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1~ NTRODUCOON.

11~ Medios de cultivo. :

de sustancims nutritivas empleadas en ol labo-
ratorio pars cdtwo de microbios se denominan gendncamante '  medios
de cuitivo 2). B medic de cultivo sirve de base o soporte  sobre
ol qua sa --ombr- con fines de estudio,

Los medios sirven para uno de dos propdaitos principales:

A} Fomentar el crecimiente microbiance en forma que puedan compro-
barse las caracteritticas de cultive.

) Facilitar algunas reoacciones bioaquimicas, que luego pueden ser
demostrables par observacidn directa, o bien indirectamente por subsa-
cuentes reacciones en presencia de algunos roactives adicionales.

Loz medios pueden clasificarse de acuerdo a su consistencia en: Ji-
quido=, i fsdlid (2). Para estudiar las caracteristicas de
las colonias, debemos estudiar rgant sobre i adlidos, se puc-
de lograr Ia solidificacidn, agregande agar.gelatina, suero o albdmina
de hueve a los mgredlentes precipitados (5). propdosite  de  utilizar
medics edlidos en cajas de Potri, consiste en inocular cantidades meno-
res de microorganismos en el medio, de manera que en algin tiempo los
microorganiamos crezcan en colonias individualmente aisladas, tambien
ne e Hama cultive de microorganismos puros.

Los medios inclinados son empleados principalmente para resembrar
cepas aistadas, seca para identificacion ulterior o para base de
cultivo. . .

Los medios do  cultive isc ik ze empl principalmente para lle-
var a cabo cultives de Acido para aminosaliclice © para propagar a los
anaerobios.

Lo mds frecuente oa ¢l uso del agar para solidificar un medio Ngui-

do, disolviandoe on &1 de 15 a 20 g de agar por litro; ez un polisac dri-
do obtenible de algas: marinas, lleaga al laboratorio en forma de tiras
secas © en polvo grueso. Pricticamente no tiene valor alimenticio, pero

tiene propiadadas fisicas que lo hacen ideal como base de un medic de
cultivo sdlido. Se disuclve lentamente en agua y sdlo despuss de hervir
algin tiompo. Pero, una vez eon solucidén, permaneceo liguide hasta que la
tampefa'tur- desciende a unca 40“C qua o cuando se solidifica; su  pun-
to de fusidn es cercanc a

B medio do agar se maneja facilmente en  estado liquido y econ senci-
lNlas prccnuelonen pucde transvasarse de un recipients a otro zin  peli-

gro de e 5 Lona di de agar se utilizan universalmente
para cultivos en cajas de Petri, también pueds parmitirse que ne soli-
difique en tubos de enmayo, se Ilama inclinade o de tope inclinado
cuando sdlo Ia mitad superior de agar eatd inclinada; tambicn puede
inocularse en estado liquido , inmediatamonte antos de solidificarse,
alrededor da los 45°C. Permanoce sdlido a 37°C |, temperatwra a la que

se incuban la mayorfa de los cultivos.

B modic de culltive siempre debe de guardarse en una atmdsfera
fresca y hiimeda para evitar la evaporacidon, Sin  embarge, no puede reco-
mendarse que se guarden por un periodo largo de tiempo los medios de
cultive esterilos, 3l medics on tubos se& han guardade por algdn tiempo

deberdn ¢ lentarse i " ta antes de emplearss. Los medios |-
quides deberdn calentarse en un bafo de agua hirviendo o con vapores en
circulacidn, durante uwnos minutos para  eliminar los gasos sualitos, ¥

antonces se dejarin onfriar rdpidamente. en agua frla sin ninguna agita-
cidn justo antes de la incculacidn. (123)



12- Tipos de medios.

En bactericlogia se lean dif 1tes  tipos de medios. Dobe tenerse
cuidado de emplear el medio més adecuado para et aslamiento e  identi-
ficacidn de las colonias bacterianas.

Por la composicisn del medio y la naturaleza del cdltive que se o3
'n.adile. fos medios do cultivo pueden ser divididos en cinco grupos prin-’
cipales:

1} Medics bdsicos o siunples, liquides y sdlhdos.

2) Medios enriquecidos.

3) Medios seloctivos, diferencinles y de enriquscimisnto.
4) Medios espaciales de azdear y bioquimicos diversos.
5) Medios para transporte (35).

1} Medios bdsicos.

Estos son los medios mds simples, que sdlo contienen algdn oxtracto
do <carne u otra infusidn simple, peptona, sal y agua.

B extracte ¢ la infusisn de carne, proporctonl -I organisme | los
aminodcides, vitaminas, sales y <antid (o | 1tos)  de
catborno, nitrdgeno, hidrégeno y otros elamentos.

Las =ales, usualmente NaCl, sirven para obtener la  isotonicidad re-
querida  para el mantenimiento de presiones osmdticas constantes. =]
agua sirve come disolvente, comoe medio da transporte o para ambos fi-
nes. Como |a mayoria de las aguas contienen gran cantidad de diversos
minerales, de los cuales e cobre es un particular perjudicial a muchas
bocterias, es aconsejable usar agua cuidadosamente destiada.

Ejemplos: Agua peptonada ., Agar nutritive, Caldo nutritivo, Caldo
triptico de soya, Agar triptico de soya, Calde de wnfusicn de corazon,
Agar de infusidn de corazdn, Agar de infusién de higado (35).

2) Medios enriquecidos.

Son aquellos medics bdsicos que han ‘sido complementados con liquidos
corporales, vitaminas especificas, aminodcidos, proteinas y otros [ 1V ad
trientes claramente definidos como tales.

Ejemplos: Agar sangre. Agar chocolate, Agar con suocro, Suero de Loe-
ffler con sangre, Planos inclnados con suere, Agar con triptesa, Medio
:o tG.C. (Medic da Thayer-Martin), Agar de Mieller Hinton, Modic de Ro-
ertson.

3) Medios selectivos, diferenciales y de enriquacimiento.

a- Los medios seolectivos son usualmente medios de agar bdsico, o,
enriquecidos, a los cuales se les han agregado ciertos reactivas. que
impiden el crecimianto de la mayorla de las bacterias, permitiecndo por
fe tante el aislamiente de unas cuantas seleccionadas, en los especi
menes que contengan grandes ndmeres de organi nd, bles,

b~ Los medics diferencimles son i b © entig dos, a
los cuales se han agregado ciertos resctivos que reaccionardn con algu-
nos tipos especificos de bacterias en cierta forma observable.

Comunmente, esto- c-mhlo. quimicos se hacen svidentes por medio del

pl de indi si un indicador con un color dado a
pH especifico es -greg-do a1 medio, y e cultivo de las especics desea-
as cambia el pH alrededor de las cclom-- en desarrolio, aparecerd un
color diferente. La mayoria de leos |l ol difer: ial son
tambicn selectivos.

<.~ Los mediocs de enriquecimiento son por lo general mcdio- liquiidos
enriguecidos, que contienen algunas wo‘tnncms inhibidoras, con lo
se crea un  medio biente te favorable para limi!e: mds
bien estrechos da bacterias (1235, ).




Ejemplos: Agar con feniletzanol, Agar con sengre y biis, Agar con
zangre y telurito. Ihclinados de agar de Loewenstein Jenszen, Agar san-
gre con azide, Agar snl y manitol, Agar IhcConkey, Agor Ealmonpelia-3
gells, Agar con eosina y azul da metdeno (EMB.), Agnr con citrato ¥
desoxicolato , Agar de sasulfito de bismuta, Caldo F de s=elenita, Caldo
de tetrationato, Agar xidosa-lactosa-desoxicalate (XL D.).

+) Medlo- de azdcar y bioquimicos diversos (E:pncmle:)

Son medice emplesdos para comprobar una o mds caracteriaticas bio-
quimicas, estos medios se crearon con el fn de identificar y clasifi-
car los microarganiamos segiun aus actividodes metabdlicas particulares.

Ejemploa: Caldo de azicar y rojo de fenol, Medioc de fermentacién pa-
ra Clostridium , Agar con tripticasas y cistina, Agar con  hierro y tri-
ple azdcar (TSJ). Medio de motilidad con Ihdol y aulfuro (SIM),  Me-
dio de rojo de metilo y Voges-Proskauer (MR.-VP.), Agar con wea,
Agar con fenialanina, Calde para descarboxilacién, Agar de Simmons con
citrate, Caldo KON, Medio basni OF (Medio de oxidacidn-farmentacicn de
Hugh-Leifson), Leche tornasol, Gelatina (1,3,5).

5} Medios de transporte.

Son medios que se utilizan cuando no se ticne Ia  posbiidad de
trabajar las fmuestras inmediatamente, o bien, cuando se toman fas
muestras en un lugar que no sea el laboratorio y se tengan que enviar n
date, sitven para presetvarlas y thantencrlas en buenas condicionas para
su posterior estudio

Ejomplo: Medio de Stuart, Seolucidn calina glicerinada(1235),

1.3~ Familia Streptocsccavess.
1.3.1.- Clasificacidn.
Clase: Schizomycetes
Orden: Eubacteriales
Familia: Strentoccccaceze
Geénero: Sireptececcus
Espacies:pveganss
viridans
faccnlis
calivarius
mitis
ULB! 1t
lactie
otras 10 aprtox.

132~ Morfologia.

- Definiciin: de 1a famiia: Celulan esfericas u - ovoidales, Gramposi-
tivas, dispuestas en cadenas cortas o on pares. No espordgensas y  usual-
menta no mdtiles, se dividen adlo sobre un plano (5).

qdn.to que se considera de mayor importancia medica e ol rep-
Son cocos Grampositivos, miden de 05 a 1 micra de dismetro
depeﬂdpendo de las condicionas de crecimiento y de ia edad det cultivo.
Mcroscdpicamente on cultives liquidos aparecen como cadenas largas,
més que en los cultives de agar, son no mdviles, pers han sido. reporta-
das formasz poco mdviles. Las formas virllentas =son usualmente encapsu-
ladas, y contienen -n abundancia  dcido hialurdnico y presentan
fanbrias.
Crecon bien sobre la mayoria de los medios enriquecidos,
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E desarrollo macroscdpico © colonial dé come resuitade colonias pe-

quefas, transltcidus o ligeramente opacas, cuculnre-, genetalimente de
menos de 1 mm de didmetro, as: t n - hay loni: id
originadas por las cepas virdentas (6,7,8.9,13,15).

La consistencia de laa colonias €3 wn poco dura, lo permite wsu

desplazamiento sobre la placa sin romperse y dependiendo dal grupo &l
que pertenczcan pusden o no estar rodeadas de un halo de beta &  alfa
hemclisis en agar sangre de carnero =l 5%.

133 Fisiologla.

. Son aerobios y anaetobios facultativos, catalasa y oxidmia negativa,
metabolismo fermentative en el que se producen scido ldctico, fdrmico,
etanol y bidxido de carbono. L

Su temperatura dptima de crecimiento os de 37°C, con marcada reduc-
cidn del crecimiento por encima de 40°C y por debajo de 30°C.

Sus Iimitas do pH sen de T4 a 76. Son sensibles a 60°C por 30 rmmn,

Ls mayor parte de los estreptococos no  fermentan la indine, no  re-
ducen los nitrates ¥y no son solubles on sales biliares,

Se les  considera mds especializados que los estafilococos, y requie-
ren aproximadamenta media docena de vitaminas y mis de une docena de -
minodcidos. La sangre sc incluye frecuentemente en los medics des culti-
ve cemo orfgen de nutrientes y tambidn como ndicader de la  preduccidn
de hemolisina (36.7,8913,15), -

134~ Estructuras antigenicas.
los ostreptococos podemos encontrar las  sigueentes aubstancias
antigénicas;
a) Carbohidrate C : Esta substancia es elaborada por muchos estrepto-
cocos y propoerciona la base para el agrupamiente cecoldgoco (Lnncefnld

A-0). La extraccidn del carbohidrato C con fines de ““agrupamiento® de
los estrepiococos puede realizarse por extraccidn de cultive centrifu-
gade con HCI caliente o con . formamida, o por lisis enzimdtica de las

celulas del  estreptococo (por ejemplo, con pepsina, tripsina ©  enzimas
elaboradas por SLreELgmﬂes albus); o sometiendo a la accidn del auto-
clave, 15 b de presidn durante 15 minutes, suspencicnes cclulares. .

La especificidad sercldgica del carbohidrate C es determinada por  un
aminoaziicar.

Para el grupo A da los estreaptococos es N-acatit wNa;
para el grupo C es la ramnosa-N- ncehlqalnc'{osnmlna. para e grupo F e»
una glucopiranosi-N-acetilgalactosamina.

b) Proteina M : Esta eubstancia estd intimamente relacionada con la
virulencia de las eltreptococo. det grupo A, y estd presente principal-
mente en los organismos que producen colonn' m-ie o colonias mucoides.

Las resiembras repotidas en medi art den dar lugar =
que el estreptococo pierda Ia  capacidad de producu' ™ proteina M, ca-
pucidad que puede restablecerse por pases rdpidos y repetidos por ani-
males. La proteina M interfiere Ia ingestiSn de cstreptococos virulen-
tos por l:e1u|=u fagm:ituri- . as formas L. en crecimiento de los es
trept: v proteina M

La proteina M eotd preaente en axtrac preparados con HCO  calien-
te a partir de estreptococos del grupo A ta proteina es tipo espe-
cifica, lo quea se demuestra mediante reacciones de -glut'na:idn o de
precipitacidn. con suercs tipo especificos absorbidos, Existen mds de 50
tipos en el grupo A. Los nimeros se designan con numeroa ardbigos.

c) Substancia T : Esta substancia tipo-especificna no guarda ningune
relacidn con la  viulencia; se destruye tanto por extraccidn dcide co-
mo por el calor, y por lo tanto se puede separar de la protcina M.

{ como sicido hialurdnico.
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Se obtione por digestisn  protectitica de los estreptococos (con lo
que se destruyen rdpidemente las proteinas M), y permite la  diferencia-
cidn de ciertos tipos.

d) Nucleoproteinas : La extraccidn de los estreptococos <con  dicalis
diuidos proporciona mezclas de proteinas y algunas otras subatancias
de poca ospecificidad seroldgica; ae les denomina substancias P, vy
(P‘cg)b‘omcha formen la mayoria del cuerpo celular del estreptacoco

1.35.- Casificacisn del genero Streptococcus.
han utilizado varias clasificaciones del génaro :
- Qasificacion de Brown
- Qasificacion de Bergey
- Qasificacidn de Lancefleld

- Brown clasifica a los estreptococos basdndose en el tipo de reac-
cién producida sobre el agar sangre (6).

La hemdlisit es la carncteristica mds t? para 2 identificacisn  de
loa estreptococos. La accidn hemolitica en eritrocitos de mamiferos fué
descrita y definida en 1919; dicha hemdlisis involucra un aistema com-
plejo de muchae varinbles, mcluyeﬂdo ta infloencia de! medio de culti-
vo, Im produccidn de satreptolisinas O y S, el efecto de varios tipos
de sangre (carnero, cabaillo, conejo, humanol, incubacicn aercbica )
mnacordbica, atc, (6,13).

conceptos won : '

Alfa (a) : una zona indistinta de destruccidn parcial de gldbulos ro-
jom alrededor de |a colonia, acompafiada a menudo de una decoloracisn
verdosa a parduzca del medio, o béen, la zona inmediatamente adyacente
¥ gque rodea a la zona de :recmento guode contener una cantidad radu-
cida de gldbulos rojos, pero la zona no es libre completamente de glig-
bulos rojos.

