n del polvo contaminado; I• ventil•ctón, la fil­
tración del aire, la radi•ción ultravioleta y el empleo de aerosole• 
•on todos procedimientos q..,. "disminuyen el número do gotita• de Flügge 
infcctantes on el aire. La leche, por supuesto, debe eer sometM:la siem­
pre a pastet.Sización. 

Debido • l•s grande• dificultad•• que pl•ntea el control de la 
taminación del •mbiente, se in•iate cad• vez más en lo• eiguiente: 

(1) Erradicación de eetreptococo• beta hemoUticos en loe porta­
dores, siempre que se• po•ibl•, y la eliminación de 4sto• de los sitio• 
en loe que pueden caU9&r dañoe de cona:ideración, por ejemplo, en las 
••la• de trabajo de parto de laa maternidad••· 

(2) Quimioterapia temprana e inten ... de I•• infecciones estrepto­
cócica• del tr•cto reepiratorio. 

{3) Quimioprofilaxis antieatreptocócica pereon•• qu-. ya han 
tenido un ataque de fiebre reunática. (10) 

1.8.- hforme breve sobre el pulque. 
1.8.1.- Definición. · 

B pulque se un llqutdo blanco, viacoao, dulce, con b•jo contenido 
alcohólico y con cierto sabor ácido, obtenido por la fermentación del 
aguamiel, el cu•I e• el jugo que se obttene del maguey. ( 44) 

1.82.- hlportancia. 
Esto. bebida posee importancia de•de vo.rios puntoe de vista 

geográfico, económico, bioqufmico y sanitario. 
Desde el punto de vista geognifico tiene import•ncia el hecho do que 

ésta planta vive con poca C•ntidad de agua anual, e•to ea, el maguey 
desarrolla en zona• semidesértic•s do I• altiplanide mexicana donde 
se cuenta con suficiente agua. 

Evita el desgaste de lae tierras inhibiendo la erosión al mantenerse 
las plantacione• en buen estado todo el tiempo. Ligado o. esto está el 
lado económico del maguey. 



B· pulque po .. • rrdtiplee euet•nciae como vit•minas, sales: minera-
1 .. , aminollicidoe esonciale•, y una pequeña cantidad de proteínas, que 
90n r.....-id•• por I• diet• del aer humano, por lo que al proporcionar 
.. ta• -tanca.ie al org•niemo, éete podría •er meno• su•ceptible ::i di­
ver- ..,fermedadee como la anemia por deficiencia de ácido fólico y do 
hierro, proporcionando mayor .. tabitdad en lae reacciono• corporales. 

1.8.3,- Orig.n d .. pulq..1•. 
Ant- def deacubrirniento de América, loe habitante• del centro de In 

Rap~k:a y• aprovechaban el maguey de diferentes. forma•, tale• como fa 
.taboración d• eue chozae, fabricación de hilos, tejido•, oecudos y 
•andalia•. B principal producto qua ae obtenía de éste, era el pulquo 
qua .. 1 .. daba a lo• reyee y peraonaa da gran autorid1;11d, puoa •u con­
ewno ·no ara per""1:ido para todoa. En la .ociedad de loa indígonaa, ha­
bfa granda• caatigoe que •• aplicaban a la gont• que negociara clandoa­
tinamenta con al Uquido, Con la llagada da los eepañoloe, el 
del pulqi.M •• extendtó ampli.mente y ae reglamentó eu comercio. 

B origen etimológico da la palabra pulque tiene varia• posibles. 
rafe ... B nombre de pulque entre loa mexicano• era •• ltz:acoctli .. o 
sea,· vino blanco, '1 cuando •e descomponía •• lo conocía como ••octli­
poliuqui .. , y como · e•to sucedra -fllicilrnenta, •• pienea qu• loe que lo 
v.ndt.n pronunci•ban la palabr• poliuqui, derivándose de éata le pala­
bra pulque que en la actualidad •• maneja. (45,47,!50) 

1.13.4.- Composición del pulque. 
L. compoaicidn qurmic:a y bromatológica del pulque varía dependiendo 

dol· lugar donde •• encuentre, sea tmacal, •duana o pulquería, aunque 
para la realización da loe estudio• •• hace una media da talo• varia­
bloa por lo que lae · eiguientos t•bl•• presentan de manera general la 
cornpoaickín del mi•mo. 

Análisie: del pulque. (45) 

Calcio 
C.rbohidratoe 
en ... ora 
Gr•••• 
Hierro 
Niacina 
Prot•ln• 
Riboflavina 
Tia mina 

Contentdo en 100 g 
0!:)07 g 
1.1 g 

43 kcal 

0.0002 g 
0.004 g 
0.4 g 
0.0002 " 
0.0002 fil 

Compoeición qu(mica d•I pulqu9. (415,40) 
Acidez: total an éc:ido "ctico 0.39 " Ag..., 
Ceniza• 
O.naidad a 1s•c 
Extracto aoco a 10ºC 
Glúcido• 
Gómaa 
Grado de alcohol 
Nitr&geno do aminollcidoe 
Nitrógeno de aminod:cidos aromático• 
Nitr&geno prot4'ico 
Protalnaa totale• 
S11earosa 

94.0 X. 

0.30 " 
0.992 " 
1.65 % 

Q.5 " 
0.55 " 
7.9 " 
0.01 " 
0.001 % 
o.os X. 

0.345 " 
0.04 % 



Composición qulmica del pulquo 
Sales minerales 
Vitamina B 
Vitamina C 

Análisis microbiológico. (45) 

S.cteria• x 10• /mi 
Levaduras x 10• /mt 
Coliforme• fecales, X en el 
total de muestras analizadas 

(cont.) 

0.32 " 25-30 Ul.tml 
6.5 Ultml 

Tinacar 
64 

166 

222 

Aduana 
36 

115 

32 

Contenido de aminoácido• en el pulque. (47,48) 

Arginina 
Fenilalanin• 
Histidina 
Leucocina 
Lis in a 
""1etionina 
Treonina 
Triptofano 
Valina 

Análisis químico, (47) 

Alcohol X en Volº GI 
pH 
Sacarosa mi /100ml 
Viscosidad en centipoisce 

Cantidad en 100 a 
2.32 .. 
2.38 .. 
1.0 g 
2.23 g 
3.43 g 
0.15 g 

1.:36 " 
0.57 ·g 
1.40 g 

Tinacal 
5.56 
3.93 

114.4 
9.12 

Aduana 
7.16 
3.73 

gr33 
13.83 

Constituyentes nutritivos del pulqUe. ( 45,46,49) 

Calcio 
Carbohidratos totales 
Caroteno (pro-vit A) 
Ceniza e 
Hierro 
Fóeforo 
Niacina 
Proternae 
Riboflavina ( vit B 

Contenido en 100 g 
001 a 

21~ 

.O.OB g 

0.37 " 
0.0007g 
0.06 g 
0.035 g 
0.37 g 
0.003 o 

FUlquerr. 
15 
61 

5.3 

Pulquería 
6.33 
3.84 

BS.36 
3.075 



2.- RJNOAMENTACION CS... TEMA. 

