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RESUMEN

Se evalué comparativamente el Agar sangre de carnero y el Agar sangre humana, en el aislamiento de Streptococcus
beta hemoliticos de pacientes del hospital Almanzor Aguinaga Asenjo de Chiclayo entre Enero y Diciembre del
2006. La investigacion se realizo con 242 muestras de pacientes con faringitis, cada muestra fué sembrada en tres
placas con Agar sangre humana y en tres placas con Agar sangre de carnero. Las placas de ambos medios fueron
distribuidas para ser incubadas paralelamente en tres atmosferas diferentes, en aerobiosis, con 5% de CO, y en
anaerobiosis. A las colonias macroscopica y microscopicamente compatibles con el género Streptococcus se les
realiz6 la prueba de la catalasa, y se las cultivo en caldo Todd-Hewitt. Los aislamientos se identificaron como
Streptococcus beta hemoliticos por el método de Precipitacion de Lancefield, mediante sueros de agrupamiento de
especificidad conocida. La evaluacion comparativa de los medios de cultivo utilizados demostrd, que el Agar sangre
humana permite el aislamiento de Streptococcus beta hemoliticos al igual que el Agar sangre de carnero, puesto que
no se encontrd una diferencia significativa en la frecuencia de aislamiento entre ambos medios de cultivo. Asi mismo
se encontrd que la incubacion anaerdbica permite el mayor nimero de aislamientos de Streptococcus beta
hemoliticos tanto en el Agar sangre humana como en el Agar sangre de carnero. También se determind que la
incubacion por 48 horas permite el mayor nimero de aislamientos en ambos medios.
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ABSTRACT

It were evaluated comparatively sheep blood agar and human blood agar, in the isolation of beta hemolytic
Streptococcus of patients from Almanzor Aguinaga Asenjo from Chiclayo between January and December of 2006.
The investigation was realized with 242 samples of patients with pharyngitis, every sample was scattered in three
plates with human blood agar and in three plates with sheep blood agar. The plates with both mediums were
distributed to be incubated paralelaly in three different atmospheres: in aerobiosis, with 5% of CO, and in
anaerobiosis. The macroscopic and microscopically colonies compatible with Streptococcus genus it was realized
the catalasa test, and them it was cultivated in Todd — Hewitt broth. The isolations were identified as beta hemolytic
Streptococcus by the Lancefield Precipitation method, using specificity well known group serum. The comparative
evaluation of the used culture mediums demonstrate that, human blood agar allow the isolation of beta hemolytic
Streptococcus as well as sheep blood agar; although it does not find a significantly difference in the frequency of
isolation between both culture mediums. It was found also that the anaerobic incubation allows a high number of
isolations of beta hemolytic Streptococcus as well as in human blood agar and sheep blood agar. 1t was determined
also that the incubation by 48 hours allows a high number of isolations in both mediums.
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INTRODUCCION

Los miembros del genero Streptococcus son la
causa de las enfermedades més difundidas y de
mayor morbilidad en los seres humanos en todos
los tiempos, con la posible excepcidn del bacilo
tuberculoso (1,2,3,4,5,6). Este hecho motivo a los
investigadores a realizar trabajos que permitieran
su identificacion y se determiné que los
Streptococcus se pueden agrupar, en funcién de las
caracteristicas antigénicas del carbohidrato C
grupo-especifico de su pared celular, por lo que el
trabajo pionero de Rebeca Lancefield establecio el
sistema de agrupacion de Lancefield para los
Streptococcus beta hemoliticos. Este sistema
identific6 cinco grupos antigénicos de
Streptococcus, a los que denomin6 A, B, C, Dy E;
sin embargo actualmente, se han reconocido
aproximadamente 18 grupos, clasificados de AaH
yKaT (7,8).

También se determiné que la actividad
patogena de los Streptococcus es debida a diversas
caracteristicas que contribuyen a su virulencia
(1,8,9,10); asi como también a la secrecion de
productos extracelulares, muchos de los cuales
tienen un papel real en la virulencia del
microorganismo (8,11).

Un factor importante, determinante de la
patogenicidad de los Streptococcus, es la
produccién de dos hemolisinas; la estreptolisina O,
qgue es la responsable fundamental de la beta
hemodlisis que se observa alrededor de las colonias
de Streptococcus por debajo de la superficie del
agar o en las zonas punzadas de agar sangre de
carnero de las placas inoculadas y la estreptolisina
S, que es la responsable tanto en la hemdlisis
superficial como por debajo de la superficie
cuando los microorganismos se cultivan en agar
sangre de carnero (1,7,12).