Beta (1) : vna zona clara  incolora alrededor de las colonias de og-
irapfococoa, en |la que los eritrocitos han sufrido decocloracisn  totat,

, la zona inmediatamente ﬂdyn:enie a |a zona de crecimiento eeta
comple‘tamente bre de gidbulos rojos, dsta zona se extiende hacia
afuera desade la zona de crecimiento.

Gamma () : no hay actividad hemolitica ni decoloracisn aparentes he~
chas por la colom-

Alfn primn o zona alfa amplia (a-) : un pequefio halo o envoltura de
eritrocitos intactos o parcialmente lisados adyacente a Ia colonia buc-
teriana, con una zona de hemdlisis total que se extiende mds dentro del
medio (610 12,13,14 20).

- El manual de Bergey de Determinacicn Bacterioldgica enlista los

siguientes grupos de acuerdo a : 1) asu accidn sascbhre los eritrocitos; 2}
sus  estructuras anhgenlcss- 3) recistencia a factores fisicon y qui-
micos; 4} renciones bioquimicas; y son : a) Piogdnico, b) Viridans, «¢)

Enterococa, d) Lictico (6,10,1924), .
En la algulunte tabla se enlistan lns caracteristicas de cada grupo.

Grupo PIOGENICO VRIDANS ENTERQCOCO LACTICO
Hemdlisis en ASC BX 7 = = A 7 7
Creacimiento a pH 96 NC NC C NC
Crecimiente en NaQl 6.5% NC NC [} NC
Solubilidad en bilis NSOL. Vi1y © INSOL NSOL.
Crecimionto biis 40% NC NC Cc o]



Grupo PIOGENICO VRIDANS ENTEROCOCO LACTICO

Crecimiento a 10°C NC NC [} NC
Crecimiente a 45°C NC VAR c NC
Elaboracién de hemolisinas

solubles . - - -
Formacicn de Carbohudrnto

grupe especifico - -

D-espec. N-espec,

Notacidn : NC = o Crecimiento C = Crecimiento
NSOL = haoluble vil) - 8 s, pheumoni ae o
VAR = Variable a_dnica cspecie
+ = Si produce soluble en bilis.

- = No produce

- Bl mejor mdtode parm identificar los astreptococos beta hemoliti-
cos es  extraer el polisacdride antigénico del - estreptococo (Carbohidra-
to C) ¥y hacer reaccionar el extracto con antisuero precipitante especi-
tico de grupo (14,25).

lanceficld describic las tdcnicas de  difer iacid seroldgi para
identificar los estreptococes beta-hemoliticos en 1933, Se ha intentado
extender el sistema de agrupacidn seroldgica o los  estreptococos alfa-
hemoliticos, pero sdlo parn los estreptococos de los grupos D y N.

acuerde con la  definiciSn de Brown de hemdlisis, los estreptoco-
cos pertenecientes a los grupos ABCEFGLMPUV, ¥y algunos -
treptococos del grupo D son  beta-hemoliticos. Los estreptococos perte-
necientes a los grupos HKNOQRST y la mayorfa da los pertenecien~
‘tes al grupo D son alfa-hemollticos o no hemoliticos (14),

GRUPE A i Estas bacterias producen una gama amplia de enfermoda-
des como la  escarlatina, amigdali atitis media, secpais puerperal,
infeceicn de vias adrans superiores, arisipela, imp&tigo, neumonia,
septicemia e infeccidn de heridas.

Tambien produce enfermedades en_algunos pacientes a consecuencia de
reacciones antigeno- antlcuerpo anormales comp fickre reumsditica y glome-

rulonefritis. La reaccidn -nﬁgano-ahtncuorpo anormal  es muy duradera,
y cousn dafios tisulares en corazdn o rifAdn. De ordinariodespuds de una
infeccidn  por cutreptococon. los nntncuerpo. disminuyen en el sUOro;
pero en estas respuestas aldrgicas®, los anticuerpos  persisten  mucho

tiempo. Su presencia  se manifiesta por la prueba de las antiostreptoli-
sinas (3).

En agar sangre las colonias de! grupo A son pequefias (1 mm de didme-
tro) vy duras; se pueden desplazar scbre la placa sin romperse. Son de

un blanco gris opaco, ¥y se rodean de una zona e hemdlisis beta (cerca
de 2 mm de ancho). Son muy sensibles a bacitracma (*++), no hidrali-
zan el hipurato, no crece a 10°C ni a 45°C. Ejemplo: . Str.pyogenes.
(31124)

GRUPO B : Este grupo incluye tipos olfa y bota hemoliticos, pro-
ducen  coriamnionitis, fisbre puerperal, meningitis, septicemia en nao-
nato y mastitis bovina.

agar sangre producen colonias grises, transidcidme, hemoliticas,
ostrechas e incompletas, No o3 sensible & bacitracine, presentan el

factor CAMP, si hidroliza el hipurato ¥y no crece a 10°C ni a 45°C.
Ejemplo: Str, agalactiae. (3,11)
GRUPO C : Estos estreptococos presentan el mismo aspecto que los
del grupe A. Sen patdgenos para los animalesy constituyen otra causa
rara de fiebre puerperal (3).



Sus colonins en agar sangre son iguales a las del grupe A. No es
sansble 8 becitracina, no hidiclixta hipurato y no crece a 10°C i =
45°C. Ej k Str.equi, Str igemicus, Str.equisimilis. (1)

GRUPQ D : Suelen llamarse enterococos. Sobr. agar sangre, las co-
Ioni-, son grises, bastante translicidas y blandas; pueden ser  beta he-

moliticas © cerecer de poder hemolitico. El microorganiamo resiste a
temperstura de 50°C durante 30 min., y se puede cultivar en medio deo
MacConkey. Forman parte de |la flora normal del intestine grueso, pero

producen algunas infecciones genitourinarias © de heridas, y en conta-
dos casos, endocarditis bacteriana (3).

No s sensible a bacitracina, no hidroliza hipurato y si .crece a
10°C y a 45°C. Ejemplo: Str.fascalis (variantes). (11)

GRUPOS F y G : En agar sangre, estos estreptococos se presentan
como colonias pequefias gue producen una zena de hemdlisis beta. No es
raro encontrarlos como comensales en garganta, vagma © colon; pero
pueden Pproducr cumdros patofdgicos en vias respiratorias altas. Ejem-

plo: Str, angtnosus, (3,14.24).

14.- Strept s RYeden:
1.4.1.- Qlasificacidn.
Pertenece a los es‘treptoco:os beta hemoliticos del grupo A de Lance-

142~ Morfologia

Mcroscdpicamente son cocos redondos u ovales, que debido a su for-
ma de multiplicacidn, se encuantran soclos, en pares, cadenas. de <¢ocos o
de diplococos de longdud vatiable segun las condicienes de cultive,

Las cclulas son pequeéfias, generalmente menor de 1 micra de didmetrs,

San grampositivos, no  esporulados e inmdviles, presentan fimbrias v
forma . cdpsula compuesta por dcido hialurdnico. (15)

Macroscépicamente, las colonias de  estrepiococes beta hemolitice  son
caracterlsticas eon forma de punta deo alfiles o de cabeza de alfiler,
miden de OS5 a 1.0 rom de didmetro, son  translicidas pero levemente opa-
cas, més no blancas y convexas (20).

Hay tres tipos diferentes de colonias : brillante, mucoide y mate.

Colaenias  tipo brilante : La mayaria de tas colonias de los
estreptococos beta hemoliticos son en forma de punta de alfiler, rodea-
des pear una zona de beta hemdlisis completa de dos a cuatre veces <l

lasgo del diimetro de la colonia. Esta caracterfstica es muy impertante
para distinguir el estreptococo beta hemolitico del estafilococe bota
hemolitico ¥y de las enterobacterias.

zona hemolitica es usuaimente limitada por la sup er ficie del
agar. Bejo la luzx fliorescente, la picadura serd  uwsualmente iluminada,
con unm linema paralela de hemdslisis clara extondicndose a pocos

milinetros de cada lade de Ia picadura. Eate tipo de hemdlisis profun-
da es causada por una entzima hemolitica oxigeno ldbil en las colonias
estreptocdcicas mbajo de [a superficie del ager y protegida por la ma-
yor parte del oxigenc atmosfeérico.

Esta hemolisina profunda ejerce un  ofecto ltico més poderoso  sobre
{a membrana celular deo los gldbulos rojos y crea una zona hemolitica
transparents. Ocasionalmente, la picadura es el Unico sitio de beta he-
mdlisis producida por el estreptococo del grupo A. A  diferencia de la
hemolisina. oxigeno labil, la hemolisina & es no inmunogdnica y ne pua-
de ser detectada peor prucbas seroldgicas. A veces los gldbulos rojos
son tan hemolizados que so pueda ver el papel impressc a traves de la
placa dx agar (20).



Colonias tipo mucaide : Este tipo de <olonias en forma de cabecila
de alfiler tienen wi didmetro de 1 a 2 mm, son convexas, brilantes Y
transiicidas. Lo apariencia mucoide es debida a un denso contenide de
dcide hialurdnice, un gel en fa cdpsuls alrededer de |a pared celular,

Colonias tipo mate : Las colonias mucoides que tienen una apariencia
seca, rugosa despuds de 24 horas de incubacidn, son [llamadas colonias
mate (20).

143~ Fisiologia.

on microorganismos dificiles de aislar y se requiere de medics en-
riquecidos (B, soya tripticasa, agar sangre, etc.) para su aislamien-
to., Son anuaerobics Afacultatives, catalasa y oxidasa negativos y no
reducen los nitratos, propiedades que loa distinguen de Jos estafiloco-
cos. No  fermentan la inulina y ne  son  disueltos por bilis, circunstan-
cias que los distinguen de Sireptococcus pneumeniae. Estos microorga-
nismo=s quimicorgandtrofos por Ia  fermentacién de carbohidratos forman =
dcido  ldctico (que acidifica o medic y bmita e desarrollo),  aceti
y fdrmico; ctanoi y COz. Son sensibles a bacitracina y no hidrolizan
hipurate (7.89.15).

1.4.4- Estructurac antigdnicas.

La figura 1 presenta ¢l esquema de un estreptocece.

Bl estreptococo patdgeno tiene una cdpsula formada por deido hialu-
rénico; ¢omo dsto es un componente normal de los tejidos, no es  antigd-

nico y no hay respuesta inmunitaria. La cdpsula es un factor de
virulencia del estreptococo. En  esta matriz  capsular se  encuentran  fim-
brias, proyecciones en forma de vellosidades que rodean Ila celula  bac-
teriana, Estdn  formadas principalmente por deido lipoteicoico. Esta
sustancia feconoce receptores espocificos en las  cdlulas cpiteliales Y
ez otro factor de Virulencim relacionade con el i de dhesis
del microorganismo def epitealio. B dcido tipotcicoico, a diferencia
dal hialwrinidate, es antigdnico y sa pueden reconocer anticuerpos

contra <l, Existen tambisn diversos componentes protdicos on la pared
de la bacteria, los cuales se resumen en el cundre 1. (11)
145~ Toxinas y cnzimas,

Cuando ase cultivan estreptococos en medic fliido se liberan  diversas
sustancias, toxinaa y enzimas con gran variadad de acciones bicldgicas.

B hecho de que en ¢l suero humano de individuos que han sufride in-
foccidn por estreptococes exiztan anticuerpos contra ecsas sustancias,
prueba que se generan tambi€n *"in  vive' y abre la posibilidad de que
tengan capacidad patdgena. (11)

LLas diversas sustancias, toxinas y enzimas producidas por el estrep-
tocaceo y loa anticuerpos que producen se resumen en el cuadro 2. {15)
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1~ Estructura ecaquemdtica del estreptococo grupo
beta hemolitice. (11)
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Cuadro
hemolitico. (11}

COMPONENTE
Cdpoula de
deido hinlurd
nico.

Acido teicoi-

1 - Compeonentes

COMPOSIOION
Polimero de
N-ncetilgluco-
samina y Acido
glucourénico.

Polimere de

del E:treptococ:o

DISTREUCQON
Cdpeula de ta
mayoria de ce-
pas grupe Ay
algunas gpo. C.

Fimbrias.

grupo A bata

COMENTARQ
Efecto antifago-
citico,

B suero humano
contrarresta ese
efecto.

Adherencia a

co. alfa glicero-
fosfato.
Protoinas.
M Frotelna
MAapP Froteina
T.R Proteina

Carbohidrato Polisacdrido,
ramnosa com-
ponente prin-
cipal.
Polimero de
décido N-ace-
tilmurdmice.

Mucopdptido.

Membrana celu-
lar.

Proteinas,
lipidos.

Cuadro 2 .~ Toxinaa y enzimas
su correspondiente anticuearpo. (15)

TOXRMA O ENZMA
Acido hialurdnico.
Alfahemclisina.
Desoxirribonuclcasaa.
Estreptoquinasa.
Estreptolisina O.
Estreptolisina S,
Hisluronidasa.
Laucocidina.
Nicotinamida-Adenina-
Oinucleatidasa.
Ribonucleasa.
‘foxina eritrogdnica.

mucosas.

Antigeno tipo Efecto antifago-

especifico. citico.

Varias protei- Efectos poceo de-
nos asocindas finidos.

a M, Antigenos.
Antigenos de Participan en

la pare reacciones de

aglutmacicn.
Parte integral Antlgeno de gru-
do in pared,
por abajo de
las proteinas.

Factor toxico.

Capa mtcrna Exoesqueleto.

de la pared,

Membrana Jimi-
tante de proto-
plastos (L)

estreptocdccicas mis  importantes ¥

ANTICUERPO
Sin poder antigénico.

Antiastroptodornasa.
Antiestreptoquinasa.
Antiestreptolisina O.
Sin poder antigenico.
Antihialuronidasa.
Antileucocidina.

Anti NAD-asa.

Antitoxina eritrogdnica,




15~ Ajslamionto,

La flora de la regién faringea prasenta problemas poeculiatea pars el
aisfamiento e identificacidn de microorganismos, tante por o que as
refiere a los componentes de la flora normal, como a oo microorgnnis—
mos_con accién patogenica,

Es importante recordar que saigunoes microorganismos tienen capacidad
patogonica ¥y su  pr " e’ un indicio claro de enfermedades,
en tanto que otros, llamados ** oportunistas guardan une pomiciin  am-
bigua y pueden encontrarse tanto como componentes de la flora narmal,
como asociados & procesos patocldgicos, causados por otros microorganie—
mos que son los verdaderos reasponsables (por ejomplo virus).
utilizados deben seleccionarse  de tal menera que permi-
miento de nWcroorganismos grampositives comoe de gram-
negativos, ademds de detectar algunos otros agentes especfficos de on-
fermadades. .