Loe ..tr19ptococQe beta hernolfticoe •on t1gente-a causant~• de!I vurios 

tipo• et. inf9Ccion... •iendo 1•• rn4• freeuente. la• de vf:;9,s rcn1pk4'to­

ria• .,.t ... (9,10J 

l...o• ~oorganismo• at.l•do• aon .. t.trH:o•. con diiaimetro de 0.5 

1.0 ,... U .. do1• d.. Medio de · cultivo ocaaion• atguna• Val'io.done• 

.t 1.amaño¡ frec.uent....,.,,te ••• ce1uf•• •isl•daa son ba•t.1111nte menoM• 

cuando lo• cultivo• crecen .,. con.d;cione• anaetobiaa. (8,10,13,14) 

LA rn.yor p•rte d• loa e•trepiocoeo• -.on catalaaa negativo•, fer-

.,....,t.,.. fa inulin•. no reducen lo• nitr•to• y .an solubles en !tales bi­

li•r ... Si un c•rbc>hidr•to e• fermentado, ae producen gra.ndee cantída­
d .. de 'c:ido láctico •. W. g ... (3,6,13) 

Lo• •treptococoa patd"Q.,o• crecen fácilmente en e\ fa~ratorio, po­

ro para .,....... de•.,.roUo •e nece•itan medios con ••ngre o aucro y ternpo­

rab•• corpor•I: 90n .na.,.obioe fac:uft•tivo• y nc;i. fortn•n ospora•. 

Corno grupo. cr&een a 1emper•t .. • r.aativarnente alta, 10 ° - 42ºC, lo• 

d .. grupo pióg_.o, con•tituldo• poi' P•r,bito• del hombre, tienen tempc­
ratw• óp't.,._ d• 3-r-C. (8-10) 

S. _..cuen'\ran ftntre I•• bac::t ... ;.. má• extg.,..te• en cu•rtto • nocesi­
d•des- nutrrtivae. La m•yor parte de I•• cepa• u1quieron gtuta.min•, ri­

bofl•vina, 4cido p•nto1:4"nico, piridoxin• 't btcotína j-..ito 13 ó 14 
animotlddoe. 

Loe ••trqtococoe d.el grupo A tam~én necetiit•n dct"iv.ado• do ácido• 

nuc1eic;o•. AIQun•• cepa• *" han cultiv•dc;i. .en moe.dios con hidroli:ado• de 
albúmin• o c:••ein•, c:ompl..nent•do• con vitamina• y aminoácidos. (7-9) 

Son mic:roorg¡anis.m<>~ difkil.ee de atsl•r ~ f'equirill!lndo de medio111 enri-

qyec:ido• como: ttflJ.ión Cerll!lbr"o Corazón, Sor• Triptícasa, Ag•r S•nQre, · 
•te.¡ madioe. de eultiYo dill uso frecuente _.. baoterJologC•, pero de efe­

v•do eoato. 
a pul(IU9 •• un• bebida mexieiana producto del fermento del aguamiel 

c::p.ta po ... t •mino4eic1o•, vit•min••· p..-ina•, c: ... bohicb·atoe y •lgun.ae 

proteln••· qu6 puad_.. •ttrvir de nutrionte• p•r• ~ o•troptoc.oco y por 
lo tantQ 4i e1abor•mo• e11 J'l"M)dto p•r• eJ cultivo de los mi.,mo•, obten­

du~mos bueno• roe:i•ultados. 
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3.- PLANTEAr-ENTO DEL f:f<OB..EMA 

B diagnóettco de infecciones producklae por eetreptococos bet• he-

mollticoe o• dif"=il y •Ólo •• logra en un 40 - fiO S de loe c••o•. por 

lo que un cultivo negativo no excluye totalmehte I• infecetón .. trepto-

cóci<::a. 

Por ello, •• hoce neco••rio tener un modto de cultivo que ·~te le 

po•itividad de eialamientoe y que además •ea de bejo coato • 

. Debido a la compoaición química del pulque, pensamoa que puode 

utaizado corno una base cnriQl.ICcidos para la elaboración .. de Lrl medio de 

cultivo para eatreptococoa. 
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4.- OB.ETIVOS. 

1.- FornUar un medio d• cultivo p•r•. e•treptoeoco• 

..,.t-.ndo al pulque como baae nutritiva. 

2.- Cieminuir el co•to para el diagndatico de infeccione• 

produddae por 81lte microorganismo. 

3.- Qbt., ... un aumento en el margen de eeguridnd del 

dMgndetico de infeccione• por eatreptococoe. 

4.- Realizar un eatudio comparativo do poaitividad 

entre el medio de cultivo formulado y loa mcdioa 

u•ualaa. 
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s.- HPOTESl.S. 

Si en composición qu&nic• •I pulque contien• : vitamin••· ealee 

min~ralea, aminoácidos, •lgun•• protei-ta•, carbohidrato•, etc., q&M: 

buono11 nutrhtntoe, y, ademáe •• una bebida barat• q.t9 .. puede 

guir en casi toda la República r..texicana, 'entone .. , el .. treptococo beta 

hemolítico encontrarlli todo• loe nutriente• neceearioe para desarroll•r-

so en este medio de cultivo, además de que .seuli un medio accesible y de 

b•jo costo. 
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IS.- MATERAL , '-ETOOOS Y TEOoJICAS. 

M.t.,w r 
- AlgodcSn. 
- A- y port-•• b•cteriológica. : ~ea~;~~.~ vidrio. 
- Fr•ecoe de boc• anch• con t•P• de rosca de 1 lt. 
- a. ... 
- Gr•diH•• para tubo d• •n••Y•· 
- Guantea de a abe.to. 
- Guant•• d• cirujano. 
- Haopoa .. térii••· 
- Marcador de tinta permanente. 
- Maeking tape, 
- Matrú aforndo de 10 mi. 
- M.trtiz Erlemmeyer do 1000 mi . 

. - M.trtlz &fenmeyet> de 250 mi. 
- M.ch•o Sun .. n. 
- P.pel pH. 
- Apeta• graduada• de 1 mi. 
- ~eta• gradu1111daa de 2 mi. 
- Apata• graduada• de 5 mi. 
- Rpata• Pa.tew. 
- P5peta• aerológicas da 0.1 mi. 
- Pipeta• serológicas de 0.2 mi. 
- Fraaco• gotero• do SO mi. 
- Portaobjetoa, 
- Pobeta graduada do 500 mi. 
- T.la de alambre con a~beato. 
- Termómetro de -10-a 200°C 
- Tripie metrilico. 
- Tuboa da enaaye d• 13 • 100, 
- Vaaoa da precipitado• da 500 mi. 
- Vaaoa do precipitado• da 100 mi. 
- Vaaoa de precipitado• da 50 mi. 