En consecuencia los Streptococcus poseen
numerosos factores de virulencia que permiten que
estos microorganismos se establezcan en el
huésped y de esta manera se asocian con una gran
diversidad de procesos patolégicos en el hombre
(1,2,3,12,13), siendo la faringitis uno de los
procesos mas comunes Y frecuentes de consulta al
pediatra, que ademas no solo es un problema
sanitario que afectaa un gran nimero de nifios, sino
que supone un costo econémico y social
importante, con pérdidas de escolaridad del nifio y
de horas de trabajo de los padres (14); asi como el
incremento en la incidencia de la fiebre reumatica
lo que enfatiza la importancia del diagnostico
rapido y preciso de la faringitis por Streptococcus

beta hemoliticos del grupo A(15,16).

Para la identificacion de aislamiento clinicos
de Streptococcus, en la mayoria de laboratorios,
utilizan un perfil de caracteristicas morfolégicas y
metabolicas dentro de las cuales destacan las
reacciones hemoliticas en agar sangre de carnero
para un agrupamiento preliminar y una
identificacion presuntiva (8,17,18).

Por esta razén, una de las preocupaciones en el
laboratorio de microbiologia, se centra en la
evaluacion de medios de cultivo que permitan el
aislamiento microbiano, y al mismo tiempo
revelen algunas caracteristicas inherentes a un
microorganismo especifico (19,20,21,22,23).

Las variables significativas en este propdsito
incluyen la seleccion de medios con agar
inhibitorios contra no inhibitorios y las diferentes
atmosferas de incubacién (15). En 1985 se sugirio
el uso de agar sangre de carnero en placa
conteniendo cristal violeta, colistin y trimetroprim
— sulfametoxazol para realizar el aislamiento de
Streptococcus del grupo A, y estas observaciones
han sido configuradas por algunos investigadores
(19,20,21), pero cuestionadas por otros (22,24). En
1995 se observd una clara ventaja de las placas con
agar sangre de carnero conteniendo cristal violeta
incubadas por 48 horas en el aislamiento de
Streptococcus del grupo A comparado con el
aislamiento en agar sangre de carnero simplemente
(16).

Por otro lado existen variantes en el uso de
sangre de animales para la preparacion del agar
sangre, por ejemplo para el aislamiento de
Haemophilus influenzae se prefiere sangre de
caballo por que no tiene efectos inhibitorios sobre
factores de crecimiento bacteriano y es una rica
fuente de factor X; asi mismo se aconseja sangre
humana para el aislamiento e identificacion de
Gardnerella vaginalis la que es hemolitica en
sangre humana, pero no en Agar sangre de
animales (8,18). Observandose que, para el
aislamiento de un determinado microorganismo, es
necesario considerar que éste puede tener afinidad
para un determinado liquido bioldgico que pueda
ofrecerle alguna ventaja y permita su Optimo
desarrollo.

Dada la importancia del estudio de los
Streptococcus beta hemoliticos desde el punto de
vista clinico, conociendo las limitaciones que
existen para su estudio debido a su fragilidad y
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labilidad que los hace de dificil cultivo y teniendo
en cuenta que con mucha frecuencia, en los
diversos centros de salud, se utiliza el Agar sangre
humana en el aislamiento de Streptococcus beta
hemoliticos, el presente trabajo tuvo como objetivo
realizar la evaluacion comparativa de Agar sangre

de carnero y Agar sangre humana en el aislamiento
de Streptococcus beta hemoliticos incubados en
aerobiosis, con 5% de CO, y en anaerobiosis, de
pacientes con faringitis del Hospital Almanzor
Aguinaga Asenjo de Chiclayo, Peru, entre Enero a
Diciembre de 2006.

MATERIAL Y METODOS

La poblacion muestral estuvo conformada por
todos los pacientes con faringitis que acudieron al
Hospital Almanzor Aguinaga Asenjo de Chiclayo
entre Eneroy Diciembre de 2006. Se incluyeron en
el estudio todos aquellos pacientes con signos y
sintomas de faringitis sin tratamiento antibiotico
previo a la coleccion de la muestra de garganta, y
fueron excluidos aquellos pacientes con faringitis
con tratamiento antibidtico y aquellos que
acudieron parasu control.

