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Resumen

El presente estudio evaluo la eficacia de medios de cultivo alterativos: Agar Sangre
Humana con globulos rojos lavados (ASHGL), Agar Sangre Humana con globulos
rojos lavados mds azida sodica (ASH-GLA) y Agar Sangre Humana con globulos
rojos sin lavado (ASH), para el aislamiento de Streptococcus pyogenes beta hemolitico
en pacientes con diagnostico clinico de faringoamigdalitis, frente al agar sangre de
carnero como prueba de referencia a las 24 y 48 horas de incubacion. Debido a que con
frecuencia en los laboratorios de Bacteriologia Clinica, utilizan sangre humana como
alternativa de la sangre de carnero, en la preparacion de medios de cultivo. Se realizo
un estudio con diseno de test diagnostico, longitudinal y prospectivo en 100 muestras
de hisopado faringeo de pacientes que acuden al laboratorio del SELADIS durante los
meses de Julio a Diciembre del 2008. Los resultados revelaron que los tres medios
evaluados alcanzaron 100 % de especificidad y valor predictivo positivo a las 24 y 48
horas de incubacion. En cuanto a la sensibilidad y valor predictivo negativo, el medio
de cultivo ASHGL, present6 los valores mds altos alcanzando 100% de sensibilidad y
valor predictivo negativo a las 48 horas de incubacion. El ASH, le sigue con una
sensibilidad a las 48 horas de 86% y un valor predictivo negativo a las 48 horas de
98%. Por lo tanto, se concluye que la incubacidon por 48 horas permite un mayor
nimero de aislamientos y que el medio de cultivo mas eficaz es el Agar Sangre
Humana con globulos rojos lavados, por sus excelentes resultados, que lo hacen tan

eficaz como el Agar Sangre de Carnero.

Palabras clave: Faringoamigdalitis, azida sodica, beta hemolitico, valor predictivo

positivo, valor predictivo negativo.



Abstract

The present study evaluated the effectiveness of alternative culture mediums: Blood
Agar whit washed human red blood cells (ASHGL), Blood Agar with washed human
red blood cells more sodium azide (ASH-GLA) and Blood Agar with human red blood
cells without washing (ASH), for the isolation of beta hemolytic Strepfococcus
pyogenes in patients with clinical diagnosis of pharyngitis, against the sheep blood agar
like reference test at 24 and 48 hours of incubation. Because frequently in clinical
bacteriology laboratories, they use human blood like alternative to the sheep blood, for
the preparation of culture medium. The study was realised with design of diagnostic
test, longitudinal and prospective in 100 samples of pharyngeal swabs from patients
attending the laboratory SELADIS during July to December 2008. The results revealed
that the three evaluated mediums reached 100% of specificity and positive predictive
value at 24 and 48 hours of incubation. In terms of sensitivity and negative predictive
value, the culture medium ASHGL presented the highest values with 100% sensitivity
and negative predictive value at 48 hours of incubation. The ASH, follows with a
sensitivity of 86% at 48 hours and a negative predictive value of 98% at 48 hours.
Therefore, we conclude that the incubation for 48 hours allows a larger number of
isolates and the most effective culture medium is Blood Agar whit washed human red

blood cells, for their excellent results, making it as effective as sheep blood agar.

Keywords: Pharyngitis, sodium azide, beta hemolytic, positive predictive value,

negative predictive value.



1. INTRODUCCION

Segin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en la actualidad, uno de los mayores
problemas de Salud Publica en el mundo, es la elevada prevalencia de bacterias causantes de
enfermedades humanas y el creciente numero de bacterias resistentes a los antimicrobianos.
Las infecciones del tracto respiratorio son las més frecuentes y se caracterizan por producir
una elevada mortalidad al ser un punto de encuentro entre el ser humano interno y el medio
exterior, lo que motivan numerosas consultas médicas y ocasionan una gran parte de las

prescripciones de antimicrobianos.

La faringoamigdalitis es la que muestra mayor importancia, es frecuente en la poblacion
pediatrica como también en adolescentes y adultos jovenes, es mas prevalente en climas frios
y en los periodos de invierno y primavera por lo que en nuestra ciudad esta situacion se hace

mas preocupante.

Multiples agentes virales y bacterianos son capaces de producir faringoamigdalitis, la
infeccion se caracteriza por ser generalmente una enfermedad benigna y de curso autolimitado
cuando es de etiologia viral, pero cuando es de origen bacteriano este suele ser mas complejo.
Streptococcus pyogenes beta hemolitico del grupo A es el principal agente etioldgico de las
faringoamigdalitis bacterianas. Motivo por el cual es muy importante un diagnostico en forma
correcta y oportuna, para iniciar un tratamiento adecuado que resuelva el problema, pero
principalmente para prevenir las posteriores complicaciones de la infeccion como lo son las

complicaciones supuradas y no supuradas (fiebre reumatica, glomérulonefritis).