La seloccisn de un esquema de aislamiento e identificacidn se deberd
llevar a cabo de acuerdo con neceaidades y la oarientucidcn propor-
cionada por el clinico, o bion, de manera que pormitan wn oxdmen amplio
de ﬂora faringew.

B isnto de grampositivos se deberd orientar al  cuftive de es-
treptococos y. estafilococos y determinacidn de sus coracteristicas de
hemdlisis. (16} )

Loa estreptococes deben diferenciarae e identificarse por varins ra-
Zones. Aproxmmadamente, of 35% de todas’ las Infecciones de las  vias
respiratorias  sUperiores son causadas por estreptococos bata hemoliti-
cos; de |as restantes, algunas ‘son causadas por virus,

Dade que no hay signos © sfntomaos clinicos particulares  asociedos
con los infecciones de lus  vias rospiratorias  superiorea  por estrepto-
cocos, o por virus, ol cultive y Ia confirmacisn da In  presencia o fa
ausencia de estreptococos beta hemoliticos es el Unico metodo para do-
terminar !a causa de la enfermedad. (14).

B estreptococo pusde estar presente en graun ndmero <como componente
de la florm normal, pero bejo ciertas circunstancias pueds erntar aso-
cindo con infeccicnes o ser el rasponsable principal de laz mismas. B
aislamiento de estas bacterias presenta problemas poara  los faboratorios
bacterioldgicos en vista de que ese microorganisme puceds encontrarse en
diferentas pasrtes del organismo, ¥y por.lo tanto mezclado a otras bacte-
rins que entorpecen su desarrollo en fos medios de cultivo, o bien, en~
muecaran sy prascncia,

N Obtencidn, tranasporte, enriqueciminet® y conservacign de Ias muecs-—
TAS.
151~ Obtencidn. .

a) Hisopos 1 Existen varias 'clases de hisopos para obtener mwestras
de {a gurgnnta. de lesiones cutdnoas ¥ de heridan. -

Se hn dicho que Ias stubstancias {toxicas de los hisopos de algodon
. puaden matar algunns de Iss bacteriss, pero no se ha substanciado Ia
buse para esta preccupacidn. Estudios en que se han comparade las tasas
de recuperacion de eatresptococoa de hizopoa hechos de algoddn, dacrdn,
fortraol, alginato de calcio y algeddn tratedo con fibras do  alcohel  po-
livintico no  muestran diforencias  apreciables en los niveles de recu-
peracidn. BEn  consecuencia puecden utdizarse los hiopos mds econdmicos
diepcniblu. (14)

b) Cultivas da s garganta : La figuwa 2 muostra el praocedimicnto
cornrocto para obtener un cultive de garganta.

Para obtener resultados dJdptimos daberdn tomarge las muestras  ontes
dol inicio de la terapia ontimicrobiana y de los sitios afoctados. (18)
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Se inclina hacia  oatrds Ia cabera del paciente y se dumina bien la
garganta. Se empuja lo lengua hacia abajo de modo que pueda obeervarse
la parte posterior da la garganta. Se frota e hisopo de mcibs asbaejo
contta la parte posterior de la geargantma y contra cuslgesr manche
blanca que se sncusntre en la zona da las amigdalas. (14)

También doberdn tocarse otros mitios afectados do m fasinge y en
weneral, cualquier drca que manifieste signos de flamackdn exudados y
dicaras, procurande no tocar con el hisopo la  lengua, lebwos, ni loa
ctros anexoe do la csvidad bucal del paciente.

Ee preferible emplear dos hrsopos. con o prmero hags frote v con
el segundo membre ol producto en los medios adecuandos.

£l tierpe méximo pera hacer ias siembras serd de 1 a 2 horas despu‘o
de {3 racolzccidn  del matetial  clinico, =zalvo cumndo == utdicen medios
de trensporte. (16)

o= dos errores mis comunes gue lugar =& muestias inedecuadas
20n: 1) Paser el hisopo por loa tejidos de In lm o de s dnda, en
lugar de Ia faringe, y 2} Exp d te inge, ya gue

ceta debers asiar udecundumte oxpueatu - ilurnnd- l13)

c) Cultivos de piel ¥ heridaa : La pisl con costrs se retea ascpte
camente can  un cecalpelo enteri. Se Timpia la lesiin con qgasa Y we
presionas  frmemente el hisopo contra la lesidn, hacidndolo gesr  aobro
toda la superficie de la lesidn. Las heridas pueden tratarse de ia  min—
ma manera. Sa sopare la costrm externs y w8 ntroduce al hisopo en ia -
parte mds profunda de la horida;, teniendo cudedo de mno daoqnnnr ne
membranas. {14}

d) Cultivoes de nariz : Loa cultivos nasales ddaen tomarss con  un
alambre {lexible esterit con punta de aslgodésn. & d:
cerss coen agua esterl o© solucidn :-ln- sntes de ntroducirio. La  pun-
ta de 1a nariz se leventa con uns mano, el hisopo se introduce susve-
mente a lo lurgo del piso de Ia cavi d nasal, povr dabajs del comete
mediana, basta llegar a ia pared faringea. No ‘dobe  maree In fuarze: -i
se encuontra aiguns obstruccin, el cultivo Fasin . e o to-
marze de eze lado. (13}

152~ Transporte. . -

El meétodo de transporte del hiscpo al Isboratoric bacterioldgica de-
pende: 1} de la fuento de la muastra, 2) del tieowpo @ sa eup-- e
la muestra este an trdnsito, y 3) de las ideas del wmédico remite la
muestra y del dractor del laboratofio, es decw, da las Isoctuu R
consideran qua son patdgenas de las vil- '.Q(-tot-c -.peno!u

Si los astreptococos aon los unk que =a bl-
can en los hizopos, pusde utiltzane e! ot do  tri 1a
an ol cuadro 3.

Si =8 espera que no tranecuwrran mis de 2 hoveas enfre o momento de
obtencisn de la muestra en ef hisopo y of momento en que dote 3e exami-
na en of laboratorio, ne es necesario adoptar p ']

Los entroptococo- sobreviven bion en wn medic seco. (1314}

153~ Enrigquecimients.

B transporto .do los hisopos en un medic de - eon to te
la recuperacidin de estreptococos beota hemoliticos. | =] enriquecimento
se hace colocdndolos sn un medio de caldo de eultive durante un  periodo
determinado (4 ® 24 horas) antes de sembrarios en places de ager
sangre. Cuslquiet buena buae de caldo do nfusmidn ox ontisfactoria  pare

entri to. La de o <ormzdn, la infusidn de soyas
y tripticass, 1a  infusidn de Todd—Hewli! ¢ in infusdn da corazén  eson
algurioz de los caldos de cultive utdizados cominmenta,
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Se  han  uii do ' inhibidores sclectivaos tales come cristal violeta
(1 og/ml), neomicina (30 .g/ml) y gentamicma (55 .g/ml) satisfacto-
rfiamente como inhibidores en medios de cultivo de caldo o de agar san-
gre. Se ha comunicado la utilizacidn de bases de agar y de <caoldos de
cultivo con una combinacidn de inhibidores seclectivos, tales como el de
colistina-dcide nalidixico g el de gentamicina-dcido nalidixico para
aislar los estreptococos de hisopos altamente contaminados. (14)

Cundro 3 .- hidtodos de transporte para hisopos con  estreptococos
(i

Periodo de trdnsito Sisterna de transporte
O a 2 horae Ningunse
2 a 24 horay . Medio de transporte de
Stuart o de Amies.

1 a vurios dinm

Silica gel

184~ Conservacidn.

La mayoria dee  lo=s estreptocccos sobrevive durante varios, meses en
eger sangre hien tapado y conzervado 2 4°C. Son excepciones la cepes
neumoecdcicas y algunas cepns viridans que no sobreviven mda de  una se-
mana, Ninguna cepa de estreptococos sebrevive bien en caldes de  culti-
vo, algunas mueran ya o fos 3 0 4 diaa. Todos los estreptococos sobre-
viven de 1 a 2 afios cangeiados en sangre a -TO®C y durante 20 afics si
eatsn liofiizados. (13)

155, Exdmen directo.

El eximen de los muestras recibidoas en el leboratorio microbioldgi-
co comprende doa tipos de procedimientos generales.

Primero, ef exdAmen dirccto en una extonsidn  tefiida o sin  tefiir ¥y, en
segundo lugar, el cultive de los medio= adecusdos. (4)

B exdmen directo de mues=tras de garganta y neriz  tiene poco valor
para identificar estreptococos patdgenos. Los no patdgenos son habitan-
tes normales de dstas drena y no  difieren de los patdgenos on su Ffor-
ma de tefirse ni en su morfologia celdar. (13)

Los frotis hechos a partir de raspadez  faringeos o de exudades pu-
rulentos frecuentemente muestran mds bien cocos aislados o pares de
ellos que codenas bion definidas.

toe frotis de cultivo en calde de exudado faringeo pueden ser  tefi-
dos despuss de 2 o 3 horas de incubacidn con el - anticuerpo especifico
fluorescente grupo A, para identificacicn mds rdpida de los estreptoco-
cos del grupo A en los casos clinicos o en los portadores. (10)

156~ Cultivo.
me ae menciond enteriormente, los  estreptococos eon  selactivos en
cuantc a sus nocesidades nutritivas. La  infuzidn  enriquecida  de  ognr ¥
caeldo, como szoya tripticzaa, la infusidn cardiaca, el medio de Todd-He-
witt o la peptona protecosa zon los que deben userse. Estoz medios estdn
librea de =azicares reductores, wustencine que influyen en Ia exprasidn
de la beta hemdlitia de los eetreptococos. (13)
Este microorganiamo se aisla de nasoferinge, farlnge, pus, expecto-
racidn, liquido cefalorraquideo, lesiones de el oxudados, otina,
sangre y algunas veces de leche.



Para o primoaislamiento se recomienda utilizar un  caldo enriqueci-
do de los mencicnados arriba, en el cual se <coloque el hisope con Ia
muestra y se incube a B37°C por wn espacic minimoe de 2 horas y un  maxi-
mo de 4 horas, Despuds de dsto se quita el medic en excezo del hisopo ¥
so siembra en una placa de agar sangre de carnero =2l 5%, se  estria {a
caja con un asa bactericldgica y con la miema se hacen plcaduras en al
media, en un dngulo aproximadce de 45° para poner de manifiests Ia hema-
fisina O. Tambien pueden ser cultivados, depositando el indcule direec-
tamente en la placa de =agar eangre de carnero al 5%, inmedintamente
despuda de au obtencidn. (15)

Se incuban las placas en posicion invertida con los medios hacia a-
rriba a 37°C y se examinan a intervales de 24 y 48 horas, se observa s
morfologia colontal, (4)

Tkwcamenta, despudes de 18 24 horas de incubacidn on  ogar sangra,
fas colonms de estreptococos grupo A son pequefias, elevadas, de 05 mm

de digmetro, transpatentes o tranalicidas, a veces opacas, superficie
fiem y borde entero, duras y secas.
Estdn rodeadas de una zona bien definida de hemdlisi= totaf, gene-

raimemte de digmetro del deoble al cuddruple del de Ia colonie miamn.

Tienen |la caracteristica de que al tratar de levantarlaz con el asa
bactericldgica, resbalan sobre el medio.

B aspecto de laa colonias depende marcadamente del medio usado, y
no togaua) laz ceracterfsticas coloniales se manifiestan cn wn zolo  me-
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18.7.- identificacidn.

Dalpudl de ob-arvar (L] movfolngfu cclonlul so pueden hacer prucbas
mice ., en su Y] ibilidad y/o sus ca-
racterfaticas antigenicas.

Basdndose en eu sennibilidad ae realizan:

1) - Prueba de la Becitracina.
-~ Pruebns de! Sulfamctoxasol-trimetoprim (SXT).

De acuerdo a su fisiologin:

11). - Daterminacidn de In presencia del factor CAMP,
- Hidrdliais del hipurate de sodio.
= Hidrdlisis de esculina en presencia de bilis =l 4%,
- Capacidad prara desarrollar en presencia de Na(Q al 65%.
Por nus caracteriaticas antigenicas:
11X) - Prueba de precipitinas.
- Coaglutinacidn.
- Aglutinacidn con ldtex.
- Contrainmunceleciroforesia,
- Ihmunoftucrescencia.

1) a.- Prueba de la bacitracina.

En 1953, Maxted observd gque entreptococos del grupo A eran mds  sen-
wsibles que los demds beta hemoliticcs & un rango determinado de con-
centracidn de bacitracina (0.02 a 0.04 unidades).

Para sesnlizar de manera conveniente Ia prueba de la bucltrac-nn sa
. secomiende - seguir las siguientes instrucciones:

1. Emplear discos diferenciales y no de lulcap‘hbild-db habrd quo ase-

Qurarse do adoquirr discos que contengan de 002 a 004 y ne de con-
centraciones mayores: low discos que se utilizan .para la  prucba - de
zugceptibiidad poseen una niracisn ! da para diferenciar ontre

estroptococos dol grupo A y los demds.



Para el primoaistamiento ase recomienda utilizar un  caldo enrigqueci-
do de loz mencionados arribm, en el cual se coloque el hisopo <on Io
muestra y se incube a 37°C por un espacio minimo de 2 horas y un midci-
mo de 4 horas. Despues de e&sto se quita el medio en exceso det hisopo ¥
se siembra en una placa de agar zangre de carnero al 5%, se estria ia
caja ¢on un asa bacterioldgica y con [a misma se hacen picodurae en ol
medio, en un dnguio aproximado de 45° para poner de ruanifiests Il hemo-
lisma ©O. Tambien pueden aer cultivados, depositando el indcula direc-
tamente en la placa de agar sengre de carnero al 5%, inmedistarsante
despueis de su obtencidn, (15)

Sa b las pl en 5rt  invertida con los medica hacia  a-
riba a 37°C y ae exammun a mtevvuloa de 24 vy 48 horn2, 2c obeerva s
morfologia celcmal (4)

Tipicamente, despuds de 18 a 24 horas de incubacidn en ager sange,
las colonins de estreptococo= grupe A =on peduenas, elevades, de 05 mm

de didmetro, ¢traneparentes o tranaslicidms, a veces opacas, super ficie
lise y borde entero, duros y mecas.

Estdn rodeadas de una zona bien definida de hemdlisis  total, Qene-
reimemte de didmetre del doble al cuddrup!e de! de la colonia mioma.

Tienen Ia caracteristica de que al tratar de levantarlas con el asa

bacterioldgica, resbalan scbre el medio.

&8 aspecto de Ilaz coloniaz depende marcadamente del medioc uzado, y
go ‘?g“%) las coracterfsticas coloniales ase manifiestan on wun =oloc  me-
o, (13,

157~ identificacidn.

Despuds de observar la morfologin colonial soc pueden hacer pruebas
microbloldgicas basadas  en sy  fisiclogla, su senasibilidad yro aue ca-
rae(athtlcaa antlgenlcaa

d: en ibilidad se realizan:

1) - Prueha de ia_Bacitracina.