Obtenciény procesamiento de las muestras:

Los especimenes, compuestos de hisopados de
garganta fueron recolectados por duplicado de
cada paciente. Una vez obtenida la muestra, los
hisopados se colocaron de inmediato en un tubo de
ensayo estéril y fueron transportados al
Laboratorio de Bacteriologia del Dpto. de
Microbiologia y Parasitologia de la Universidad
Nacional de Trujillo, dentro de 4 — 6 horas
siguientes a latoma de muestra.

Una vez que las muestras por duplicado de
cada paciente lleg6 al laboratorio, un hisopado fue
inoculado y diseminado por la técnica de la estria
en cuatro cuadrantes, en tres placas con Agar Soya
Tripticasa con 5% de sangre de carnero, y el
segundo hisopado fue inoculado y diseminado por
la misma técnica de siembra, en tres placas con
Agar Soya Tripticasa con 5% de sangre humana.
Las placas de ambos medios fueron distribuidas
para ser incubadas paralelamente a 37 °C y en tres
atmosferas diferentes: en aerobiosis, en presencia
de 5% de CO, y anaerGbicamente en jarra Gas —
Pak; tomando una primera lectura a las 24 horas y
unasegunda lecturaalas 48 horas.

Las colonias pequefias, puntiformes,
translicidas, beta hemoliticas y que al hacer un
examen microscopico con tincién de Gram se
observaron cocos dispuestos en cadenas y

grampositivos, fueron catalogadas macroscépicay
microscopicamente como compatibles con el
genero Streptococcus. Estas colonias fueron
resembradas en caldo Todd Hewitt para obtener
cultivos purosy realizar la prueba de la catalasa con
la finalidad de descartar micrococos y
estafilococos. Estos cultivos puros también se
utilizaron para identificar seroldégicamente
Streptococcus beta hemoliticos.

Identificacién de Streptococcus beta
hemoliticos:

La identificacion de Streptococcus beta
hemoliticos se realizd seroldégicamente por el
Método estandar de precipitacion de Lancefield.
Fue necesario cultivos puros de 16 a 24 horas de los
Streptococcus en estudio en 30 mL. de caldo Todd
Hewitt. La extraccion de los determinantes
antigénicos se realizo mediante la técnica de &cido
caliente de Lancefield, para hacerlos reaccionar
con el antisuero absorbido de especificidad
conocida (Difco). La prueba de presipitacion se
realizo en tubos capilares, segun la técnica de los
CDC, en la que el extracto del antigeno se colocd
sobre el antisuero especifico de grupo. Después de
5 a 10 minutos, un anillo de precipitacién en la
interface de los dos reactivos, constituyé un
resultado positivo para la identificacion de
Streptococcus del grupo Ay de Streptococcus de
otros grupos (8).

Analisis estadistico:

Los datos fueron procesados empleando el
paquete estadistico para computadora personal
SPSS v. 12.0. Los resultados obtenidos se crey6
conveniente presentarlos en cuadros de simple y
doble entrada a nivel de frecuencias relativas y
absolutas (25). La evaluacion comparativa de los
medios Agar sangre humana y Agar sangre de
carnero se establecié mediante la determinacion de
lasensibilidad de cada uno de estos medios.
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RESULTADOS

De las 242 muestras, 41 de ellas fueron
positivas, obteniéndose 41 cultivos de
Streptococcus beta hemolitico, con una frecuencia
de aislamientode 17% (Tabla 1).

La incubacion aerébica a las 24 y 48 horas en
agar sangre humana permitié recuperar 32 y 34
aislamientos respectivamente de Streptococcus
beta hemoliticos, y en agar sangre de carnero 32y
33 aislamientos respectivamente (Tabla 2).

La incubacidon en atmdsfera con CO,alas 24y
48 horas en agar de sangre humana permitio
recuperar 32 y 34 aislamientos respectivamente y
en agar sangre de carnero 33 y 34 aislamientos
respectivamente (Tabla 3).

Laincubacion en atmosfera anaerdbicaa las 24
y 48 horas en agar sangre humana permitio
recuperar 40 y 41 aislamientos respectivamente y
en agar sangre de carnero 40 y 40 aislamientos
respectivamente (Tabla4).

Se determind que ambos medios presentan una
mayor sensibilidad a las 48 horas en incubacion
anaerdbica, siendo para agar sangre humana de
100% vy para agar sangre de carnero de 98% (Tabla
5).

De los 41 cultivos de Streptococcus beta
hemoliticos aislados, 38 correspondieron a
Streptococcus beta hemoliticos del grupo A con
una frecuencia de 83% y 7 correspondieron a
Streptococcus beta hemoliticos no grupo A con
unafrecuenciade 17% (Tabla6).