El cultivo de hisopado faringeo en agar sangre con 5 % sangre de camero es el método
estandar de referencia para el aislamiento de Streptococcus pyogenes por su elevada
sensibilidad y especificidad, a pesar del tiempo que demanda su realizacion de 48 a 72 horas,
es recomendada en diferentes normas y opiniones de expertos. Sin embargo deben cumplirse
las condiciones adecuadas para el cultivo ya que estas son bacterias de dificil aislamiento y se
deben tomar todas las precauciones para evitar reportar resultados erréneos, principalmente
resultados falsos negativos, que confunden al medico tratante y pueden llevar a

complicaciones de la infeccion, que en algunos casos son fatales.



Una falencia que se ha visto con frecuencia en los centros de salud de nuestra ciudad y del
pais, es que en los laboratorios de Bacteriologia Clinica se utiliza como alternativa de la
sangre de carnero, la sangre humana en la preparacion del agar sangre. La sangre de carnero es
recomendada por normas nacionales e internacionales, pero por su elevado costo y dificil
acceso se busco una alternativa como la sangre humana que es mas accesible, pero el uso de
sangre humana puede afectar el resultado de la prueba en cierta magnitud, ya que tiene en su

composicion elementos que pueden interferir con el normal desarrollo de Streptococcus

pyogenes.

Por lo tanto, en este estudio con el objetivo de encontrar alternativas para el diagnostico de
Streptococcus pyogenes beta hemolitico, se evaluaron medios de cultivo utilizando sangre
humana, pero con algunas modificaciones que permiten aumentar su eficacia y de esta forma

conocer el alcance de cada uno en cuanto a su sensibilidad, especificidad y valores predictivos.



1.1 ANTECEDENTES

La faringoamigdalitis es una de las infecciones del tracto respiratorio mas frecuente, su
incidencia es mayor en sectores sociales mas desfavorecidos como respuesta a una dieta,
vivienda y condiciones generales de pobreza, el invierno y el comienzo de la primavera son las
’ ~ , .. 1 . . . . .

épocas del afio mas propicias. Un diagnostico preciso es de gran importancia cuando el
agente causal es Strepfococcus pyogenes beta hemolitico, principalmente por las

. . . . 2
complicaciones que se pueden presentar (complicaciones supuradas y no supuradas).

En Chile un estudio de Cofre y colaboradores en el 2005, indica que la mayoria de los casos
de faringoamigdalitis son de etiologia viral y el resto es de etiologia bacteriana, dentro de las
causas bacterianas mas frecuentes Strepfococcus pyogenes es la principal, siendo responsable

de 15 a 30 % de la faringoamigdalitis agudas en nifios y de 5 a 10 % en adultos.?

Un estudio realizado en el Hospital del Nifio de La Paz en nuestro pais en 1998, muestra que
dentro de los agentes etioldgicos bacterianos que producen faringoamigdalitis, Strepfococcus

pyogenes es el agente mas frecuente con un 56.6 %.?

Bisno y colaboradores indican que en ausencia de complicaciones, la faringoamigdalitis
estreptococica se autolimita, sin embargo casi siempre reciben tratamiento antimicrobiano
luego de un cultivo positivo. Alrededor de 15 % de los individuos con faringoamigdalitis
estreptococica puede convertirse en portadores asintomaticos y ser susceptibles a

L L3
complicaciones estreptococicas.

Fica en un estudio realizado en Chile el 2002, muestra que el diagnoéstico clinico de
faringoamigdalitis presenta una baja especificidad, debido a que solo el 10 a 30 % son casos
de faringoamigdalitis estreptococica, por lo que se debe realizar un prueba de diagnostico
microbiolégico el cual es el cultivo de hisopado faringeo en agar sangre de camnero, que
realizado en forma correcta tiene una sensibilidad de 90 a 95 % y es considerado como patron

de referencia diagnostica.’

En el 2006 Chavez y colaboradores en el Pert realizan un estudio donde indican que el cultivo

de hisopado faringeo realizado en agar sangre humana permite el aislamiento de Streptococcus



pyogenes al igual que el agar sangre de carnero, mostrando de este modo que el agar sangre

.4
humana puede ser usado como una alternativa.

En nuestro pais no se tienen estudios relacionados con la evaluacion de medios de cultivo para

el aislamiento de Streptococcus pyogenes, por lo que no se tienen antecedentes publicados,

siendo por lo tanto este trabajo de los primeros que se realizan.