Material biológico : 
<Apa plM• d• Slreplococc:us ~ beta hemolítico, (GrupoA). 
c.p., p...-a de Slrept.ococc:us beta .hemolftico Gt~o No A. · 
<Apa pwa da st.rept.ocgcc:us alfa hemolrtico. 
Cepa pUra de staphyloc;occ:u- ii.Y.!:...2.Y.: beta hemolftico. 
Cepa pwa de Escherichia ~· 
Sangre· d• carnero, re• y chjyo, ••téril y de•fibrinad•. 
200 mue•tra• de oxudado farlingoo, d• pacientoa sintom3iticoe y 
a•intormiticoa. 

Equipo : 
- Agitador mecdnk:o para tuboa de enaaye, VORTEX G8'1E, modelo 

K-550-G: 
- Autoclave. 
- Bal.,,za analítica Po.E"Ta:\ modelo H-80. 
- ~l..:anza granat.;:aria. Q-fAUS, modelo Rorham Park. 
- hcubadora MAPSA, modelo EC-334. 
- Mcroacopiqi APvERJCAL OPTICAL, modelo One-Ton. 
- Refrigerador Mabe, modelo Space Une. 
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Reactivos 
Alcohol. 
Aceton•. 

Lu"º'· Azid• do sodio, 
Bisulfito de sodio. 
Crishil violct •. 
Oonuro de potasio. 
LauriJ sulfato de sodio. 
TiQUr~~. 
A e ido sulfo1:1alic:J1ico. 
Coruro de bario. 
EDTA. 
Acido nttlidfxico. 

Color~nte~ 
- Cist~l violeta. 
- Safrnnina. 

rvt.cdi"o. d<'!t cultivo 
- Baise do Agar o:angre. 
- Base de Agar sangre con •Zid• do sodio. 
- Agar sal y m111nitol. 
- Agar S-1i0. 

Excipientea : 
- Agar bacteriológico. 
- Pepton• do c••eln•. 
- Pul~. 

Solventes : 
- Agu. de•til•d•. 

Método. • 
La aiguiunte metodología ea la que so llevó a cabo P.,.• alcanzar 

loa objetivos planteado•, dividiendo el trabajo en 4 ot•p••. misma• qUe 
ae describen a continuación ~ 

EIAPA I : Obtenció'n def soporte de crecimiento. 
ETAPA I I : Selectividad del medio formulado. 
ETAPA I I I : E.t•bilideid del medio. 
ETAPA IV : Entu~yo con muestro• cl'1ic••· 

B medio r .... 1 e• el ta.miz de toda• I•• otap•• y por consiguiente d 
mejor que obtuvimos. 

En I•• 2 P'imor•• •t•p•• .. tr•baj6 11obr• en-yo y error. por lo qUO 
lo• medioa d~rito• no son loa único• que •• ro•liz•ron, aino loo rnñ 
reprosent•tivo• y de mayor utiid•d al proyecto. 

ETAPA 1 : Obtención del •oporte de crecimiento. 
S. de•wrolló I• fórmula de una base enrique.cid• on la c-uaJ crecM­

ron Estreptococo• alfa y beta hetnoll'Ucoa. st. ... phyloc~c.,!ll;. i!.YC.!tYll y 
~. t.1tiliz•ndo : •~ar bacteriológico, peptona de co•cín• y pulqu.-, 
vari•ndo I•• concentracionc• de lo• componente• haet• la obtenci6n de 
U"I crecimiento •imilar al dn la baen de agar oangre. 

32 



A) La preparacid'n de los medios fué : 
1.- F'lee.r c•d• uno de loe componentes de I• formulación dd medio de 
cultivo propue•to. 
2.- !Miucl.,. con agu• ó pulque eegún el ca•o. 

Si .. di9olv.,,te .. pufque0 ee neutraliza previamente a un pH• 7.0 
• T .5 con NaOl-t 2N. ' ::: ~::::_.e ~==1-~:r • ~5 'it~º¡,,fª;ª 1;s-:z,v.;:o: agar, 
s.- v ... t ..... c•j•• de Petri .. téril .. d• 20 • 25 mi por caja. 
S.- hoc:Mlar en cada unO de loe medio• elaborado• la• cepas. 
7.- hcubar la• cajae a 35•c ~ 2•c por 24 horas. 
e.- En lo• medio• que llevan •angra, é.t• •e agregó al medio después de 
.. trerilizarlo y dej"1dolo enfriar a aproximadamente 40°C-45"C. 

B) S. probó el •fecto de qt.- el medto tuviera o no peptona do c~uef-
na y también la diferencia entre tener pulque o agua como disolvente 

Medio 
Agar bttct•iológico 
Peptona de casefna 
Pul- (pi+ 7.0-7.5) 
Aau- d..tilada 

1 
1.SX 
l.SX 
o 

ebp 100 mi 

2 
ISX 
o 

cbp 100 mi 
o 

3 
ISX 
1.SX 

cbp 100 mi 
o 

C) S. adicionó eangre de carnero a diferente• concentro.cione•. 

Mod;o 
Agw 

~~na 
Sangre 

4 
1.51' 
1.51' 

cbp 100 mi 
2" 

5 
1.51' 
1.51' 

cbp 100 mi 
41' 

6 
1.51' 
IS>: 

cbp 100 mi 
5X 

7 
1.S:t 
1.SX 

cbp 100 mi 
6" 

8 
1.51' 
1.51' 

cbp 100 rm 
8" 

0) S. procedió' a variar la concentraci6n de peptona do ca•eha te­
niendo conetante una concentraci6n de eangr•. 

Medio 
Agar 
FJ.pton• 

""'­S.ngr• 

9 
1.SX 

º" ebp 100 mi 
51' 

10 
1.51' 
osx 

cbp 100 mi 
51' 

11 
1.51' 
1.0X 

cbp 100 mi 
51' 

12 
1.SX 
1.SX 

cbp 100 mi 
sx 

S. llev•ron como control .. medio• preplU'ado• de igu•I manera. y con 
la• misma• concentracione•, •ólo que ein .. ngr•, par• ob•etv•r el fac­
tor hern6tm.. · 

Modio 
Aga.r 
Peptonl.l 
Pulquo 
S:oi.ngro 

13 
1.SX 

º"· cbp 10<? mi 

º" 

14 
1.51' 
osx 

cbp 100 mi 

º" 
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15 
1.SX 
1.0% 

cbp 100 mi 

º" 

16 
1.SX 
1.SX 

cbp 100 mi 

º" 



EJ Se probó nuevamente la misma varusc1on en la concentración de 
peptona de caseína con una concentración establecida de eangre, pero, 
empleando eobrenndante de pulque como solvente. 