Tabla N° 1: Frecuencia de aislamiento de Streptococcus beta hemoliticos de pacientes
con faringitis que acudieron al Hospital Almanzor Aguinaga Asenjo de Chiclayo, Perd.
Enero —Diciembre 2006.

AISLAMIENTOS N° %
Streptococcus beta hemoliticos 41 17
Otras bacterias (no Streptococcus ) 201 83
TOTAL 242 100

Tabla 2: Numero de aislamientos de Streptococcus beta hemoliticos en agar sangre humana
y agar sangre de carnero en atmésfera aerébica de pacientes con faringitis que acudieron
al Hospital Almanzor Aguinaga Asenjo de Chiclayo, Peru. Enero - Diciembre 2006.

MEDIOS DE CULTIVO

N° DE AISLAMIENTOS
TIEMPO DE INCUBACION (horas)

24 48
Agar sangre humana 32 34
Agar sangre de carnero 32 33

Tabla 3: Numero de aislamientos de Streptococcus beta hemoliticos en agar sangre humana
y agar sangre de carnero en atmdsfera con CO, de pacientes con faringitis que acudieron
al Hospital Almanzor Aguinaga Asenjo de Chiclayo, Pert. Enero - Diciembre 2006.

MEDIOS DE CULTIVO

N° DE AISLAMIENTOS
TIEMPO DE INCUBACION (horas)

24 48
Agar sangre humana 32 34
Agar sangre de carnero 33 34
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Tabla 4: Numero de aislamientos de Streptococcus beta hemoliticos en agar sangre humana
y agar sangre de carnero en atmdsfera anaerdbica de pacientes con faringitis que acudieron
al Hospital Almanzor Aguinaga Asenjo de Chiclayo, Pert. Enero - Diciembre 2006.

MEDIOS DE CULTIVO

N° DE AISLAMIENTOS
TIEMPO DE INCUBACION (horas)

24 48
Agar sangre humana 40 41
Agar sangre de carnero 40 40

Tabla 5: Evaluacion comparativa de la sensibilidad en porcentaje de agar sangre humana y
agar sangre de carnero en el aislamiento de Streptococcus beta hemoliticos, incubados en
tres atmosferas, de pacientes con faringitis que acudieron al Hospital Almanzor Aguinaga Asenjo
de Chiclayo, Peru. Enero - Diciembre 2006.

ATMOSFERA DE TIEMPO DE  N° DE AISLAMIENTOS  SENSIBILIDAD (%)

INCUBACION INCUBACION ASH ASC ASH ASC
(horas)

AEROBICA 24 32 32 78 78
48 34 33 83 80
Cco, 24 32 33 78 80
48 34 34 83 83
ANAEROBICA 24 40 40 98 98
48 41 40 100 98

ASH:Agar sangre humana
ASC:Agar sangre de carnero

Tabla 6: Frecuencia de aislamiento de Streptococcus beta hemoliticos del grupo Ay no grupo A
aislados de pacientes con faringitis que acudieron al Hospital Almanzor Aguinaga Asenjo de
Chiclayo, Peru. Enero - Diciembre 2006.

GRUPO N° %
Streptococcus beta hemolitico grupo A 38 83
Streptococcus beta hemolitico no grupo A 7 17
TOTAL 41 100

DISCUSION

Muchas técnicas han sido propuestas para
incrementar el aislamiento de Streptococcus beta
hemoliticos, incluyendo la incorporacion de
antibidticos en el medio agar sangre, incubacién
aerdbica, en presencia de CO, y en ausencia de
oxigeno (16,19,23). En estas técnicas
frecuentemente se utiliza el agar sangre de carnero
para el aislamiento de Streptococcus beta
hemoliticos y alternativamente en nuestro medio se
utiliza el agar sangre humana en la idea de que
permite reflejar las propiedades hemoliticas de los
Streptococcus para su identificacion inicial. Por lo
gue el personal de laboratorio debe estar advertido
acerca de las variaciones en las reacciones
hemoliticas que pueden producirse segun la
especie animal, de la que se obtenga la sangre.