- Pruebas del Sulfametoxasol-trimetoprim {(SXT).
Pe acuerdo a su fisiologfa:
I1) - Daterminacidh de la precencia deal factor CAMP.
~ Hdrdlisis del hlpumto de sodio.
~ Hidrdlisis de csculina en presencia de bilis al 4%,
- Capacidad para de=zarrcllar en prescncia de NaCl al 6.5%.
Por sus caracteristicas antigsnicas:
III) - Prueba de precipitinas.
~ Coaglutinacidn.
- Aglutinacidn con ldatex,
- Contrainmunoelectroforesia.
= hmunofluocrescencia.

1) a.- Prucha de la bacitracina.

En 1953, Maxted aobeervd que e-troptococo- del grupo A cran - mids sen-
sibles que los domds bota h un rango daterminade de con-
centracidn de bacitracina (0.02 a 004 m-d-de.) , .

Para reali .n?. a pruoeba de la bacitracina se

recomisnda
1. Emplear discos diferenciales y no de susceptibilidad; habrd que ase-
awarse de adquirie discos que contengan de 002 a 004 U y no de con-
centraciones mayores: los discos que we utilizan .para la prucba - de
susceptibiidad poseen una concentracién elevada para diferenciar  entre
estroptococos dol grupo A y Toe demde.




2, Se recomienda emplear un Indculo abundante de un . cullive. pwo . pues,
de otro modo, las cepas de estreptococos que no pertenezcan al grupo A
podrfan apnrecer como sensibles a la bacitracina.
3. La pruecba ha sida disefRada para realizarse en cultivos purcs y
mixtos: el uso de disces diferenciales on placas primarias rnaculad--
con hisopos de faringe, sélo ha permitido lograr un TO% de precisisn  en
la identificacidn def eatreptococo del grups A.
4. La prueba estd destinada a diferenciar estreptococos bets hemoliti-
cos, Debe determinarse ol tipo de hemdiisis porgues muchos wstreptoco-
cos alfa hemaliticos, incluso los neumococos, son sensibles a la con-
centracidn Jdiferencial de bacitracina.
5. hterpretar como positiva la  prueba cuando existe cualquier rona de
inhibicisn, independientemente de su tamafo.

Pora efectuar Ila lectura de la prueba, deben aplicarse Jos siguien-

3 ik~

tex criterion: (a) toda zona de inhibicidén, cualquiera que se¢a =su
metro, indica que el cultivo es sensible, (b) la ausencia de zonas de
inhibicidn {cracimionte hasta Ja orilla misma del disco) aignificar . que
el cyltivo es raesistente.

Maxted ho cmpacificd quo la zona debia tener tal o cual tamano; ade-

mds, no ge conocen datos experimentales que digan que los didmetros de
la zona deban medirse con el fin de diferenciar a estreptococos del
grupoe A deo los demsds.
6. Utdizar uha base de agar de nfusidn con un 5X de sangre de carne-
fo.
La prueba de bacitracina se realiza de la siguiente forma:
Se toma un indculeo abundante { deo tres a cuatro colenias de un  cal-
do incubado durante toda la neche } de un cultive puro de estreptoco-
cos beta hemoliticos y se cetria an agar de nfusion con 5X de sangre
de carnero. Una vez colocado el disco, se incubm a 37°C y, al dia ai~
guiente, se efectia la lectura & interpretacion de Ia prusba. (Fig. 3)

Se debe tener presente que otras cepas de estreptococoz beta  hemoli-
ticos distintas del grupo A  también pueden produck una reaccidn  posi-

ﬁva, por lo cual e informe de [aboratoric deberd decir: **identifica=
cidn prouuntwa dn an‘tfaptococoa beta hemaoliticos del grupo A por baci-
tracina*’ o "‘estre beta h liticoa no pertenecientes al grupo A

por- bacitracina **, (17,20,28,31)

b~ Pruebas de SXT.
lLos eotreptococoa beta hemoliticos do grupos A y 8 muestran un pa-
trén de resistencia cuando se les hace crecer con un discoe que contie~
ne 125 mg de trimatoprim y 2375 mg de sulfametoxasel; por =u  parte,
Ila mayoria de |laa cepas de los grupos C, F y G aon susceptibles,
B procedimianto y lectura da €sta prueba =on nnd]ogoa r los descri-
tos para la bacitracina con la unica diferencia de el medic wse ela-
bora con una bass de agar de tripticasa y =msoya. (18,21,31)

11) c- Determinacion de la preaencia del factor CAMP.

8 fendmeno provocado por of factor CAMP (proteina axfracclular ter-
moestable producida por estreptococos del grupo B y, bajo ciortas con-
diciones, por nigunos miembros dei A), fus descrito en 1944 por los  in-
vestigadores Christia, Atkine y Munch-Peterson, cuya contribucidn ee .
reconoce en las siglas

B factor CAMP intensifica la actividad hemolitica de hemolisina be-
ta do Staphylesosecus aureus cuando éata actia eobre critrocitos  de - car-
nero o bavino; tel propiedad =e utdiza para identificar a estreptoco-

cos del grupo B



J
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Figuwa 3.- Procedimiento e interpretacidn de las prucbas de
sibiidad a bacitracina y CAMP,

sen-
a. 1 Disco A de Bacitracina (002 a 0.04 U).
2 Dieccidn de lasz estrias de Streptococcys beta
hemolitico.
3 Estria de Staphyl ocoe gg gureug betl hemollheo
4 Estria de Strept
b. Strep. beta hemolitico grupo A presuntivo por bacitracing
¢, Strep. beta hemolitico grupo 8 presuntive por CAM
d. Streop. beta hemolitico diferente del grupo A y B  por ba-
citracina 'y CAMP, respectivamente. (15 R



La prueba se cfectiia trazando unn sola estrfa del cultivo de estrep-
tococor en sentide perpendicular a una eestrin de una cepa  de Staphyl o=
.Grgcue aureus productorn de hemolisina beta. Las estrias de ambos e
croorgenismos no deben estar en  contacto sino aseparadas eproximadamen-
te 1 em, como se muestra en la figura 3.

Para realizar Ila prueba, se wtiiza, una base de agar de tripticasa
y soya adicionada de sangre de carnero que ha sdo resuspendida en  =o-
lucidn salina. t/na vez que se ha inoculado la placa, se imcuba aerchbi-

~mmante por 18 horns. Aunque Ja reaccisn de CAMP ocurre para los es-
treptococos del grupo B tanto en condiciones nerobias como anaerabias,
= la incubacidn e en utmdsfara parcial de @O, ®e observardn algunae

del grupo A como CONMP positivas, y si se incuba anaesrcbhicamente,
producidas por el
srupe & Par ‘s rarzon, Ia prueba debe realizarse, en aeraobiosia.
l.as lectur podrdn hacerase desde laz cinco o sgeis horma de incuba-
“n$n; ep uma prueba  positive, la regidn donde ase imntensifica Ja liain
..~.'u)mo la forma de uns punto de flecha como se waprecia en Ila figura, 3
[ 1]

d un mayer nimero de reaccionea  falzaz  positivas

e

haskse

d~ Hidrdlisis del hipurato de sodio.

Las cepns beta hemolitices ¥y no hemolitices del grupo B, poseeon ja
wizime hipuricasa, la cual  hidrolize al  hipurate de sodic provocando e
formacidn de benzoato de sodio y glicine, como a= muestra. en la Bi=

quiente reaccidn :

H;0
S C - NH-CHy - C-ONs —— - G- ONa
I 1l hipuricasa H

o
* NHz -~ CH, - C - OH
1

o]

(]

Benzoato de sodio

Hipurato de sodio .
+ Glicina.

La hidrélisis del  hipurato de sodic wse pucde hacor ovidonte detec-

tondo la produccidn del benzoato de sodio o de la glicina.

arn demoatrar la presencia del benzoanto de sodic se efactia una
remccidn con clorure fdrrico al T%, d&ste precipita protenas, hipurato
y benzoato; sin  embargo, las proteinaz y el hipurato se disuelven con
mds facilidad en exceso de reactive, por lo tanto, la persistencia de
un precipitado on el caldo hipuratoe despuds de afadir un excesa de elo=
ruro férrico, indica la existencia de benzoato.

La prueba del hipurato se realiza inoculando wn tubo de caldo hipu-
rato con dos o tres coloniaa del microarganismo sospechoso, enseguida
se incuba a 35°C durante 20 horas o© mds, Despuds de este tiempo, 3¢
centrifuga el medio para sedimentar laz cclulas y se  transfieren 08 ml
del sobrenadante & un tubo limpio al que se le agreogan O2 ml  del reac-
tivo acidificado de cloruro fdrrico.

Si el precipitndo quo se forma despuss de agregar ol cloruro  férri-
co persiste mds de 10 minutes, as que se ha formado benzoato de sodio,
lo cual indica que hubo  hidrglisis vy, por ello, fa’ prueba se considera

positiva.



Para identificar la glicina, se utiliza e reactive de ninhidrina:
aste compuesto es un oxidante energetico que desamina grupos alfs  ami-
nos, liberando NHjy y CO;. B amoniaco reacciona con la ninhidrina  resi-
dual dando un color purpwra.

En esta prueba se inocula una asada de una suspencidn de  cultive del
microorganismc & investigar en O4 ml de reactive de hipurato de sodic
al X y se incuba dwante 2 horas a 35°C.

Despuss se mgregan O2 ml  del reactivo de ninhidrina: =i aparece un
color puirpura intenso, Ia prusba es positiva. (31)

e~ Hidrdlisis de escuina en presencin de bilis ol 4%,

La prueba se basn en la capacidad que poseen ciertas bnacterins, en
particviar los estreptococos del grupo D, de hidrolizar esculina an
presencia de bilis 1 o 4%. La aescuina quimicamente es un  derivado
de !a cumarin (&-beta-glucdsido-hidroxicumarina), que por su estructy-

ra pertencce a Ia ciase de compuestos conocidos como glucssidos,
Los productos de la hidrdlisis de la asculina son la glucose y Ila

sesculetina (7,7 dihidroxicumarina), esta ditima reacciona con &al de
fierro para formar un complejo marrdn oscure © negre, lo que produce
onnegreciments del medio bilia-esculina, ya que dste <contiena citrato

{eirico como ravetador.
La romccin es la siguiente:

o

(LT

complejo negro

CH,OH

Glucosa
esculetina

Feld »

——

Se deaconoce la fdrmula quimica exacta del complejo de hicrre forma-
do por la esculetma,

Las prucba se cfectis en un tubo econ agaer inclinado o en placa. En
ambos casos, se inocculan en ¢l medio de agar biis-esculina, dos o tres
colonias del microcrganismo a probar y se incuba a 35°C; la prueba es
positiva si el agar se ennegrece en 24 o 48 horaa, (31}

¥~ Capacidad para desarrollar en presencia de NaC al 65%,

Esta prueba permita clasificar & los estreptococos del grupo D en
enterococos y no enterococos.

Los enter {S. faecalls y sus variedad zymogenes y liquefa-
cieng, S, faecium y S._ durans) se desarrollan. tanto en medios liquidos
como sclidos que se emplean para la prueba y, aunque producen Ila modi-
ficacion del indicador on un plazo de 24 horan, algunas cepas tardan en
hacerlo hasta 48 o T2 horas e mncluso puede ocusrrir que ne se produzca
el vire del indicador a pesar del desarrollo bacteriano. Aparte de los
enterococos, cerca del BO% de estreptococos del grupo B <crecen en eoste
medio provocando el vire del indicador; otros grupos como A, C, F ¥y G
en general no se desarrollan en el

Laos mictoorgeniamos no enterocdeicoa del grupo D como S bovlz y S..
aduinus, nel como S, viridans no crecen en este medio.
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Cuadro 4 .~ Critotios para agrupar a los estreptococos cuando
»dlo se realizan pruasbas microbioldgicas. (31) -

GRUPO PRUEBA MICROBIOLOGICA
A Bota hemoliticos,
Sensibles a bacitracina.
Resistantes & SXT.
Reaceisn de CAMP (-).
Blis-esculina (=)

8 Beta hemoliticos,
Bacitracina (variable}.
SXT (variable).
Reaccidn de CAMP (+),
Bilis-eaculma (~).

B No beta temoliticos.
Reacciones similares a los ant.

C,Fy G Bota hemotiticos.
Rouccionan da 3 formas a bacitra-
cina y al SXT:

a) La mayor porte de la cepas son:
Resistentes a bacitracina,
Sensibles a SXT,

b) Un nuimers considerable da cepas:
Sensibles a bacitracina.

Sensibles a SXT.

<) Pocas son:

Resiatentes a bacitracina.
Resistentes a SXT,

Reaccicn de CAMP (-),
Bilis-escdline (-).

D La mayoria no hemoliticos.
Algunos alfa o bata hemoliticos.
Resistentos a bacitracina.
Reaccidn da CAMP (-).

D - Entorococos a) Gran nuimero de copms:
Hlis-esculina (+),
Desarrollo en NaCQl al 65%.
Reosistentes SXT.

b} Algunas cepas:
Edis-esculina (+).
Deosarrollo en NaCl al 65%.
Sensibles a SXT

<) Blis-esculina (-).
Desarrollo en NaCQl al 6.5%.
Rasistantes a SXT.




Para la prueba en caldo, se inoculan dos o tres colonias y se  incu-
ba a 35°C. L& renccidn e= positiva si el indicador cambia de coler pur-
pura a amaridle en 24 o 48 horas o cuande el crecimiento es evidente

aunqgue el indicador no vire.

En la prueba en placa, se inoculan dos o *res colonizs en el medio 'y
se incuba toda la noche en una atmdsfera normal 6 con COz a 35°C. La
prucba ez ponitiva si el crecimiento - es visible en la superficie y es
negativa si no hay desarrollo despuds de 24 horas,

La prueba bilis esculina positiva y el crecimiento en calde con NaCl
al 65% confirman la presencia de enterococos. (31}

XIl)La mejor opcidn que hay para identificar a los estreptococos,
es d ar la pr i del carbohidrato especifico de grupo mediante
una resccidin entre el antigeno y suero correspondiente (prucbas serold-
gican). Do esta forma ze puede detectar a cual de los 21 grupos (de=ig-
nedos de la lotrs A a la W excepto la letra | y J} pertenece el - micro-
.organismo en cuesticn. (2526,

Cundro 5 - Técnicas de extraccidn =antig€nica para  agrupar sero-
idgicamente a los estreptococos.. (31)
INVESTIGADOR TECNICA VENTAJAS LIMTACONES
Lancefield Acido caliente Extrae antige- Es compleja, re-
nos de tipo quiere tiempo y
protdica, car- dos ajustes de pH.
bohidratos y
dcidos teicoi-
cos.
Fuller Formamida Extrae a todos Es compleja, re-
calisnte fos antigenos quiere un =:juste
de grupo. de pH y destruye
les antigenos
protdicos da los
grupeos A y B,
Rantz ¥y Autoclave Extrae a todos Es szencilla.
Randail los antigencs .
de grupo.
8 Kholy Acido Relativamente No se sabe que tan
nitroso sencilla. bien funciona con
les grupos O y F,
requiere un ajuste
de pH
Maxted Enzima de Es sencilla, No extrae e} anti-
apt es geno ds la mayoria
albhus. ga las cepas grupo
Ederer Enzima pronasa 8 Es sencilla. No extrac bien los

antigenos de los
grupos D y F.