B sobrenadante de pulque se obtiene centrifugando el pulque . 5000 
rpm por 3 minuto e. · 

Medio 17 IB 19 20 
Agar 1.SX 1.5% 1.SX 1.SX 
Peptona º" o.sx 1.0X 1.SX 
Sobrenadante 
de pul.que. cbp 100 mi cbp 100 mi cbp 100 mi cbp 100 mi 
Sangre sr. sx sx sx 

También se llevaron controlea ain sangre. 

Medio 21 22 23 24 
Agar l.5% l.SX 1.SX 1.5% 
Peptona or. o.sx 1.0X 1.SX 
Sobrenedantc 
de pulque cbp 100 mi cbp 100 mi cbp 100 mi cbp 100 mi 
Sangre º" º" º" º" 

B mejor medio que se obtuvo en la ETAPA l fué el No. ll. 

ETAPA rr : Selectividad del medio formulado. 
. 1) A la base formulada No. 11 se le di6 selectividad empleando dife­

rentes agentes químicos, presumiblemente .,hibidorea del crecimiento 
bacteriano en diferente. concentraciones, buscnndo uno que inhibiera ol 
crecimiento do agentos contaminantes, como E. cql1, pero sin inhibir los 
estreptococoe, 

Se lfevo.ron siempre controles de est~rilidad y ae comparó c?n los 
medios usualea (Agar oangre, Agar sangre con arida) 

AJ .,hibidor empleado: Azida d~ sodio. 

Medio 25 26 27 28 29 30 31 
Agor 1.SX 1.51< 1.SX l.SX l.SX 1.51' 1.SX 
Pepton• 1.0X l.OX 1.ox 1.ox 1.0X 1.0X 1.0% 
Pulque cbp 100 mi en cada medio 
Azid• de 
sodio o.oosx O.OlX 0.02X 0.04X 0.06% o.oax O.lX 
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B) hhibidor .mpfo•do: B•ulfito de sodio. 

Medio 32 33 34 . 35 36 37 38 39 
Ali• 1.Sl< l.Sl< 1..Sl< l.S" l.SX 1.SX l.S" l.Sl< 
Peptona 1.07' l.OX 1.0'% 1.07' 1.0'! 1.04 1.0X 10% 
Pulque cbp 100 mi en cada medio 
a....ffito 
de sodio 0.005% 0.01% 0.02" 0.025%. 0.04% 0.06% o.oax O.l~ 

C) lrlhibfdor emple•do: Cristal violeta. 

Medio 40 41 42 43 
Agar 1.5% l.SX l.Sl< 1.5% 
~ton• 1.0~ 1.0X 1.0% 1.0X 
Pulque cbp 100 mi cbp 100 mi cbp 100 mi cbp 100 mi 
Coriat•I violeta 0.0TX 0.031' 0.05% 0.1% 

0) ~hl»idor ompl••do: O•nuro de pot•úo. 

M.dio 44 45 46 47 
Ag., 1.SX 1.SX 1.5% 1.Sl< 
Peptona 1.0X 1.0X. 1.0% 1.0X 
F'\,lque cbp 100 mi cbp 100 mi cbp 100 mi cbp 100 mi 
0ar!4'o da 
pot••io o.oosx 0.025% o.osx 0.075% 

E) hhi:Jiidor empteado: E O T A. 

Medio 48 49 50 51 
Agar 1.5% 1.5% 1.Sl! 1.SY.. 
Peptona '·º" 1.07' l.OX 1.0X 
N- cbp 100 mi cbp 100 mi cbp 100 mi cbp 100 mi 
EDTA o.osx O.OT!SX O.lX 0.12%. 

F) .,hibidor empleado: Lauril sulfato de eodío. 

Medio 52 53 54 
Agar 1.5X 1.5X 15~ 
P.,Ptona 1.0X 1.0" 1.0X 
Pul- cbp 100 mf cbp 100 mi cbp 100 mi 
Lauril eulfato 
da oodio o.001x 0.003?.: o.oosx 
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2) Se realizó wia mozc:la de inhibidore• paJ"a ver que efecto teni. 
ol crecimiento bactoriano. 

lnhibidores empleados: Azida de sodio y. Lawil sulfato de eodio. 

A) Concentraeión constante do LauriJ sulfato de eodio y concentra­
ción variable de Azida de sodio. 

lvledio 
Agur 
Peptona 
Pulque 
A%ida de sodio 
Le.uril sulfato de sodio 

55 
1.5" 
1.oz 

cbp 100 mi 
o.oax 
0.005% 

8) Variación en la concentración do ambos inhibidore.. 

Modio 57 58 5" 
Agar 1.SX 1.51' 1.5" 
Peptona 1.0X 1.0X 1.0X 
Pulque cbp 100 mi cbp 100 mi cbp 100 mi 
Azida de sodio 0.04% 0.()61' 0.04X 
Lauril sulfato 

S6 
1.5" 
1.0X 

cbp 100 mi 
0.1X 
o.oosx 

60 
1.5" 

'·º" cbp 100 mi 
0.061' 

de sodio 0.00lX 0.001'X 0.003% 0.003X 

3) Posteriormente so procedió a centrifugar el pulque para ob•ervar 
si había alguna diferencia si se empleaba of sobrenadante o el pulque 
completo. 

Para ello, se centrifugó el pulque a 5000 rpm por 3 minutoe para ob­
tener la separación- del paqi.1eto celular, el ci.Jal era eln.inado. 

Se llevó un control con el medio baso solo'. 

A) lnhibidor empicado: Azida de sodio. 

"'1odio 61 62 63 64 65 66 
Agar 1.SX 1.S" 1.51' 1.51' 1.51' 1.SX 

·Peptona 1.0X 1.0X. 1.0X. 1.0" 1.0X 1.0X 
Sobrcn1111dante 
do pulque cbp 100 mi 'en cada medio 
"Azida de 
sodio º" 0.02X 0.04% 0.061' o.oex 0.1% 

3b 



Medio 61' 68 69 70 71 72 
Agar 1.5:1: 1.5:1: 1.S:t 1.SX 1.S:t 1.SX 
P.pton• 1.0:1: 1.0X 1.0X 1.0X 1.0X 1.0% 
Sobren•d•nte 
d• pulqlNI cbp 100 mi en cada modto 
Beulfito de sod~ º" 0.02X 0.04X º·°"" 0.0BX 0.1% 

4) S. •gregó eangre • lo• modios y •e probó el Acido Nalidíxico como 
inhibfdor en do• rnener•• diferente•, utilizando el medio base formuf~do 
No. 11: 

liz•r. 
AJ Agregendo el Acido n•lidíxico al medio base y despuón esteri-

8) &teríliz•ndo el modio baae y despué• agregar el Aeido nalidf-
xico. 

A) S. •greg•n todoa loe re•ctivoa y de•PUÓ• so esteriliza a 15 lb: 
ina. I 15 ,.W,utoa, .. .nfrr. • 40-45°C y ao •wego I• aangre. 