La Tabla 1 muestra que 41 cultivos de
Streptococcus beta hemoliticos fueron recuperados
de procesos faringeos en una frecuencia de 17%.
La importancia de los Streptococcus beta
hemoliticos radicaen que lainfeccion de este grupo
bacteriano predispone a cuadros
postestreptococicos como fiebre reumaética vy
glomerulonefritis, que en los Ultimos tiempos han
incrementado su incidencia (3,4,27), razones por
las que se invierten esfuerzos en la deteccion de
Streptococcus beta hemoliticos, en particular los
del grupo A para prevenir sus secuelas potenciales
(28).

En incubacion aerébica en agar sangre de
carnero y en agar sangre humana (Tabla 2) se
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puede observar que el mayor numero de
aislamientos se alcanzé en el tiempo de incubacién
de 48 horas, asi en agar sangre de carnero se obtuvo
33 aoslamientos con una frecuencia de 80% y en
agar sangre humana 34 aislamientos con una
frecuencia de 83% (Tabla 5). Estos resultados se
deberian a que los Streptococcus producen dos
tipos de hemolisinas, una de ellas ejerce su funcién
en presencia de oxigeno y se conoce como
estreptolisina S (8), sin embargo se considera que
el 2% de los Streptococcus beta hemoliticos del
grupo A no producen estreptolisina S y pueden
perderse en cultivos incubados en atmdsfera
aerdbica (8), lo que explicaria la obtencién de estos
resultados en comparacion con el mayor nimero de
aislamientos obtenidos en atmosfera anaerobica
(Tabla 4).

En incubacidn en atmdsfera con CO, podemos
observar que, en el tiempo de incubacion de 48
horas se obtuvo el mayor nimero de aislamientos
(Tabla 3); asi tanto en el agar sangre humana como
en el agar sangre de carnero, se recuperaron 34
cultivos de Streptococcus beta hemoliticos con una
frecuencia de 83% (Tabla 5) para ambos medios.
También se puede notar un ligero incremento en la
recuperacion de Streptococcus beta hemoliticos en
agar sangre de carnero, en comparacion con la
incubacion aerébica lo que podria ser explicado
por qué el CO, permite recuperar los Streptococcus
beta hemoliticos méas exigentes (29).

El aislamiento de Streptococcus beta
hemoliticos, cuando la incubaciéon se hace en
atmosfera anaerdbica (Tabla 4), aumentd en ambos
medios, encontrandoce que a las 48 horas de

incubacion se recuperé el mayor nimero de
aislamientos; asi en agar sangre humana se aisl6 41
cultivos con una frecuencia del 100% Yy en agar
sangre de carnero se aislé 40 cultivos con una
frecuencia de 98% (Tabla 5). Estos resultados
concuerdan con la mayoria de los trabajos
realizados en relacién a la evaluacion del agar
sangre de carnero, donde encontraron que la
recuperacion Optima de Streptococcus beta
hemoliticos se da en atmdsfera anaerdbica y a las
48 horas de incubacion (8,16,19,23). Esto
probablemente tenga relacion con la produccion de
estreptolisina O, que tiene su accidn en ausencia de
oxigeno, lo que incrementaria la hemdlisis de las
colonias de Streptococcus en atmdsfera
anaerdbica; condiciones que también podrian
ocurrir en agar sangre humana incrementando su
porcentaje de aislamiento.

En el presente estudio se encontrd que no existe
diferencia significativa en el aislamiento de
Streptococcus beta hemoliticos, en los medios
evaluados, por lo que se propone, que no solamente
el agar sangre de carnero puede ser utilizado en la
recuperacion de Streptococcus beta hemoliticos
sino también el agar sangre humana.

De los 41 cultivos de Streptococcus beta
hemoliticos aislados 38 pertenecen al grupo A con
una frecuencia del 83% y los 7 restantes con una
frecuencia del 17% pertenecen a Streptococcus
beta hemoliticos no grupo A (Tabla 6); lo que
concuerda con los datos epidemioldgicos
encontrados, ya que éstos son causantes de
faringitis sintomética y se caracterizan por su
elevada frecuencia (8,17,18,19,23,29).

CONCLUSIONES

Segun los resultados obtenidos en el presente

estudio se concluye:

- El agar sangre humana permite el aislamiento
de Streptococcus beta hemoliticos al igual que
el agar sangre de carnero, puesto que no se
encontrd una diferencia estadisticamente
significativa entre ambos medios.

- Laincubacién anaerdbica permitié recuperar el
mayor numero de Streptococcus beta
hemoliticos tanto en el agar sangre humana
como en el agar sangre de carnero.

- La extension del periodo de incubacion a 48
horas, permitié aislar el mayor nimero de
Streptococcus beta hemoliticos en ambos
medios.
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