NVESTIGADOR TECMNICA VENTAJAS LIMTACONES

Watson Meozeia enzima- Es sencils, Es la mds costosa.
tica: extrae todos los
Streptomycas antigenos de
2l byes-lisorima. Qrupo.

1.5.8.- Evaluacidn de los cultivos.

La informacidn que debe reportar un  laboratoric de un  cultive  posi-
tive es:
1) La identidad del microorganismo aislade o su probable identi-
dad.
2) Bl numeroe relativo de mtcroorg-m-mo- presentes.
1.a estimacidn del ndémero de microorganismos pvelantea puede  reali-
zarse por cruces de la siguiente monorae:

= Negative,

Muy escaso crecimiento,
Escaso crecimiento,
Poco crecimiento,
Moderado crecimiento.
Excelente crecimients.

—y
Py
-
o

s

16~ Patogenia.

A la infeccidn por cstrptococos ostén asociados wna diversidad de
proceses patoldgicos.

h'fluyen grandemente en la imagen de ian enfermedad las propiedades

del or infoctante, la patwaleze de la respussta  del
huaupod -s[ como la puerta de entrade de la infeccidn. .
tas es estreptocdci pueden sar divididas warbitrariamente
en varias cntagonoo'
A- Enformedades atribuibl, a la i G por estreptococos beta
hemoliticos del grupe A. .
1) Erisipela,

2) Fiebre puerperal.
3) mfeccidn geteralizada.

B~ Enfermedades atrbubles a2 Ia infeccidn local por
cos beta hemoliticos del grupo A y a sus productos.
1) Faringitis estren'tocdcn:-
2) mpdtigo.

estreptoco~

C- Endocarditis bacteriens,
1) Endocarditis bacteriana aguda,
2) Endocarditis bacteriana subaguda,

D~ Otrma infecciones.
1) Tracto winssio.
2) Genitales femomnos
3) Boca.
4) hteatino.

E- Enfermedades postestrept
1) Glomerulonefritis.
2) Fiebra reumdtica.

(10 .32-42).

2]
t)



Examern directo

S-110

‘ - @ ' Grupo A 7
arcC T
cae T >
24 hre,

Strep,. 7 hemolitico
No Ay No B.

Sensibi-
hdad &
bacitracina
Grupo B

Restimen dustrative~ Aislamiente e identificacicn de Estreptoco-
co 1 hemolitico. (15)
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1.7~ Epidemiologia. : :

Algunos estreptococos son miembros de la flora normal  del cuerpes  hu-
meno; provocan enfermedades solamente cuando son introducidos en sitios
del cuerpo en los que sc encuentran en condiciones naturales.

En el caso de fos cstreptococos beta hemoliticos del grupo A, la
fuente original ¢s siempre una persona que holpadn & estos organismos;
dicha persona puede pad una  inf i trable o subclinica, o
bien puedo tratarse de un portador permanente. Estm e puede in-
foctar directamonte a otras personas por medio de got de Flugge
lanzadas a partir de su aparato respiratorio, puede contaminar ropas,
ropa de cama, utensilios diversos; incluse puede infectar & un  hussped
intermediario, por ejemplo, la ubre de una vaca, cuya leche a partir de
entonces provocard una diseminmcidn epidémica de los estreptocaocos.

Las descargas nasales de une persona que hospedm estrepteococes heme-
{iticos parecen ser las - fuentes mds peligrosas de contaminacicn masive
del medic ambiente. .

agrupamianto y la tipificacicn de los estreptococos beata hemoli-
ticos del grupe A, siguiende el esquema de Lancefield, constituye dn
procodimiento  epidemioldgico i para  determinar la  transmisisn  de
las infecciones,

Los procedimientos de contrel se diigen <contrma el medio  ambiente
contaminado, asi como hacia la fuente humana que de origen a dicha cen-
taminacidn; el tratamiento de sdbanss, cobevioreo ¥ pisos cop mceite .
disminuye la dispersién del  polve con do; I|a ventiacidn, Ia fit-
tracién del aire, ia radiacidn ultravicleta y el empleo de aerosoles
son todos pr dimientos que disminuyen e nimero de gotitas de Flugge
infectantes on el aire. La loche, por supuesto, dobe ser sometide siem-
pre _a pastewrizacisn.

Debido & las grandes dlﬁcuR des quea plantea el control de Ia con-
taminacisn del a to, se i e cada vezr més en los siguiente:

{1) Erradicacidn de estreptococos bota hemoliticos en los  porta-
dores, siempre que sea posble, y Ia climinacidn de &stos de los sitios
en los que pueden causar dafice de consideracicn, per ejemplo, en las
R ll'.' do trabmjo de parto de las maternidades.

{(2) Quimicterapin temprana e intensa . de las infecciones estropto-
ce’cnc-. del tracto respitatorio. .

{2} Quimioprofilaxis antiestreptocdcica en pefsonas que ya han
tenido un ataque de fiebre reumidtica. (10)

1.8~ Ihforme breve sobre el puique.
181, Definicidn.

Bl pulquse se un liqude blanco, viscoso, dulce, con bajo contenido
alcohdlico y <con cierto sabor dcido, obtenide por Ila fermentacidn det
aguamiel, ol cual ea e jugso que ss obtiene del maguey. (44)
182~ Importancia.

Estn bebide poses importancia desde varica puntos de vista como son
geogréfico, econdmico, bioquimico y sanitario.

Desde e! punte de vista geogreéfico tiene importancia el hecho de que
¢sta planta vive con poca ntidad de agus anuaf, esto es, el magucy se
desarrolla en zonas semidesdrticas de la  altiplanicie mexicana donde ne
se cuenta con suficiente agua.

Evita el desgaste de las tierrma inhibiendeo Im erosicn al mantenerae
{as plantaciones en buen estado todo el tiempo. LUigado a esto estd el
lado econdmico del maguey.




vnltvpl.- sustanciae come vitaminas, sales minera-
una peduefia cantidad de proteinas, gue
por Ia diete d.l ser humano, por o que al proporcionar
estas sustancias al organismo, <ste podiim ser menos susceptible a  di-
vorsas enfermedades como la anemia por deficiencia de dcide fdlico y de
hisrro, proporcionando mayor estabilidad en las remcciones corporales.

183~ Ovigen del pulque.

Antes del descubrimiento de America, los habitantes del centre de In
Republica ya aprovechaban el maguey de diferentes form tales como Ia
d.boneidn de s chozas, fabricacidn de hilos, ascudos y
L producto que we obtenia de é&ste, era sl pulqus
s reyes y personas de gran autoridad, pues su con-
NG ‘No erm pofmmdo p-r- iodo.. En la sociedad de los indigenas, ha-

bin grandes i ban a [a gente que negociara clandos-
tinamente con e l‘q.udo. Con la llegada de los espaiocles, &l consumo
det pulgue se extendis te y se regl 1S su merci

8 origen .t-noldgn:n de la palabra pdqu. tiena varias pombles
rafces. B} nombre de pulgue entre los mexicanos eara ' Kzacoctl
sea, vino blanco, y cuando se descomponia se |8 conocia come octlr-
. y como ' eato sucedia {dcimente, se piensa que los que lo
vendimn pronunciaban a palabra poliuqu, derivindose de dsta le pala-
bre pulgue que en la actuslidad se manejm. (4547 .50)

184~ Compasicidn del pulque. .
s composicién quimica y bromatoldgice del pulque wvaria dependiendo
dol  fugar donde se encuentre, sea tinmcal, aduana o pulqueria, aunque
para la reslizacidn de  los estudics se hace una media de tales  varia-
bles por lo que | siguentes tablas presentan de manera general la
composicisn del mismo.
Andlisis del pulgue. (45)

Contenido en 100 g

Calcio 0.007 -]
Carbohidratos 1.3 9
Energia 43 keal
Grasas -
Hierro . 0.0002 g
Niacine 0.004 ]
Proteinm o4 Qo
Riboflavina Q0002 g
Tismine 0.0002 g9
Composicidn quimica del pulque. (4649)
Acidez total en dcido léctico 059 %
Agua 940 %
Cenizas o330 %
Densidad a 15°C ogez X
Extracto seco a 10°C 165 %
Gldcidos 25 3
Gomne o585 %
Grade de alcchol T x
Nitrégene de aminodcidos Q.01 %
Nitrdgeno de aminodcidos aromiticos Qo0 %
Nitrédgeno protéice 005 x
Proteines totales 0345 - %
Sacarosa 0.04 %



Composicidn quimica del pulque (cont.)

Salas. minerales o332 x
Vitamina B 25-30 Ul/mi
Vitamina C &5 Ulsmi
Anilisis microbiolsgico. (45)
Tinacal® Aduana Pulqueria
Bacterias x 10%/mi G4 36 15
Levaduras x 10%/mi 166 1ns 1]
Coliformes fecalas, X en el
total de muestras analizadas 222 az 53

Contenido de amincdcidos en eof pulque. (4748)
Cantidad en 100 g
232

Arginina Q
Fenilatanina 238 g
Histidina ' 10 a9
Leucocina 223 g
Lisina 343 g
Metionina 0.5 Q
Treonina 1.36 Qg
Triptofano os? g
Valina 140 Q
Andlisis quimice, (47)
Tinacal Adusna Pulquerfa
Alecohol % en Vol° Gl 556 T.16 623
pH 3.83 373 384
Sacarosa ml/100mi a4 9?33 8536
Vi idad on centipob 912 1383 3075

Constituyentes nutritivoa del pulque. (45,46,49)
Contenido en 100 g .

Calcio 0.0l L]
Carbohidratos totales .0.08 .
Caroteno {(pro-vit A) ===
Cenizas .37
Hiarro 00007

o

d
Féeforo 0086 Q9
Niacina 003s g
L)

9
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2= FUNDAMENTACON DB TEMA.

Los sstrept beta  hemolits
tipoa de infecciones, siendo
rias sites. (9,10}

Los m H islad son esfdricos, con didmotro de OS5

10 u. L indole del medic da cultive occesions algimas wvariaciones ean
ol tamsfio; frecuontemente las celulas  aisiadas

son agentes causantes de varios

ime més frecuentes fas de vias  respirato-~

son bastante menoras
cuando los cultivos crecen en condiciones snaorobias. (810.13,4)

La mayar peste de los estrept son tat negativos, no far~
mentan la inunae, no  reducen los nitratos
Lares. S un  carbohidrato o8  fermentado,
des de deido léctico, sin gas, (3613)

y son solubles en sales  bi-
*e preducen grandes cantida-

Los estreptococos patdgenos crecen fédcimente en ol laboratorio, po-
ro poara buen desarrolic se necesitan medica con sengre © sucre y | tempe-
ratura corporal: son anaerchbios facultativos y no formen osporas.

Como grupo, ctecen & temperatura relativamente alta, 10°
del grupo pidgenc, constituldos por pardsitos del hombre,
ratwe Sptima de 3T*C. (8-10)

Se encueniran entre las bactorisse mids exigontes en cuanto a necesi-

_ dades. autritivas. La mayor parte de las cepas requieren glutamina, ri-

boflavine,  dcido pantoténico, piridoxina y biotinma junte eon 13 o 14
animodcidos.

- 42°C, los
tionen tempe-

Los estreptococos del grupo A tambisn necesitan derivados de  dcides

ek Al P se han cultivado en medios con hidrolizados de
albimine ¢ cescina, compliementados con vitamk nodcid (7-9)

y

Son.  microorganismos  dificles de  aislar, requitiendo de medics enri-
quecidos. como: Infusicn Cerebra Corazdn, Soye Tripticmse, Agar Sangre,
atc.: medios.de cultive de uso frecuente en bactericlogla, pero de ele-

vado costo,

B pugue s una babid i ducte del 4

to del aguamiet
que poses: amnodcidos, vitaminaes, puwrinas, carbohidratos Y algunas
protefnas, que pueden sorvie de nutriontes para el estreptococe y  pot
fo tanto si zlaboremos un  meds pare e} cutive de

los  mismos, obten~
dremos bucnos resultados.



3- PLANTEAMENTO DEL PROBLEMA

B8 diagndstico de infecciones producidas por estreptococeos beta he-
méllﬁ:o' es dificl y sdlo se logra en ﬁn 40 - B0 % de los casos, - por
o que un cultivo negativo no exciuye totalmente la infeccidn estrepto-

cdgica.

Por ello, se hace necesaric tener un medic de cultivo que aumente - la

positividad de wislamientos y que ademds sea de bajo costo.

'Debido a la componicién quimica del pulque, p que ok sor

utiizado como una base enriquecida para la elaboracidn.. de un  medio de

cultivo para estreptococos,



4.- OBRETIVOS.

1- Formular un medic de cultivo para estreptococos

ampleando al pulque como base nutritiva.

2- Disminuir ol costo para el diagndstico de infecciones
producidas por este mictaorganismo.
3~ Obtener un aumento en el margen de seguridad del

diagndstico de infecciones por estreptococes.
4~ Realizar un estudic comparativo de positividad

entre ol medio da cultivo formulado y los medios

ususles.
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5.- HPOTESIS.

Si en u composicisn  quimica el pulque contiene :  vitaminas, sales

min_eralat, aminodcidos, sigunas proteinas, carbohidratos, ete,, que son

buenos nutrientes, y, ademds es unm bebid baratea que ese puede conse-
guir en casi toda ia Republica Mexicana, entonces, el estreptococe beta
hemolitico encontraré todos loe nutrientes necesarios para desarrollar-
se on este medio de cultivo, ademds de que serd un medic accesible y de

bajo costo.



8- MATERIAL , METODOS Y TECNICAS.

.- Asa y portun- bacterioldgica.
Caja Petri de vidrio.
sobjetos.
Frascos de boca anch- con tepa de rosca de 1 it.

para tubo de sneaye.

Masking tape.

Matréz aforado de 10 ml.
Matrdz Erlemmeyer deo 1Q00 ml,
Matréx Erlonmeyer de 250 ml.
Mechero Bunsen.

Papel pH.

Fipatas graduadas de 1 mi.
FPipetas graduadme de 2 ml.
Ppetas gradusdas de 5 mi
FPipetas Pasteur.

Pipetas seroldgicas de OF mi.
Pipetas seroldgicas de O2 mi.
Frascos goteros de 60 ml,
Portaobjatos,

Pobata gradusda de SO0 mi.
Tela de alambre con asbesto.
Termdmetro . de -10%a 200°C
Tripie metslico.

Tubes de ensaye de 13 x 100,
Vasos de precipitados de 500 mi.
Vasos de precipitados de 100 mi.

Vasos de precipitados 50 mi.
Material bicldgico :
Cepa pwa de Streptocogcus pyegenes beta hemolitico, {(GrupoA).
Cepa pura Heta h "tuco Grupo No A.
Ceopa pura alfa h

Cepa pira MM Auroysg beta hamolftico.

Cepa puwra de Escherjchia coli.