Medio 
Ag• 
Pi.ptona ....,_ 
AcK:lo nalidlxico 
Stmgr• · 

73 
1.5:1: 
1.0K 

cbp 100 mi 
5 µg/ml 
s.: 

74 
1.S:t 
1.0X 

cbp 100 mi 
50 µg/ml 
s.: 

S. llev.ron control•• con loa medio U9Ualoa. 

75 
1.S:t 
1.0X 

cbp 100 mi 
500 µgtml 
sx 

BJ So realiza ol medio base, "' 8*teriliz• en autoclave a 15 lb1 
.in2. /15 minuto• y después •o adiciona el Aeido no.fidfxieo, se enfría 
40-4S•C y .. agrega la sangre. 

M.dto 
Ag• 
Aepton• 
F\d-
Acido nalidíxico 
Sangre' 

.,., 
1.S:t 
1.0X 

cbp 100 mi 
5 µg/ml 
sx 

.37 

77 
1.S:t 
1.0X 

cbp 100 mi 
50 µg/ml 
5" 

78 
1.SX 
1.0X 

cbp 100 mi 
500 µg/mt 
sx 



C) Variación en las concen'tracioncs de Acido nalidfxico en el rango 
comprendido entre 5 µg,-ml y SO µgtml, adicionándolo después de esteri­
lizer el madio bese formulado No. 11. 

Se llevaron controles con los medios usuales. 

Medio 11 76 79 ªº 81 82 83 
Agor 15% 1.SX 1.5" 1.SX 1.5" 1.SX 1.SX 
Peptona 1.0% 1.0% 1.0X 1.0X 1.0X 1.0% 1.0X 

.Pulque cbp 100 mi en cada medio 
f'..>.ddo n:=t!id::::ico (µg1ml) 

o 5 'º 20 30 40 50 
Sa.ngrer sx sx 51. 5% sx sx S" 

Con todo~ ostos ensayos, se considera corno medio ftnal el medio 
No. 80, el mejor, y queda formulado de In siguiente manera: 

r .... Jodio 
Ager bacteriológico 
Peptona de caseína 
Acido nalidfxico 
Sangro 
Pulque 

ETAPA III : Estabilid1Jd del medio. 

ao 
1.sx 
t.OX 
20 µg/rnl 
sx 
cbp 100 mi 

Se preparó un Jote do 30 cajas de medio de cultivo y mantuvieron 
refrigeración en una bolso. de polietileno cerrrada. 

Se inocularon la• mismas cepas a diferentes perk>dos de tiempo \ du­
rante un mes. 

Esta prueba es con el fin de determinar el deterioro del medio de 
cultivo formulodo por el almacenaje a través" del tiempo. 

ETAPA IV : Estudio comparativo del medfo y ensayo muestras 
clínicas, , 

Se realizó un estudio comparativo del medto formulado con ro•pccto 
los modios usuales (Agar sangre, Ago.r sangre con azida y ademá.s el mo­
dio booc formulado sin inhibidor) sembrándose 200 muestra• de Exudado 
Faríngeo, observando las características morfológica• y fiaioldgicac de 
las bacterias aisl11das, asf corno au concentración relativa en Ja 
tro, en ca.do medio y sacando el porcentaje de aHllamiento. 

Técnica. 
lJ Toma de muestra. 

Se obtienen muestras de exudado farlngeo do personas asintomá­
ticas y sintom•ticaa en condictone• aacíptieaa, frotando fuertemente I•• 
amígdalas y la :z:ona posterior de fas mismas con un hisopo estéril, cui­
dando de no tocar la lengua ni mojar el hisopo con saliva, utilizando 
obatelenguas para fijar la lengua y descubrir adocuodamente laa amlgda­
laa. 

::.113 



2) Siembra y c:ulti1fo • 
.$cimbrar en lae pJacoa: f\.todio forrnul:ado No. 80, Agar sanara con 

20 µg.1,..., d• Aciido n-.lidfxic::o, Agar sangre, Agar sangre con azido y Agar 
..t y rnanitol, d19p.:nitando un inóc:ufo con et hi•opo . y rcali:t:ar e-strf~5 
en tre9 cu.drante• con un ••• ba.:::teriológicG. ncubar .a. 37°C por 24 
hor ... 

Sí" no .. pl..M!ide •~mbrar directamente ~ la placl'I, poner et 
aopo en 2 mi d• caldo enr~ek:lo (9-1 ó tiogficofato }, incuho.r de. ::Z: a 
... hor•• • 37•c y de9J)ués eliminar el exeeso d'." caldo 0 exprimiendo º el 
hi.opo .in ., tlbo y .. mbr•r en la• cajae. 

hi-

3) Oif.,.enc:iac:ión e identmcaeión. 
Ob.ervar coloñia• eireular~• poqueñ••• lis•s. 

deada• de una zona bota hemolftíca. 
T <eñir por el método de Gram y obttervar al mioero11eopio 

grfUTIPOeitÍVo•, agrupado• en cadena•, .en p•rc• ó "º1011. 
Realizar la prueba de Ja catalaso, ft11ctor CAMP. y *enoibi­

lklad • fa badtracin•. 



7.- RESULTAOOS. 

Lo• resultados con mostrados en forma do tabla• y do acuerdo la 
metodología descrita, eo decir, en orden cronológico. 

Para la CYaluación do los cultivos so utitizó I• sigut..=nte notación; 

.. NegatiYo. 
-;• '" ""'1y oscaso crecimiento. 

- Escoso crecimiento. 
'" Poco crecimiento. 
'" f\Aoderado crecimiento. 
• Excelente crecimiento. 

So utilizaron !ns eiquientes cepas: 

St.repLoc.occus (1 hemolltico Grupo A 
?,trepLoeocc:u~ (1 hemolítico Grupo No A 
~t,ocor.::cu5 a hemolítico 
~oc.oc.cus._ ~ (i hemolltico 
E~eherichi;os. ~ 

• E¡;HGA 
• E¡JHGNA 
• EaH .. ~ 
.. E.c:oli 

ETAPA 1 : Obtención del •Oporto do croclmionto. 

8) Efecto de la presencia de la peptona de caseína en el medio y di-
ferencin entre pulque y agua como disolYente. 

Cepa 

E/lHGA 
. EJ;HGNA 

EoH 
~ 

AS 2 
-1• 

C) Adición de sangre de carnero a diferentes concentraciones. 

Cepa 

E/lHGA 
E¡lHGNA 
Ed-1 
S :s.ureus: 

4 5 
Medio 

6 T 

3 

8 



0) Variación en la concentración de peptona de ca:scín:.. ·t.eni~ndo 
constante Uf'!B concentración de sangre. 