1.2 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La faringoamigdalitis representa para todos los paises un importante problema de salud que
motivan numerosas consultas médicas y ocasionan una gran parte de las prescripciones de
antimicrobianos, es frecuente en la poblacion pediatrica como también en adolescentes y
adultos jovenes, mas prevalente en climas frios y en los periodos de invierno y primavera, por

lo que en nuestra ciudad esta situacion se hace mas preocupante.

La faringoamigdalitis es de etiologia viral y bacteriana, donde el principal agente causal
bacteriano es Strepfococcus pyogenes beta hemolitico del grupo A, responsable del 10 a 30%
de los casos de faringoamigdalitis. Motivo por el cual se debe realizar un diagnostico preciso
en forma correcta y oportuna, y asi iniciar el tratamiento adecuado para aliviar los signos y
sintomas del paciente, para reducir la transmision a los contactos mas cercanos, para
minimizar los efectos adversos de los antimicrobianos administrados y la posible resistencia
que esta puede generar ante un diagnostico errdoneo, pero principalmente para prevenir las
posteriores complicaciones de la infeccidn como lo son las complicaciones supuradas y no

supuradas (fiebre reumatica, glomérulonefritis) que presentan elevadas tasas de mortalidad.

El cultivo en agar con 5 % de sangre de carnero es el método estdndar para el aislamiento de
Streptococcus pyogenes en la faringe, pero cuando no se cumplen las condiciones adecuadas
en el cultivo se cometen errores al emitir resultados. Se pueden presentar resultados falsos
positivos y falsos negativos que son fatales para el paciente, cuando existen complicaciones de

la infeccion.

Los resultados falsos positivos pueden deberse a el aislamiento de Estreptococos beta
hemoliticos de otros grupos, también al aislamiento de Arcanobacterium haemollyticum o
Haemophylus haemolyticus que presentan colonias parecidas a Strepfococcus pyogenes beta
hemolitico en el cultivo, que se dan cuando no se aplican pruebas complementarias que

confirmen una acertada identificacion.

También se presentan resultados falsos negativos por las caracteristicas de Streptococcus
pyogenes, que es una bacteria nutricionalmente exigente y de dificil aislamiento, igualmente se
puede deber a una mala toma de muestra, un mal procesamiento de la muestra, una incubacion

breve (menos de 48 horas), presencia de cepas no hemoliticas de Strepfococcus pyogenes o



por el uso de medios de cultivo alternativos, como el uso de sangre humana en vez de sangre

de carnero. Este ultimo es el tema donde se centra este estudio.

La sangre de carnero es recomendada por normas nacionales e internacionales en la
preparacion del agar sangre, pero por su elevado costo y dificil accesibilidad, solo laboratorios
de referencia e investigacion la utilizan, ya que cuentan con ambientes Optimos y presupuesto
necesario. Ademas, con frecuencia en los laboratorios de Bacteriologia Clinica, se ha visto que
utilizan sangre humana como alternativa en la preparacion del agar sangre. Sin embargo el uso
de la sangre humana puede afectar el resultado de la prueba en cierta magnitud, ya que la
sangre humana tiene en el plasma elementos (inmunoglobulinas, complemento, etc) que
pueden interferir con el normal crecimiento de Strepfococcus pyogenes, del mismo modo el
anticoagulante con el cual fue obtenida la sangre humana puede interferir con la prueba.
Motivo por el cual este estudio evalia medios de cultivo utilizando sangre humana, para el

aislamiento de Streptococcus pyogenes beta hemolitico.



1.3 JUSTIFICACION

La mejor herramienta diagndstica de la faringoamigdalitis estreptocdcica aun permanece en
debate, con diferentes opciones, debido a la magnitud de este problema y a las implicaciones

de eficacia y costo.

Las opciones incluyen el diagnostico clinico sin estudio bacteriologico, el cual tiene una baja
especificidad y se corre el riesgo de un tratamiento antimicrobiano inadecuado o innecesario.
La confirmacion bacteriologica por el cultivo de hisopado faringeo a pesar del tiempo que
demanda su realizacion de 48 a 72 horas, es recomendada en diferentes normas y por
opiniones de expertos. También se utilizan pruebas diagndsticas rapidas pero estas tienen una
baja sensibilidad y un resultado negativo debe ser confirmado mediante cultivo, y ademas

tienen un mayor costo.

El cultivo de hisopado faringeo en agar sangre con 5 % sangre de carnero es el método de
referencia o patron de oro (gold standard) para el aislamiento de Strepfococcus pyogenes por
su elevada sensibilidad y especificidad, sin embargo deben cumplirse las condiciones
adecuadas para el cultivo ya que estas son bacterias de dificil aislamiento y se deben tomar
todas las precauciones para evitar reportar resultados erroneos, principalmente resultados

falsos negativos.