Sangre- de carnero, res ¥y chivo, esteril 'y desfibrinada,

200 muecstras de . oxudado faringeo, de pacientes sintomdticos y
asintomdticos.

Equipo
Agitador mecdnico para tubos de ensaya, VORTEX GENE, meodele
K-550-G. .

Autoclave.

Balanza anslitica METER modelo -

Balanza granataria CHAUS, modelo Flo'ham Park.
hcubadora MAPSA, modelo EC-334.

Mcroscopio AMERICAL OPTICAL, modelo One-Ten.
Rofrigerador Mabe, modefo Spuco Line.

A
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Reuctivos
Alcohal,
Acatona.
Lugol.
Azida de sodio.
Bisulfito de sodio.
Cristal viofeta.
Cianwre de potasio,
Laurd sulfate de sodia.
Tiaurca,
Acide sulfosaliclico.
Coruta de bario.

EDTA.
Acido nalidixice.

Colorantes -
~ Cristai violata.
- Safranina.

Meodios da cultive
- Base de Agar sangre.
- Base de Agar sangre con azide do sodio.
=~ Agar =al y manitol.
- Agar S-1i0.

Exciplentes ¢
~ Agar bacterialdgico.
~ Peptonae de caseinm.
- Puique.

Solventes :
= Agua destiade.

Mctadao. .
La siguisnte meotodologina es la que se Jflevd a cabo para alcanzar
los objetivos planteados, dividiendo el trabajo en 4 eotapas, mismas <que
sa describen » continuacidn
ETAPA I : Obtencidn del soportea de crecimiento.
ETAPA I1 : Selectividad del medio formulado.
ETAPA III : Estabilidad dai medio.
ETAPA 1v : Ensayo con muestras clinicas.

B medio finml os of tamizx de todas ims etapas y por consiguiente «f
mejor que obtuvimos.

En lat 2 primeras stapas se trabajs sobre ensays y error, por lo que
los medios descritos no son loe dnicos qus se realizaron, sine los mas
representativos y de mayor utiided al proyecto.

ETAPA 1 : Obtencisn del soporte de crecimiente.

Se desarrolld la férmule de una base cnriguecida on la cual crecie-
ron Eatreptococos alfa y beta hemoliticon, Staphviococcus aureus y
E.coli, utldizande : agsr bacterioligico, peptona de cascina y pulgue,
varimndo jas concentraciches de los componentes hasta la obtencidn de
un creacimento simiar al da la basas da agar snangre.
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A) La preparacisn de loa medios fud :
1- Pesar cada uno de los componentes de |a formulacisn del medio de
cultivo propuesto.
2- Mezclar con agua & pulque segiun ol caso.
Si ol disclvente es pulque, se neutralize previamente a un pH- 7.0
a TS con NaOH 2N. h .
3- Calentar a ebulicisSn por un minuto para disolver el agar,
A- Esterizer en autoclive a 15 b + in* / 15 minutos.
S~ Verter en < de Petri estériles de 20 a 25 ml por caja.
G- nocular en cada uno de los medios slaborados las cepaa.
T~ hheubar las cajas a 35°C ¢ 2*C por 24 horas.
8- En los medios que llevan sangre, dsta se agregd al medioc despues da
estretiizario y dejéndclo enfriar & sproximadamente 40°C-45°C,

B) Se probd ol .fcctp de que el medic tuviera o no peptona de casef-
na y tambien Ia diferencia entre tener pulque o agua como disocivente

Medio 1 2 3
Agar bacterioldgico 1.5% 1.5% 15%
Peptona de caseina 1.5% o 15%
Puague (pH- 7.0-7.5) o] cbp 100 ml cbp 100 ml
Agua destiada <¢bp 100 mi o o
C) Se adiciond sangre de carnero a diferentes concentraciones.

Maedio 4 s ] 7 a
Ager 1.5% 15% 15% 15% 15%
Peptona 15% 15% 15% 1.5% 1.5%
Fl?’quo cbp 10O M <cbp 100 ml cbp 100 ml cbp 100 ml cbp 100 ml
Sangre X 4% S 6% 8%

D) Se procedid a variar la  concentracidn  de peptona do cascihm  te-
niendo <¢onetante una concentracién de sangre. .

Medio 9 10 n 12
Ager 15% 15% 15% 1.5%
Peptona ox O5X% 1.0% 152
Puigue ecbp 100 mi cbp 100 mt ebp 100 m! ebp G0 mi
Sangre 5% 5% 5% 5%

Se llevaron como controles medics preparados de igual manera. y con
las i traci sélo que sin sangre, para observar el fac-
tor hemdlisis.

Madio 13 14 15 16
Agar 15% 15% 15% 15%
Peptona O% . O5% 1.0% 1.5%
Pulque cbp 100 ml cbp 100 ml cbp 100 mi cbp 100 mt
Sangre ox o% ox o%



E) Se probé nuevamente Ja misma veriacion en la cohcetrtracion de
peptona de caseina con una concentracion establecida de sangre, pero,
empleando sobrenadants de pulque como solvente,

B sobrenadante de pulque se obtiene centrifugando e pulque a 5000
rpm por 3 minutos. N N

Medio 17 18 19 20
Agar 15% 1.5% 1.5% 152
Peptona ox : o.5% 1.0% 15%
Sobrenadante !

de pulque. cbp 100 ml ebp 100 m! ebp 1Q0 mi ebp 100 mi
Sangre % 5% 5% 5%

‘T'ambidn se levaron controlea sin sangre.

Madio 2] 22 23 24
Agar 1.8% 1.5% 185X 1.5%
Peptona o% OS5Z% 10% 1.5%
Sobrenadante

de pulque cbp 100 mi cbp 100 ml! cbp 100 ml cbp 100 mt
Sangre o% ox o% o%

B mejor medic que se obtuvo =n la ETAPA 1 fue el No. 11,

ETAPA II : Sslectividad dei medio formulado.
. 1) A la base formudada No. 11 se le did selectividad empleando dife-
rentes agentes quimi pr bt nte inhibidores del crecinienta
bacteriano en diferentes concentraciones, buscandoe uwne gue inhibiera ol
crecimiento de agentes contaminantea, como E.cqll, pero sin inhbir los
estreptococos, .

Se flavaron siempre controles de oaterilidad y sme compars con los
medios usuales (Agar ocangre, Agar aangre con arida) N .

A) I';hibidor empleado: Azida de sodio.

Madio 25 . 26 27 28 29 30 31
Ager 1.5% 1.5% 1.5% 15% 15% 15% 1.5%
Peptona 1.0% 1.0% 1.0% 10X - 10% 1.0% 1.0%
Pulque cbp 100 ml en cada medio

Azida de

sodio 0.005X OO0IX 0.02X ©.09% 0.06% 0.08X oa%



B) hhibidor emplaado: Bsulfito de sodio.

bbd’io a2 33 34 . 35 36 ar
1.5% 15% 15% - 1.8% 18% 1.5%
PapQOHI 1.0% 1.0% 1.0% 10% 1.0% 1.0%
ebp 100 m! an cada medio
Mﬁto
de sodic O0O5X OO0 OO2X 0025% O.04% O0.O06%

C) hhibidor empleado: Cristal vicfeta.

Madio 40 4 42
Agar 15% 1.5% 15%
Peptonm 1.0% 1.0% 1.0%
e cbp 100 mi chp 100G mi <bp 100 ml
Cristal violeta ©.01% 003% 0.08%
) nhibidor empleado: Cianwwo de potasio.
Medic 44 45 46
Agar 15% 15% 1.8%
Peptona 1.0% 1O% 10%
Pulque cbp 10O mi <bp 100 ml cbp 100 m}
Ganuwro de . .
potasia O0.005% 0.025% O 05%
E) hhibkdor empleado: E D T A,
Medic 48 49 ) 50
Ager 18% 15% 15%
Peptona 1.0% 1.0% 10%
Prigrie cbp 100 mi cbp 100 mi cbp 100 ml
EDTA 0.05% QOTS% (o7 4

F) inhibidor empleado: Lawrd suifato de eodio.

Medio 52 53

Agnr 1.5% 15%

Pbptona 1.0% 1O%
Pulqus .cbp 100 mi cbp 100 mi

Lauvrd sulfato

de sodio [e X4 o} 71 QO003%

35

38 39
15%
10%

Q088 O

43

1.5%

1.0%
cbp lOOzml

47
15%

1.0%
cbp 100 mi
O.O7EX

54
1.5%
T
cbp 100 ml
©.005%



2) Se realizd una mozcla do inhibidores parma ver que efecto tenfm on
- el crecimiente bacteriano.
Ihhibidores oempleados: Azida de sodio y Lawil sufate de sodio.

A) Concontracidn constante de Lauri sulfato de sodic y concentra-
cién variable de Azida de sodio. .

Medio 55 56

Agar 1.5% 15%
Peptona 1.0% . 1.0%
Pulque ebp 100 ml cbp 100 ml
‘Azida de sodio 0.08% oax

Lauril sulfato de sodio 0.005% ©.005%

B) Variacidn en la concentracisn de ambeos inhibidores. .

Medio 57 58 50 &0
Agar 1.5% 1.5% 15% 1.5%
Peptona 1.0% 1.0% 1.0% 1.0%
Pulque cbp 100 ml cbp 100 ml cbp 100 mi <bp 100 ml
Azida de sodio O O04% 0 06% 0.04% o.065%

Laurid sulfato
de sodio 0.001X 0.001% 0.003% 0.003%

3) Posteriormente se procedic a centrifugar o pulque para observar
si habfa alguna diferencia si se leab of b dante o pulque
completo.

Para ollo, se centrifugd el pulque m 5000 rpm por 3 minutos para ob-
tener Ia separacicn- del pagquete celular, ol ciual era eliminado.

Se llevé un control con ol medic base sclo.

A) nhibidor empieudo: Azida de sodio.

Medio &1 62 . 63 64 65 66
,Agar 15X 15% 15X 15% 15% 15%
Peptona 1.0% 1.0% 10% 1.0% 1.0% 1.0%
Sobrenadante

deo pulque cbp 100 ml’en cada medio

‘Azida de

sodio ox 0.02% 0.04% 0.06% 0.08% O.a%

36



B) hhibidor empleado: Bisulfito de sodio.

Maedio &7 8 69 - 7O kel 72
Agar 15% 15% 1.5% 15% 1.5% 15%
Peptona 10% 1.0% 1.0% 1.0% 1.0% 1.0%
Sobrenadante .

de pulgque ebp 100 mil an cada medic X
Bisulfito - de sodio ox 0.02X% 0.04% 0.06% 008% 0a%

4) Se agregd sangre a jos medios ¥ se probd el Acido Nalidixico como
mhibidor en dos maneras  diferentes, utilizande < medio base formulado
No, 11:

A) Agregando el Acido nalidixico a! medic base y despues esteri-
lizar.
8) Estariizando el medic base y despuds agregar el Acido nalidi-

0o,

A) Se agregan todos los reactivos y despues se  asteriliza a. 15 Ibs
in / 18 minutos, se enfria m 40-45°C y se agroga la sangre.

Meodic 3 74 s

Ager 15% : 1.5% 15%
Peptona . 1.0% 1.0% 1.0%
Pulque cbp 100 mi cbp 100 ml ebp 100 ml
Acido nalidixico 5 ug/mt 50 pgsmi 500 ug/mt

Sangre 5% 5% 5%
Sa llevaron controles con los medic usualas.

B) Se te-llz- ol modlo b-ge #e  eosterliza en  autoclave 'a 15 . Ibs
in* /15 y i el Acido nalidixico, se enfria. =
40-45"C y se agrega [ nngro.

Medio 6 7 N

Agar ‘ 1.5% 15% 15%
Peptona 1.0% 1.0% 1.0%
Pulque cbp 100 mi cbp 100 mi cbp 100 ml
Acido nalidixica gxpa/ml § Ha/sml ggo ugrmt

Sangre
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Q) Variacisn en las  concentraciones de Acido nafidixico en e rango
comprendido entre 5 ug.ml y 50O pgsml,  ediciondndolo despucs de  esteri-
lizar el medio base formulade No. 11,

Se Hevaron controles con los medios usuales.

Medio - 11 76 79 80 a1 a2
Ager 1.5% 1.5% 1.5% 1.5% 1.5% 1.5% 1.5%
Paptona 10% 1O0% 1.0% 1.0% 1.0% 1.0% 1.OX
_Pulque cbp 10C ml en cada medio
Acido naolidixico (ug/rml) N

<] 10 20 30 40 50
Sangre 5% 5% 5% 5% sx 5% 5%

Con todos ostos oneayos, se considern como medio final e medio

No. 86, el inejor, ¥y queda formulado de la siguiente manera:

Medio

Agar bacterioldgico 15%
Peptona de casefna 1.0%

Acide nalidfxico 20 pg/mi

- Sangre 5%

Pulque cbp 100 ml

ETAPA 111 : Estabilidad del medio.
Se prepars un lote de 30 cajas de medio de cultive y =me mantuvieron
en refrigeracién en una bolsa de polictilene cerrrada.
Se inocularon jas mismas cepas a diferentes perfodos de tiempe \du-
rante un mas.

Eata prueba es con el fin de determinar e deterioro del madis . de
cultive formulado por el almacenaje a traves" del tiempo.

) ETAPA 1V : Estudio comparative del medic y ensayo <on muestras
clinicas, .

Se realizd un estudioc comparative del medio formulade con respecto &~
los modioa usualas (Agar sangre, Agar sangre con arzida y ademds & me-
dio base formulado zin  inhibidor} sembrdndoae 200 muestras de Exudado
Farfngeo, observando las caracteristicas morfoidgicas y fisioldgicas de
las bacterias aisladas, asi como su concentracisn relativa en ia  mues-
tra, en cada medio y sacando e! porcentaje de aislamiento.

Teenica.
© 1) Toma de mueatra.
Se obtishen muestras de exudado faringeo de personas asintomd-

ticas y sintomséticas en condiciones asdpticas, frotando fuertemente .
amigdalas y la zona posterior de las mismas con un hisopo esterid, cui-
dando de no tocar la lengua ni mojar el hisopoe con saliva, utilizando
abatelonguas para fijar la fengua y d. brir adecuad te las amigde-



2) Siembra y cultive,

Sambrar en {as placas: Madio formulado No. 80, Agar sangre con

20 pgsml de Acido nalidixico, Agar sangre, Agar sangre con azida y Agar

sal y manitol, depasitando wn indcule con eof hisopo .y cealizar catrins

;ﬂ tres cumdrantes con un e  bactericldgicn. houbar a I7°C por 25
ores. .

Si no se puede sembrar diractamente on la placa, poner al  hij-

sopo en 2 mi de caldo enriguacido (B & tioglicotato), incubar da 2 a

4 horas a 37°C y despuds efiminar el exceno de culdo *  exprimiendo T ef

hisopa an ol '(ubo y sombrar on las cajas. i

3) Diferenciacion e identificacion.
Observar colonias  circularer paguedas, lisms, convexas ¥ re-

desdas de unm zone bets hemoiftica.

Tehr por ol meétods de Geam y observar af microscopio cocon
¥ . mgrupad on o , N pares & soloa.
Reafizar Ia prueba de ia catalaas, factoar CAMP. y gensibi-
fidad a la bacitrachim.