Medio 
AS ASA 9 10 11 12 

Se .llevaron controles sin sangre 

Cepa Medio 
13 14 15 16 

El Se probó la mismo variación en fa concentración d~ peptona, pero 
empleando sobronadante de pulque como disolvente .. 

Medio 
17 18 19 20 

Se llevaron controles ain aangrc . 

. Cepa 
21 22 23 24 

ETAPA I I : Selectividad del medio formulado. 
11 - A) Variación en lo concentración del inhibidor - AzidB de 

_,dio. 

Cepa 
25 26 27 

Medio 
28 '29 31 

41 



l) - 8) V::1riación en la concentración del inhibidor - Bsulfito de 
sodio. 

Cepo 

E,ol-iGA 
E,ol-iGNA 
EaH 

32. 34 
Medio 

35 36 37 38 39 

Cl VQdación en la concen"trac:ión del inhibidor - Ot.tal viole-

C.,pn 

E(lHGA 
E,'>HGNA 
EoH 
S aureus 
~ 

1) - D) Variación 
tasio. 

C.,pn 

E¡:+IGA. 
E(>HGNA 
EaH 
S. aureys 
&.....s.s.U.. 

44 

t-Aedio 
41 42 

la conc:entro.c:ión del inhibidor - Oanuro de po-

Medio 
45 47 

1) - E) Variación en la concentrac:icin del inhibM:::lor - E O T A. 

Medio 
48 49 50 51 

E¡lHGA 
e: ~ur~u!: 
E.coli 



1) - F) Vruiadón en Ja eonc:entración del inhibidor - L::iuril ~u!fs-
to de eodio. 

52 

2J ~ A) Mezcla do inhibidores. 

Medio 
53 54 

Concentt•ción constante de LaUTil sulfato de aodío y 
tracíón variable de Azida de :sodio. 

Cepa "-'e dio 
55 56 

2) - 8) Variación en l.11 conéen1:ración de ambos ;,,hibidoce.11. 

Medio 
57 58 59 60 

3) - A} Fr-.grnenta.ción del pulqoo por c~ntrífugacicin y '!'mpfc:o d<1:1I 
brenad•nie de p1.1lque. 

Varhlcián en I• concontt'ación del inhibidor - Azida de -sodio. 

~P• 
E¡lHGA 
E¡;HGNA 
6*i 
~ 
~ 

62 

• /-

Medio 
63 64 

43 
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3) - 8) Variación en la concentración del inhibidor - EisulTri:o de 
sodio. 

Cepa ~dio 
69 70 71 72 

4) - A) Empleo de Acido nalidíxico como inhibidor, 
Se agre'íJ~~n todo~ los reactivos y después se estet"ilixa en autocla-

15 lbtin1. 115 minutos, so enfríe a 40-45"C 'I se ngrega lf'l sangre. 

Ei'HGA 
~ureus 
E. coli 

AS ASA 
~dio 

T3 T4 TS 

4) - 8) Se realiza el medio ba:ie, se esteriliza en autoclave a 15 
lb/inl. /15 minutos. y de1Jpuós •o adiciono el Acido naliclíxico, •e enfría 
a 40-4SºC y se agrega la sangre. 

C.po 
T6 TB 

4) - C) Variación en las conconiracionos de AcKlo nalidíxico en el 
rango comprendido entre Sµg/ml y 50µg/ml,odicionándolo después de C3io-
rilizar el medio base iormulado No. 11. 

C..po Medio 
AS ASA 11 T6 T9 80 



ETAPA IV : Ensayo con muestras clínicas. 

S. en-y•'º" : .. tdedio 'formulado No. 80. y los medios usuales {Ag.:'lr 

-nt11r• y Agu sangre con azid•) con 200 muestr~s de ·Exudoid<> Faríngeo 

- ••có el porcent•j• de aislamiento, el cual ee indtca a. continuación. 

% de aislamiento 

Estreptococos (1 - hemoUticoa 125 

St,aphylocrn;sau;; ~ coag (+) 285 

&tr-s>tococo• (J - hwnoUticoa + 

st.aphyloc;occus A!:!!:.!!!:§. coag (+) 65 

525 

Total 100.0 

45 



8.- OSCUSION CE RESULTADOS. 

Los eatreptococos !l.Of'I microorganismo!' de difícil crecimiento en me~ 
dios artificiales no. enriquecidos.. por ello nec.esit•n de buon• 
fuente de proteína•, carbohidn1tos, vitamina•, etc. 

Por otro laido, el pulque CS; una bebide cuyo •nálisis broMatológieo 
indico que es rico en curbohidrato11, núnerales, el'ctroUtos y vrtami-
nus, prineipolmente; por lo que oólo nece~a de proteínas par• 
tíree en un buen medio de cultivo pa,ra estreptoeoco•. 

En la prim'!'r.3. etapa de este trabajo s-e procediO • bu!tcar un •oporte 
de .;;r•.:ot.:.imi~nto par"" •:Hcho$ microorganismos. Se observó quo fa pepton• 
de caseína ero t.m ingrediente primordial para el crecimiento, ya que en 
el medio No.2, lll na tenor peptona ha.y una baja muy eon.idorable en ol 
crecimiento, por lo que '$'1!t eligió el medio con pepton•. 

Como para lu identificii!oción presu11ti.,.o. de los estreptococo• "'* nece­
saria J.., obscrvnción de lo Memólisi:1 ~e vió la nece:1id~d de agregar al 
medio Aóoqte d~ c~r••cro a. diferentes .:onccntracionen•, obsorvándose bÜb­
noa re~ulü.dos con S'Y., !f.% y 8%, pero por cuestión de co'll!tos •e eligi6 
el medio No.6 que con;iene SX de sangre. 

Po~tetiormente mo p~ne.ó en vari.ol"' la concentración de pepton11. ob.ei-
.,ándose buonos r~-su\1.ndos en loe. tr1edio:1- No.10, No.11 y No.12, e1igién­
dose el término medio, o 'S~a, el medio No .11 paro q0e no tuvier• poco• 
nutri<!!ntes como en el medio No .10 y no fuero muy eo~:toso como en el me­
dio No,12. 

Se observa que sin peplona (medio No.9) hay muy poco crecimiento, 
eonoboróndose lo encontr.i<do con ef medio No2. 

De aquí se tomó .:ti medio No.11 como medK> base y con c1 
en la• domás et<tip$.s, 

Se Uevaron con'troles sin $ungrc para comprobar quo ion importante 
0111 la hc::omOliois en la identificoicidn do fos estroptococ:::os. \ 

En ~toh'I c~.api.\ 1110 formuló le. pregunta de quo si darí" ol rni-srno resul­
tado en cuorito a credrnento si so utifi:z:aba sobrena.dante do pulque, por 
to que se probó ¿':¡!.te para obsc:trvar :1i hcibía un• deficícnd11: de nutrien­
tes al separar el paquete de cc1ulas del pulquo y ver sí había 
di:minudón on el crcdmiento, pero no fué asf, se observaron resulta­
do!!' similares y no se vió el caso de utifi:car el sobreneda.nte de pulque 
como di$oJ..,onte por lo que so -íguió tl'"o.bajondo con pulque completo. 

T"'rnbién so lleve.ron control~• sin sangre con <el sobrenedante de pul­
que para ver la ímportainc::ia de h-. hcmólisis eon otro di•ofvente, 

En la segunda '='-'tapa del proyecto se probaron difef'entcs agentes quf-
mieos como posibles inhibidor-es. del crecimento bo.cteri.a110. 

Con o%idn de sodio ce ob5erv~ que hay disminución en el c::recimicnto 
do °So..f1.o_ll, pero no hay inhibición completa y odcmá'!J al a:umente.r fa con-
centración del inhibidor también se inhibe el crcc::itniento de Jos e•-
trcptococos. 

Al probar bisuHito de sodio no se observó inhibkión en d creci-
miento de F.: col i y sl $<C disminuyo el crecimiento de los cstrcp't<:.-coeoa 
a.( tener mqyor conc:entraeión del inhíbidor. 

Cuando se utilizó crí'$taf violeta. se inhibieron eo.si por eoniploto 
lo$ eslreptococos en todas las concentracionctS del ính;t,idor '.! ct1:si 
"" inhibió la ~· 

de Le concentr~eión de cianuro d-c pohurio. ínhib4': .-..! cr•-eim:ento 
~ y también ef do c:strcpt<:>c()Ccis. 

Pof el contr'-rio, no !JO obi:ierva ninguna W..hibíción oen el cro.:::imH:into 
de f:......E.2.1.1.. y do tos estreptococos con EDTA. 



También con el inhibidor lauril sulfato de sodio no SC'I inhibieron 
lae cepa• empleadas en ninguna concentración. 

En .. t• miarna etapa se realizó una mezcla de inhibidores, los cu ... 10~ 
por aeparado no dieron buenos resultados · y c"Sperendo que :o.l juntt•rlo.; 
ol efecto fuera mejor. So utitizó una mezcla teniendo con~tante la 
centración de lauril sulfato de sodio y vruiable la conccn'trución de 
aztda de •odio y •e observó que se inhibieron todas las cepas en <.lmb~!> 
concentraciones, algo que no se deseaba. Posteriormente, s.:. vari.-.1 nn 
I•• c;oncentracionee do ambo• inhibidore• y el rcoultado -fué inhibic;i_)n 
también en toda• la• cepa•, aunque en menor escala, 

En otro inciso de e'!lta etapa se fragmentó el pulque por centrif11'.)a-
ción para emplear di aobrenadante de pulque como disolvcnt'!', pero 
ya se habla probado de O"Sta manera ir.e lo añadieron a{dcntes qurmir.:o"S 
me inhibidore•. Al utilizar azlda do sodio oe inhibe el crecimiento de 
~ al aumentar la concentración del inhibidor, pero también r•c in­
hibe un poco el crecimiento de los estreptococos. En c1.1onto al empleo 
del sobrenadanto de pulque, no se observa. una difer<'."nc;ia signifi..::o.<:ivo 
entre éste y el pulque completo, por lo que se prefiero utiliznr pulque 
completo. 

Se llevó un control con el medio bmse No. 11. o ::ie:.oi, sin inhibídor 
pera tener una base en la diferenciación de In inhibición del crc<i-
miento. 

Con bh!iulfito de sodio hay muy pocn inhibición de E col.J_, sin embnr-
go, loa estreptococos se inhiben por completo ol aumen'tar b concentrfl:-
ción. 

En el último inciso de esti> etapa se pefH1ó emplceir Acido nalidfxico 
como inhibidor, y se probó de Oos mtsneroe : 

A) Se agregaron todos loa reactivos, se caterilizó y se le agre­
gó la sangre después de enfriar. En esta pruebe se esterilizó el ácido 
nalid(xico junto con el medio bose .formulado y .se obse1 vó que no , hay 
una total inhibición de ~ y sí unn inhibición pnrcinl dcl f'HJtrep­
tococo, por lo que se pene.ó probor de otro manero. 

Se llevoron controles con loe medios usuo.los lAga.r songre y Aoor 
•angre con azida), los cual'3'9 se utilizan en In idcntificocidn y ai5la­
miento de estreptococos generalmente, para tener una. mejor compnración 
do loe medios comerciales con el medio formulado. 

8) Se realizó el medio base formulado No. 11, se esterilizó y 
de'l!lpuéa se le adicionó el ácido nalidíxico, se enfrió y agregó lo san­
gre. Aquí oe observan mejores resulte.dos al agregar el ticido nalidh~ico 
de'l!lpués de esterilizar el medio base formulado, ya que se observa una 
inhibición completa de ~ y no hay inhibición de los eotreptococos, 
lo cual era lo que se buscaba. 

Ya se tente el rosuHodo e~perado, sólo que había un rango muy gr•m­
de entre las concen'traciones en las qUe ~e - dió la inhibición cctnpleto 
de E col i y la no inhibicidn de los estreptococos, por lo que se reali­
zó una variación en las concentraciones de ácido nolidb:ico en el 
go comprendido entre Sµgtml y SOµg/ml, edicionBndo éste después de 
terilTznr. 

Lo que se observó fué una inhibictdn completa de r;.. col 1 a partir del 
medio No. 80 en odelu.nte y no he.y inhibición do los estreptococos, por 
cue'Stión de costos. so elige el medio No. 80 como ol mejor y se le con­
sidero. como el r ... \edio formulado pnra el aislamiento de &treptococos be­
ta hemolíticos de é!!lte trabajo. 

En lo tercero etnpa del trubajo ee probó In esh .. bilidu.d dol medio 
No.80 en cuEJ.nto ni almacenaje y al deterioro sufrido o través del tiem­
po y loe rceultodoa fueron que no hubo cambios en el medio. 



En ta cuarta. et3.pa 11e en!l-D)'Ó con muestras clfnfcas el medio obtenido 
y se comparó con lo-s medios usuale11 para el aislarniiento de Estreptoco­
cos bota hemollticos, como son el Agar sangre y el Ag•r sangre con o:z:t­
da. 

Se sacaron los porcentajes de aislamiento, en lo• cuales se obserYa 
quo el s. aureu~ os el que predominó en la afección de v(as respirato-
rias alta-s al encontrar"~ en un porcentaje del 28.S'X., ol que aiguió 
porcentaje de aisbmíento fué el Estreptococo b<etta hemoUtico con 
125% 

E:.i:t•"? ~1i,,.l.amientc:-. ~o encontró 1.anto en el ~dio formulado No,80 como 
•:,., "1'1 A'i)nr 5on9re, ya que· se observaron ambas cajas y en las dos se 
1.;on~. ~~b~ el mismo resultado. 