{os resuitades son mostrados en forma de tablas y de

7. RESULTADOS,

metodologia descrita, es decir, en orden cronoldgico.

Para la evaluacisn

g

-

P

de los cultivos

Negativo.

Muy cscaso crecimiento,

8¢ utitizé

Escazo crecimiento.
Poco crecimiento.
Moderado crecimiento.
Excelente crecimiento.

So utllizaren Ins siguientas cepas:

Streptocaccus 3 hemolitice Grupe A
Streptocaceus (3 hemolitico Grupo MNe A
Streptococcus a hemolitico

Staphviececcus aureus 3 hemolitico
Escherichia colyd

ETAPA 1

: Obtencidn del soporte de

crecimiento.

siguento

mcuerdos con

notacidn:

B) Efecto de la presencia de la peptona de caseina en e medio 'y
ferencia entre pulque y agua como disolvente.

Cepa
EHGA

| EFHGNA
EaH
S, aureus

AS
o
e
s
‘an

—ae

s

e

Medic

C) Adicidn de sangre de carnero a diferentes concentraciones.

Cepa

EHGA
EHGNA
Ecd

S.aureusg

s

.
PN
.o
e

Medio
=1
P

e
P

see

-+
+sa
sss
e
‘on

Py
YRS
ser
s

s
P
.

di-



D) Variacién en la concentracidn de peptona de caseina  teniendo
constante una concentracicn de sangre. -

Ceapa Medio
AS ASA 9 n 12
EMGA o e N vae P JSas
S, aureys PO e - PO e caa
E.colt - . . .o s e
Se llavaren controles sin sangre
Cepa Medic
. 13 14 15 . 15
EfHGA N .. . .
S, aureus . .. e PR
E.coll .- cee e .t
E) Se probd la misma variacisn en la concentracidn de peptona, pero
empleando sobronadante de pulque como disolvente.
Caps : Madio
7 8 18 20
EGA . .o oo es
5,§ur‘eu= - LR ERE LRy
E,cold .. e N e o
Se llevaron controles sin sangre.
Cepa Medio
. 21 22 23 24
EAHGA - PN POSE PN
S_aureys -re -e oS cos
E C'—"!! - -t EE R ‘or
ETAPA IT : Sclectividad del medie formulfado.
1} - A} Variacicn en Ia concentracidn  del inhibidor -~ Azida de
wodio.
Cepna Medio | .
25 26 27 28 29 30 31
EpHGA ‘er NS ew et e P -
EM-HGNA v e er res .t .- .
Eod4 e PO PR ot P, . .
S. aureus e -t ‘e e PR - -
E.coll er - .. - S - -



1} - B) Variacién

en

sodio.
Ceopa
3z 33
EptiGA - - hd
EfHGNA .. -
Eal- P JONN
can rer
"t =€) Variaeidn
Copa
40
EfHGA -
ESHGNA -
EoH -+
S.aursus -
E.golt ..t

1} = D) Variacidn en la

tasia,
Cepa

44
EHGA Py
EfMHGNA s
EcH e
=, Aurats el
E, coll sue

la

trg

~es

s

35

s
e

e

concentracicn

concentracidn

a5
ver
pont
.
JO
e

concentracidn

Madio
36

.

Medio

del

inhibidor -

del inhibidor

Medio

e
.

]
8

[

.

P
4+

- GCristal

3

PRI

Cianure de

1} - E} Variacidn en la concentracién del inhibider - E D T A.

Cepa

48
EAHGA (2
S, auraus Lhad

E.colf [Sad

49

sew
e
rea

A

Medio

‘e
s
Py

5

sas
ores
sed .

Hisulfite -

de

viole-



1) - F) Variacidn en la concentracidn  del inkibider - Lauril
to de =odio.
Cepa tMedio

52 53 53

EAHGA s tee P
EHGNA ven cee ver
[ sve re e "
S, aureus PO e .o

2} - A) Mazcla de inhibidoras.

sutfa-

Concentrucién conatante de Laurdl suifato de sodio Yy concen-

tracicn variable de Azide de sodic.

Cepa Medio

55 56

EHGA - .

EnHGNA . .

EoH - .

S au:ggi hd +

E.call . .

2} = B) Variacidn en la condentracidn de ambos inhbidorea.

Ceapa Medio

57 sa 59 &0
EHGA . pys o s
EPHGNA, . . . .
B . - - +
Ws' . - - N )
E.col} - - -

3) - A} Fragmentacidn del pulque por centrifugacidn y omplee  def

brenadante de pulque. ,
Vartacidn on le concantracisn del inhbidor - Azida de sodio.

sa-

Cepn Medic

EHGA PO PO vee e - POYS
EHGNA P vosr JOs . - -
E&-‘ v a e L rev - - e
S aureus ves PO . . PN .
B coll PSS ./ - - - -

4%



4) - A} BEmpleo de Acido nalidixico come inhibider,
Se agregan todos

Copa
EntHGA

. S.aureus
E.col}

4) - B) Se

Ceapa

EHGA
S.aureus
E.coll

realiza
Ib/in* /15 minutos

Variacisn

AS

e

4) - C) Variacidn

en

67

veu
e
e
e

los

el

. on las concontraciones de Acido nalidixico en
range comprendido entre Sug/mi y SOug/miadiciendndolo

fa

conceniracién

reactivos

medio
y despuds
a 40-45°C y 3¢ narega ia sangre,

bas
adiciona

76
+ax
sas
s

rilizar el medio base formulade Neo. 1,

Ceps

EHGA
S.aureus
E.cold

AS
T
e
P

ASA
e
P
e

"

e
s
row

76
e
e
e

H4

Medic
69

a4
‘e
‘e

y despuds

Medio
T3

e

e

se
el

Medio

del

inbibidor -

3

401

4

Blsutfito

esterdiza  en
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ETAPA 1v : Ensaye con muestras clinicas.,

Se ensaysron : of Medic formulado MNo. 80 y los . medios usuales {Agar

sangre ¥y Agar sangre con azida) con 200 muestras de Exudude Faringeo y

se sacd ol porcentaje de aislamiento, el cual we ndica a. continuacidn.

Cepa anislada % de aislamiento
Estreptococos 2 - hemoliticos ’ 1258
Staphylococcus aureus coag (+) 285

Estreptococos 3 - hemoliticos

Staphvlococcus aureus cosg (+) 65
Negativos 525
Total ) 100.0
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8- DISCUSION DE RESULTADOS.

Loz estreptococos sop  microotganismos  de  dificil  crecimisnto en  me-
dios artificiales ne enriquecidos, por ello necesitan de una buena
fuente de proteinas, carbehidratos, vitaminas, etc.

Por otro lade, < pulque es una bebida cuye andlisis bromatoldgico
indica que es rico en  carbohidratos, minerales, slctrolitos vy vitami-
nes, principolmente:; por lo que asdlo nacesita ds proteinas param  conver-

tikce en un buen medio do cultive para estreptococos.

En la primera etapa do eoste trabajo se procedid & buscar un  soportie
de crecimiento para  dichos micraorganismos. Se observd que la peptona
de caseina era un ingredienta primordial para el crecimiento, ya que en
al medic No2, al no tener peptona hay una baja muy considerable en ol
crecimiento, por lo que se eligid el medio con peptona,

Como para la identificacidn  presuntiva de los ostrepiococos os nece-
saria la observacidn de la  hemdlisis se vis lm  necesidad de agregar  al
medio sangre de cariere a diferaptes concentraciones, observindosa bue-
noa resultados con 5%, % y 8%, pero por cuestidn de costos se  dligic

el medio No& que consiane 5% de sangre. .

Pasteriormente ze penad en variar la  concentracidn de peptona obser-
vindose buencs rasultados en las  medioe NalO, Noell y Nal2, eligicn-
dose el t&rmino medio, o sea, o medio Noll pars que no tuvicra pocos
nutricntes come an <! medio NolQ y no fuera muy costose como en el me-

dio No.i2.
Se observa que sin peptona  (medis Noe9) hay muy poco eracimiento,
ceofroborindose lo encontrade con el medio No2.
i & se prosiguid

De agul se fomd el medio Noe.l coma medic base ¥ con
en las domsds etapas,

Se llevaron controles sin  sangre para comprobar gque tan  importante
ma (a hamdiisie en la identificacidn de los estreptococas. t

En estn ctapa se formuld la pregunta de que st daria el mismo  reaul-
tado en cusnto a crecimento st se utilizaba  sobrenadente de pulgue, peor
la que se probd <zte para obsarvar s habfa tna deficiencia de  nutrien-
tes al  seporar el paquate de celulas del pulque y ver si habfa
disminucién on el crcclmwnto. pera no fus as(, se ocbservaron resulta-
doa similares ¥ no a3c vid el case de ulllizar o sobrenadante de pulque
como disolvente por lo que se stgm& trabajonde con pulgus completo.

Tambicn se lievaron controles sin sangre con e sobrenadante de pul-
que para ver {a importancia de {o hemdlisis con otro disalvente,

En la segunda etapa del proyecta se probaron  diferentes agentes qui-

micos como posibles inhibidores del cracimento bacteriano,

Con arida de sodna e cbservn qua hay dtsrmnuclon en el crecimients
de E.coli, perc no hay inhibi Pl y ad al  aumentar = con~
centracidn  def :nh“bu:far tambicn  de u\hlbc el erecimiento de  los s
treptococos,

Al probar  bisulfite de sodie ne  se observd inhibicidn en ol eraci=
mi=snto de E.coll y sl se disminuye el crecimiento de los estreptococos
afl tener mayor concentracicn del inhibidor.

Cuandoe 3o utilizd  <cristal  vieleta se inhibicron casi por campleto

concentraciones del  inhibider v casi no

fos estreptoceocos en todasz las

3e inhibid ta E . coli.
concentracidn de cianuro de petasio, nhibe ol crecimento de

E.cali y tambicn of dao cstreptocecos, .
Por <! contrario, ma se observa ninguna  inhibicidn  en

de E.zoll y de los estreptocoass con EIDTA.

ol  crecimiento

£



Tambien con el inhibidor lauri sulfato de sodis no se inhibieron
las copas empleadas en ninguna concentracidn.
osta misma etapa se realizd una mezcla de  inhibidores, los  cusles
por separado no dieron  buenos resultados 'y  esperando que al  juntarios
el efecto fuera mejor. Se utilizéd una mezecla teniendo constante |o son-
centracidn de lauril sulfato de sodio y variable la conceniracidn de
azida de sodic y se observd que 3= inhibicron todas 1as cepas en  ambas
concentl-cwnco, algo que no se deseaba. Posteriormente, so variaton
tae de b. inhibidores y el resultade $ug

inhibiciin
tambien en 'todas las cepas, aunque en menor ascala,
En otre ncise de esta etapa se fragmentd <l
cidn para emplear «f sobrenadante de pulque  come disolventis, pero  uome
ya 38 habia probado de e3ta manera se le afadieron agenies qulmicos co-
mo inhibidores. Al  utilizar azida de sodie se inhibe el crecimiento de
E.coll al aumentar la concentracisn del inhibidor, pero tambidn sc  in~
hibe un peoco el crecimiento de los  estreptococos, <cuante al
del sobrenadanta de puldque, no se observa una diferendia significs
entre gate y el pulque completo, por lo que se prefiera utilizar  pulque
completo.

Se llevd un control con ¢l medio base MNo. 1. o sea, sin  inhibidor
pora  tener una base en la  diferenciocidn  de la  inhibicidn  del  creci-
miento.

Con bimsulfito de sodio hay muy poen inhibicidn de E _coll.
o, los estreptococos se inhiben por completo al
cidn.,

En ol ultimo inciso de estp etspa se pensd
como inhibidor, ¥y se probd de doa manaras :

A) Se agregaron todos los reactivos, se etterilizd y se
gc ia sangre despuds de enfriar, En  esta prucba se esterilizd ¢ dcido
nalidixico junte con el medic base formulado y se obseivd que neo  hoy
una Yotal inhibicisn de E.eoli y si una  inhibicisn  parcial  del  sstrep-
tococo, por lo que se pensd probor de otra manero.

Se llevaron contioles con ios medios usuales (Agar sangre
sangroe con mwzida), los cuales se utilizan en {a idontificacidn
miente do estreptococos generalmente, para tener wna mejor
de los medios comercinles con el medio formulado.

B) Se realizéd el medic base formulade No. 11, se esterilizé ¥y
despues 3o le adiciond el #dcido naelidixico, se enfridé y agregd la san-
gre. Aqul se observan mejores resultados al agregar <l dcido nalidixico
despucs de esterilizar ¢l medio base formulado, ya qua se observa una
inhibicidn completa de E.coli y no hay inhibicidn de los astreptococos,
lo cual era lo que se buscaba.

n sc tenfa cl rosuitado ssperado, sdlo que habia un ramga muy gran-
de nn!re las concentracicnes en lae que =ze did la inhbicidn completa
de E cold yla o inhibicidn de los estreptococos, por lo que =e resli-
26 unn variacion en las concentraciones de dgcido nalidiico en el ran-
go comprendide entre Spgsmt y 50pg/mi, ediciondndo  dste despues de  es-
teritizar.

Lo que sc observé fud una inhibicidn completa de E.coli a portic  del
medio No. 80 en adelante y no hay inhibicion de lo= estreptococos, por
cuestisn de costos, so elige al medio No. 80 como el mejor y se le con-
sidera como el Medio formulado para el aislamiento de Estreptococos  be-
ta hemoliticos de &ste trabajo. .

En la tercera etnpa dol trubajo ase probd In  estubilidad del medio
No B0 on cuants al almacenaje y ol deterioro sufride a travds del tiem-
po y los resultndos fueron que no hubo cambice en el medio.

pulque por centrifuga-

=in embar -
aumentar  in concentra-~

emplear  Acide  nalidixice

e wagre-

y Agaor
y aisla-
comparacicn



En la cuarta ctapa se ensayd con muestras clinicas el medic obtenids
¥ se compard con los medios usuales para el  aislamiento de Estreptoco-
cos beta hemoliticos, como son el Agar sangre y el Agar sangre con azi-
da.

Se sacaron los porcentajes de aislamiento, on  los. cuales se observa

que el S.aureus, es ol que predomindg on |a afeccidn de vias  respirato-
rias altas al enceontrarse =n un porcentaje del 285%, o que siguid en

porcentaje de  aislamicnto fue” <! Estreptococe beta hemolitice con  un
1 %

Este nizlamients se encontrd tunto en ol Meadio formulade No.BO come
2 2l Agar sangre, ya que se observaron ambas cajas y en las dos se  en-
coni oba ef mismo resultado.

Se encontré tambidn una combinacidn entre e Estreptacoco beta hemo-
fitico ¥ =l 5 _aureus ya que ambos aparecian como {os cousantes de la
vfeceion aunque el porcentaje de aislamiento fud en menor escola, un
55%.

Loe cazos negativas fueron de un 52.5%.

a3



9~ CONCLUSIONES.

B medio de cultivo formulado a base de pulque es lo suficientemen-
te rico en nutrientes para que crezcan microorganismes exigentes, <come

e» ol caso del Estreptococe beta hemolitico,

Es necesario adicionarle sangre al 5%, ya sea de carnero & de res
(ver snexo A) para poder visualizar la presencia de la hemdlisis, purd-
metro muy inportante para la identificacisn de fos diferentes estrepto-

cocos.

Los aislamientos obtenidos -ic exudados faringeos en o medic formu-
lade & base de pulqus son comparables con los obtenidos en los  medios
tradicionales, Agar sangre y Agar sangre con azide: ademds de que -es un
.-.rnodio_de m#ds bajo costo (anexo B), pues las materias primas que se om-

plean son econdmicas,

Presenta el inconveniente de que [xs hemdlisis se observan turbias,
debido a qua ¢l medio de por sf es twbioc por e! contenido de cclulas
det pulque.

e
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10.- ANEXOS.

Anexoc A
ELECCON DEL. TPO DE SANGRE, ) .
Utilizacidn de sangre desfibrinada de RES, CHWVO y CARNERO en
medios : Nol, base de Agar sangre y base de Agar sangre c<on azida
3%, 5%, 8% y 10%.
La finalidad es observar :
a) hemdtisis
b) crecimiento
Sa probaron las cepas :
- Estreptococos
- Estafdococos
- E.cold

Los resultados fueron :

Medie No.l sin sangre (contrel).

Estafilococo Estreptococo E.coli
—er A Y

Mediec No.ll con sangre de RES.

% de sangte Estafilococo Estreptococe = Eicoll
3 .. e .
5 tre ere +er
8 cen oo P
10 e oo e

Medie Na.ll con sangre de CHVO.

% de sangre Estafiloceco Eatreptococe E.coli
a o . v . . R
s . .., ve
8 ,. xS .o
10 e .. ..

Medio No.ll con sangre de CARNERO.

% de sangre Estafilococo Estreptococe E.coli
a .o e .
5 ree FRea ase
a ver vor e
10 oo . e .se

los
al



Estafiococo

ree

X de sangre
3

5
8
10

% de sangre
3.
5
8
10

% de sangre
3

5
a8
k=]

Estafilococo

e

% de mangre
3

5
8
10

X de sangre
3 .

5
8
L]

Base de Agar aangre (control)

Estreptococe
e

E.cold

Py

Blase de Agar sangre con sangre de RES.

Estafilococo

.e
+se

TS
Y

Estreptococo

+s
re
‘ae

‘e

Base de Agar sangre con sangre de Q—{NO

Estafilococo Estreptococo . goll
. . ey
. e -
. . ..
. .o s

Base de Agar sangre con sangre de CARNERQ.

Estafilococo Eu!reptococo E.cold
.. . .
+e PO e
.e'a . et
. P ey

Base de Agar sangre con nzida {control).
: Eetreptococe E.coly

P

Base de Agar sangre con azida con sangre de RES.

Estafilococo Estreptococo =
a. - =
.rs P -
oo ces -
PO oo -

Base de Agar sangre con azida con sangre de CHIVO.

Estafilococo reptococo E.coli
e .. -
.. . -
.. . -



Base de Agar sangre con azida con sangre de CARNERO.

% de sangre Estafitococo Estreptococo E.colf
v .- =
s o PO -
s JON “as -
10 oo .oe -

Se obaerva que la sangre de CHIVO no es tan adecuada, pues se ob-
tisne moderada crecimiento en todos los medios. Con la sangre de RES y
de CARNERO =e observan los mismos resultados, sin embargo, se puede ob-.
tener inayor cantidad de la sangre de RES, por lo que se preferitfa o&s-
ta. En cuanto al %, con 3% se obtiene bajo rendimiento y del 5X en  ade-
lante se observa un buen crecimiento pero aumentaria e costo del medio
por lo que ze prefiere el 5%,



Anexe B
ANALISIS DE COSTOS.

Madios BIOXON
Coeto de los componentes por frasco.

- Base de Ager sangre

frasco de 450 g $ 14600000
- Base de Agar sengre con arida

frasco de 450 g $ 121,000.00
~ Agar bactericldgico -

frasco de 450 g $ 155,000.00
- Peptona de caseina
T frasco de 450 g $ 6500000

La formulacidn es en 100 mi, por lo que sa necesitan los precics por
cada: 100 mi.

- Buse &. Ager sangre '
4G/100 ml s 129700

- Bass de Agar sangre con azide

33g/100 mi - s a87.00
~ Agar bacterioldgico

15¢g/100 mt s 516.00
- Poptona ‘de caseina

1.097100 mt - s 144.00

Se utiizd Acido nalidixico en forma de tabletas Wyntomylon.
- Caja co‘n 30 tablatas de 500 mg c/u % 8,500.00
- Costo de una tablete de 500 mg $ 316686
Necesitamos g por lo que, ’
500 mg -~ 500,000 ug $ 316,66
L formulacidh requiere 20 ng/ml, o soa, 2000 4g/100 mi, ontonces
ganomas :
500,000 pg/100 mi $ 21666
2,000 19/100 ml s 126



‘for otro lado, la  formulacisn del medio necesita pulque como disol-
vente :

= 100 ml de pulque $ 50.00
Por le tanto, ¢l medic formulado No8O que fud ef medic final queda
de Ila siguiente manera :

Medio No 80

Agar bacterioldgico s £16.00
Peptona dea cazeina s 144.00
Acido nalidixico $ 126
Pulque $ 50.00
% T26
- Medio formulade Neo 8O
100 mi % m"mas

Basdndose en e! aalaric minime, el cual es de § 8640.00 diarics :

-~ Salario minimo

$ 864000 10000 X
- Base de Agar sangre

$ 129700 1501 X
~ Base de Agar sangre con azida

% 8s87.00 1026 %
- Medio formulade No.8O .

E 26 823 %

Como se pucde obacrvar, ol medic formulade en dete proyecto es de
més bajo coste que los medios usunles para eof aislamiento de  Estrepto-—
cocos beta hemoliticos.

sS4



- BEBLIOGRAFIA.

1- Bwdon, RH.; Introduccidn a i1a Microbielogia; laEdicidn; Edito-
rial Omegs; Barcelona, Espans; 1978; pp 82-103, -

2- Vilarreal, LJ,; Delgado, BM; ‘mnual de practicas de laboratoria
blal a Genera 1: Escuela Nacional de Estudiou

=] General
Profesionales *'Zaragoza ™ pp 11-15.

3- Lynch, MJ; Mitodos de laboratorig ZaEdicio'n; Editorial hicra-
ticana; Nlexyco DF,; 1972; pp 913-920, 035,

4.- Davidsohn, 1: Berrnard, HJ.: Diagndstico ¥ tratamiento clinica
por el laboratorio; Todd-Snnford Tome= I y 1I; 7aEdicidn; Salvat
Edltoret, SA. Barcelona, Espaiia; 1985 pp 985-991,

8- Delaat, AN Microbiologia; 1a Edicidn; Editerial hteramericana;
Maxico, DF; 1976 PP 74-7T.

6 Cantd, LN.; Perez, R.: Mipual de pricticas de Bialogia Medica;
ucle Nacional de Estudics Profesionales W Zaragozra’®

- Fuerst R.; Microbioleogia de Frobisher y Fuerst: l14afdicidn; Nueva
Editorial htermmericana; México, DF,; 1984; pp 361-354.

8- Carpentor, P. Microhiologia; <aEdicion; Nueva Editorial interame~
ricana; Mexico, DF,; 1982; pp 134 399,

@~ Burrows, W.; Tratado de Microbioloqia; =20aEdicidn; Nueva Editorial
interameticana; Mdxico, DF,; 1974; pp 371-380.

105 Jawetr, £; Manual de Microbiglogia Mddiea: 4aEdicisn; B Manual
. Moderno, SA.; Mdxico, D F ; 1970; pp 190-197.

11~ Rayos, PA.; Estreptococo importansia en medicina elinica;
Mundo Medn:cv 1985; Feb; Volxll Nim.130, pp 21-27.

12- hstituto  Mexicane del Segure Social; El Estreptococo; Unidad de
Medicina Familiar No.11. X

13-  Finegold, S Martin, Wl Diagndstico Microbioldgico;
Bailoy-Seott; G Edicién;  Editorial Nledica Panamericana; Buenos

Aires, Argentina; 1983; pp 125-133.

[&]
o



- WS, Department of Health, Education, and Welfare; -Manual do pro-—

cedimientos, aislamiento e identificacidn de Estrept ic

Health Service.

~ Antonic Herndndez, JP.; Estudio de la sensibilidad de Streptoco-

ccus pyggeres a antib Licgs en habitantes de Cd. Nezzhualcoyotl;
Tesis; ENEP. ""Zaragoza ' 1985; Maxico, DF.

16- Manual BXOXON; Medios de cultivo; pp 40-43.

1T~ Gerber, MiA; Latex agglutination test for rapid jidentification of
Th

group A streptococci directly from throat swabs. ; e Journal of
Padiatrica. 1984, Nov. 105(5} :* 702-705.

18.~ Pien, FD Ewvaluation of anpaerobic¢ jncubation for recovery of
gro A stroptococct from throat cultures; J. Cln. Mcrobiol

e “Sep: 10(3} : 392-

19.- Waitkine, SA,; A shertened scheme for Lhe identification of Lindi-—

ffoerent streptococgi; J2 CQlin Pathol. 1980. Jan. 33(1) : 47-52.

20.~- Schwartz, RH.; mrgat cultures in the office; Am Fam Physician.

21~

1980, .hn- 2K(6) -

Libertin, CR,; Effects of . trimetheprim-suylfamethoxazole and incu—
bation atmosphere on isglatlgg of group A . streptogoceci; J. Cfin,
Microbiol. 1983, Sep. 18(3) : BBO-2.

22- Petts, DN.; Colistin-oxolinic. Acid-blood agar : a new selective

mediun for strept i; J. Cin. Mcrobioli984, Jan; 19(1) :4-7.
23.- Grahn, E.; Eg'.e[[g_conca of alpha-hemolytic sireptocecci isolated

from tons=i}lar surface on betashemolvlic streptogocci. Streptoco—
cous pyodgenas = a mntb_gdol m; cal study; Zentralb Balkteriol Miro-
Biol. 1983, ; 254(4) :

24~ Colman, G: Jdentification of strepiocogcci in a medical - laboratory
A

ppl Bacteriol. 1984. Aug; ST(1) : 1-1<4.

25.- McCusker, Ju.; Copparizon of Directidgen graup A strep test with a

traditieonal culture Lechnique for detection gf_ group a baeta-hemo=
1vtic streptococci. J. Glin M:roblol. 1984, Oct; 20(4) : 824-5.

26.~ Carlson, JR.; Improved recovary of qgroup A bota-hemolytic strep-




27-

29.-

20.-

Schwartz, RH.; Effect of atmosphere of incubation on the isola~
tjon of group A _s__Le_p ocogel from throat cultures; J, Lab, GClin.
Med. 1985 &d; 106(1) : 88-92.

Laver, BA.Effect of atmosphere ang duration of insubation on
%r_u!u isolatlon of group A streptococcl from throat gultures; J. -
in. Microbiol. 1983. Feb; 1712) : 338-40,

Ramirez, CA,; Group A beta-hemolytic streptogeccu endocardibis.
American Heart Journal. 1984, Nov; 108(5) :1383-86.

Ginsburg, CM,; Sercepidemiology of. the group A streptococcal. ga=
rriage in A private pediatyic practice: AJDC. 1985. Jun:
139 : 614-7.

3t~ Ruiz Palma, MS.; Pruebas para la ;denur;gagldn de @astreptococos.

33-

o4

as.-

36.-

ar-

38.-

39,

40 -

hfectologin, 1986, Sep: Ao 6, Num 9; 373-83.

~ Bluestone, R.Diagndstico de las enfertmedades reumdticas; Medicina
de poutgrndo 1981, Feb; Q_Z) : 2B-39,

Noguera, E.Iratado de medicina préctics; Reumatclogim. Medicine,
1988, Dic; 12,

Flatt, A.; Faringjtis bacteriana en adultos; hfectologia, 1985,
Dic; Afio v, Num 12 : 332-7.

Ruiz Palma, MA. Dx Jlaboratorio de estreptococos. Ihfectolo-
gia. 1987. Enero; ARo T Num‘l : 11-15,

Giono Cerezo, S Infeccidn perinatal cauzada por Streptococcus
del’ grupo B; hfectologia 1986. Ago; Afic 6, Num 8 : 321-8.

Compendic de las enfermedades reoumiticas: B8aEdicisn; The Arthri-
tis Foundation, Aﬂnntn G.

Ruiz PalmaM.S.; Patogania de enfermedadoc por ectreptocodor € ¥ G
hfectologin, 1897. Mar; Afio T Nim 3 : 109-20

Dorney, E; Cyanda .ﬁ_. los siqnos sefialan _DQLE}_.L_ Atencidn
Mddica. 982Mar- 26-45

Eastman; Tratamiento acLual g_ la amigdalitis ¥ faringitis; Aten-
cidn Medica. 1982. Mar; 46~



M- Belinghausen, H; Prevencidn y tratamiento de 1la fiebre reumdtica
Mundoe Meddico. 1978. Jul; Vel VNGm 86 : N4,

42~ G nell, C..Potencializacidn de la copsonizagidn y fagocitiopis. de
Streptoceccus pyodenass: Infectologla. 1983 kd. ARo 1LI, Ndom T :
. 333-340.

43~ Fraxner. WC,; Microblologia de los alimentos: Z2aEdikidn; Edito-
riat Aecribia; 1976 Zaragozs, Espnnu- pp 58,

44~ Alexopoulos, Cui In L:gduccgég a la micolegia; 3aEdicis Manua-
les Eudeba; New York; 1979

45.- Baguet F.; Aspectos cientificos actuales del pulque en México;
Tesis; het. de Biologin; 1967; pp 20-32.

48.~ Hernidndez, M.; VYaler pnutritive de los alimentos mexiganos; Publi-
caciones de la divisidn de nutricidn mexicank; 1977, .

47.- Marton, G.; Balance del EL régene en ia elaboracidn del pulgye;
Tesis; hist. da Eologh 1976.

48.- Massiov, S; Determination of some essential g&ng.clds in several
uncocked mexican :oggls&utis, J. Nutrition; 28: 203-94,

49~ Monroy, M,; Yalor putrit{ve del xastle; PN, pp 203-214.

50.- Rojo Garch, L; Formulacign de un medio de cultivo para bacteriag
anaerobias a base de pulaue; Tess; ENEP. "Zaragoza®: Mexico,
DF.; 1987; pp 18-27.

51~ Mutel.ietv.T.i Eleccicn de prusebas diagndstjcas para estreptococo
qrupo A; hfectologin. 1988, ki, ARe 8, Ndm 7 : 361-5, !



	Portada
	Índice
	1. Introducción
	2. Fundamentación del Tema
	3. Planteamiento del Problema
	4. Objetivos
	5. Hipótesis
	6. Material, Métodos y Técnicas
	7. Resultados
	8. Discusión de Resultados
	9. Conclusiones
	10. Anexos
	11. Bibliografía