So encontró tombié~ una eombinacidn entre el Estreptococo beta hemo-
H!.ico y d S._.C:..~'I..!."-!o!~ yo que ambos o.parecían como los cou'lll'antes de lo 
ur.-.;,cciór1 aunque el porcentaje de aislamiento fuó en menor escala, 
65%. 

LoG ca . .,os ne-g'.\tivos fueron de un 52.5%. 
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9.- CONO..USIONES. 

El medio de cultivo fof'mulado a b••• de pulque lo suficientemcn-

te rico .,. nutrient.. par• que crezcan microorganismos exigentes, 

- el caso del &tr9J)tococo beta hemolftico. 

& nece .. rio adicionarle aangre al SX., ya sea do co.rncro ó de 

(ver anexo A) para poder visualizar la presencia de la hemdlisis, p\1rñ-

metro nal)' importante para la identificación de los diferentes estrcpto-

Loa ai•lamientoa obtenido• ,¡e exudndos faringcos en el medio formu­

lado a baM de pulque aon comparable• con loa obtenido• en lo• medios 

tra:dicionnlcs, Agar sangre y Agar sangre con aztda; además de que 

medto. de mda bajo coato (anexo 8), pues laa materias primas qUe 

Pr..-nta el inconveniente de que la• hemólisi9 se observan turbiaa, 

debido a que el medio de por sr es tLSbio por el contenido de cc1ulas 

del pulque. 
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10.- ANEXOS. 

Anexo A 

Ut;J~~ c:;.;;~~::~,';.~:Sde RES, CMVO y CARNERO e.; loa 
medio!I : No.11, ba!I., de Agar sangre y base de Ag•r -ngre con azida al 
37., sx, 8% y 107.. 

La finalidad es observar : 
a) hemólisi• 
b) crecimiento 

So probaron las cepa• : 
- Estreptococos 
- Eatafilococoa 
-~ 

Los resultado.,, fueron : 

Estafilococo 

X de sangre 
3 
5 
a 

10 

7. de sangre 
3 
5 
a 

10 

" de sangre 
3 
5 
a 

10 

tAcdio No.11 sin sangre (control). 
Estreptococo ~ 

Medio No.11 con •angre de RES. 
Estafilococo Estreptococo E· col 1 

Medio No.11 con aangre de Q-1\10. 
Estafilococo Estreptococo E. col 1 

Medio No.11 con sangre de CARNERO. 
Eatafilococo E•treptococo E. col i 
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Eetafilococo 

X de sangre 
3 
5 
a 

10 

X de sangre 
3. 
5 
a 

10 

X de sangre 
3 
5 
a 

10 

Estafilococo 

X dn nengre 
3 
5 
a 

10 

X de aangre 
3 
5 
a 

10 

Baae de Agar sangre (control) 
Estrept.c:,:oco E. col i 

Base de Agar sangre con sangre de RES. 
EistafHococo Estreptococo fu_c....QJ_í.._ 

Base de Agar 1J.angre con sangro de a-INO. 
Estafilococo E1ttrcptococo E. col i 

Base de Agar sangre con sangre de CARNERO. 
&taft/ococo Est.reptococo E. col! 

Base de Agar sengre con ai::dda {controlJ. 
E1ttreptococo ~ 

Base de Agar sangre con azida con :sangre de AES. 
&tafilococo &treptococo ~ 

Base de Agar sangre con azida con 11angre de 0--UVO. 
Estafilococo &treptococo §;. col i 
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X de sangre 
3 
5 
e 

10 

Ba~e de Agar sangre con azida con sangre de CAAN~. 
E:11tafilococo Ea1:rep1:ococo E col i 

Se ob:aerva que la sangre de OilVO no es tan adecuada, pue. .. ob-
1:icne moderado crec:imicn1:o en todos loe medio•. Con la sangre de RES y 
de CARNERO se observan los mismos resultados, sin embargo, se puede ob­
tc,-.er mayor r.antidad de la sangre de RES, por lo que se preferirla és­
ta. En cuanto al %, con 3% se obtiene bajo rendimiento y del SX. en ade­
lante se observa un buen crecimiento pero aumentaría el co•to del medio 
por lo que so profiere ol SX, 
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Anexo e 
ANAUSIS CE COSTOS. 

M.dioe EIOXON 
Coeto de loe componente• por frasco. 

- a. ... d• Agar ••ngre 
fraeco de 480 g 

- a.e. de Ag•r ••n11re con •Zida 
fraeco de 450 g 

- Ag:ar b•cteriol6gieo 
fraeco de 450 g 

- Pepton• de caeefn• 
fraeco de 450 g 

$ 146,000.00 

$ 121,000.00 

$ 155,000.00 

$ 65,000.00 

LA for'"""•c::ión •• en 100 mi, por lo 
eHa 100 mi. 

qu• .. neeeeit•n 

- S.•• de Agar ••ngre 
4<¡1100 mi 

- Ag.,. bacteriológico 
1.5g/100 mi 

- Peptona ·de c••efn• 
1.()Q/100 mi 

s 

s 

s 

s 

1.297.00 

887.00 

516.00 

144.00 

loo 

Se utili:r:ó Acido nalidfxieo en forma de tabletas Wyntomylon. 

- C.j~ con 30 t•bfetas de 500 mg c /u 

- Coeto de ...,. t•blet• de 500 rng 

Neceaitamo• IJ1iil por lo quo, 

500 mg .. 500,000 µg 

$ 9,500.00 

$ 316.66 

$ 316.66 

precio• Pº' 

La formulaeicSn requiere 20 µg/mJ, o .... 2,000 µg/100 mi, ontoneee 
tenemos : 

500,000 µg/100 mi 

2,000 µg1100 mJ 

$ 

$ 

316.66 
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Por otro lado, la formulación del medio necesita pulq.,e 
vente : 

- 100 mi de pulque 

Por lo tanto, el modio formulado No.SO 
de la siguiente manera : 

fvtedio No.SO 
Aaar bacteriológico 
Peptona de caseína 
Ac:ido nalidExico 
Pulc:pJe 

- Medio formulado No .BO 
100 mi 

$ 

que fué 

$ 
$ 
$ 
$ 

$ 

$ 

50.00 

el medio 

516.00 
144.00 

1.26 
50.00 

711.26 

711.26 

final 

Basándose en el salario m(nimo, el cual es de $ 8,640.00 diarioa 

- Salario mínimo 
$ 8,640.00 

- Base do Agar sangre 
$ 1;2.97.00 

- Base de Agar sangre con azida 
$ 887.00 

- r...tedio formulado No.SO 
$i' 71126 

100.00 X 

15.01 X 

10.26 X 

823" 

disol-

qued• 

Como ae puede observar. el rnedio formulado en éete proyecto e• de 
más bajo costo que los medios usualea para el aislamiento de Estrepto-
cocos beta hemoUticoa. 
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