Con frecuencia en los centros de salud de nuestra ciudad y del pais se ha observado que los
laboratorios de Bacteriologia Clinica, utilizan como alternativa de la sangre de carnero, la
sangre humana en la preparacion del medio de cultivo agar sangre, debido a que la sangre
humana es mas accesible y no tiene costo. Por lo tanto en esta investigacion con el objetivo de
evaluar estas alternativas, para el diagnostico de Strepfococcus pyogenes beta hemolitico se
evaluaron medios de cultivo utilizando sangre humana, pero con algunas modificaciones como
el uso globulos rojos lavados y otras modificaciones, con el fin de establecer las mejores

condiciones para el aislamiento de Strepfococcus pyogenes.

Los medios de cultivo evaluados son agar sangre humana con globulos rojos lavados, agar
sangre humana con glébulos rojos lavados maés azida sodica y agar sangre humana con
globulos rojos sin lavado, utilizando el agar sangre de carnero como prueba de referencia o

patron de oro (gold standard).



En este sentido la evaluacion de los medios de cultivo alternativos, permite determinar los
alcances de cada uno en cuanto a su sensibilidad, especificidad y valores predictivos.
Conociendo la eficacia de los medios de cultivo, se pretende dar una alternativa confiable que
permita introducir estos métodos en el trabajo de rutina del laboratorio de Bacteriologia
Clinica, cuando no se tiene sangre de carnero y de esta manera evitar dar un diagnostico

erroneo, principalmente evitar reportar resultados falsos negativos.



1.4 MARCO TEORICO

14.1 CONCEPTO

Las infecciones del tracto respiratorio superior son las mas frecuentes y se caracterizan por
producir una elevada mortalidad al ser un punto de encuentro entre el ser humano interno y el
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medio exterior.

Las vias aéreas superiores estan constituidos por la nasofaringe y la orofaringe, que se
encuentran comunicadas con los senos paranasales y el oido medio y estan colonizados por
una flora bacteriana constituida por mas de 200 especies que producen infecciones a ese nivel,
las més frecuentes son faringitis, faringoamigdalitis, sinusitis, otitis, infecciones diftericas, tos

ferina y angina de Vincent. 6

La infeccion de la orofaringe o nasofaringe constituye una de las principales causas de
consulta médica y uso de antibidticos en la atencién primaria. Multiples agentes virales y
bacterianos son capaces de producir faringoamigdalitis, la infeccidn se caracteriza por ser

generalmente una enfermedad benigna y de curso autolimitado.”

La faringitis 6 amigdalitis, es un proceso inflamatorio difuso de los foliculos linfoides de la
faringe, con participacion de la mucosa y de las estructuras subyacentes.”® Dada la
continuidad anatomica suelen afectarse zonas contiguas tales como las amigdalas (adenoiditis,
tonsilitis o amigdalitis), la mucosa nasal (rinitis), la Gvula y el paladar blando. Por efectos
practicos de signos, sintomas y etiologia, en la préctica clinica se engloba este proceso como

faringo amigdalitis.8

El 60 a 80 % de pacientes con faringoamigdalitis obedecen a una etiologia viral. Los virus
involucrados mas frecuentemente son Rhinovirus, Adenovirus, Parainfluenza, Virus
respiratorio sincitial, Virus herpes simple, el Virus Epstein-Barr es un agente frecuente de
faringitis y generalmente se manifiesta con las caracteristicas clinicas de una mononucleosis
infecciosa. Enfermedades sistémicas como Crtomegalovirus e Influenza entre otras, pueden
estar asociadas a faringitis aguda, como también la primoinfeccion del Virus de Ia

nmunodeficiencia humana (VIH). >



El 20 a 40 % de las faringoamigdalitis son de origen bacteriano, la causa bacteriana mas
frecuente y susceptible de ser tratada con antimicrobianos, es Strepfococcus pyogenes beta-
hemolitico del grupo A de Lancefield, en nifios alcanza una frecuencia de 15 a 30% y en

adultos de 5 a 10%.°

Otros microorganismos también pueden producir un cuadro de faringoamigdalitis bacteriana,
pero se detectan con menos frecuencia, entre ellos se encuentran estreptococos beta
hemoliticos del grupo C y G, Corynebacterium diphteriae, Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia
pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis,

Arcanobacterium haemolyticum (adolescentes) y Staphylococcus aureus.”"

Debido a la importancia para este estudio, desde un punto de vista clinico, diagnostico y
terapéutico nos concentraremos fundamentalmente en la faringoamigdalitis por Streptococcus

pyogenes beta hemolitico del grupo A.

14.2 FARINGITIS ESTREPTOCOCICA

Streptococcus pyogenes beta hemolitico del grupo A se presenta microscopicamente como
células esféricas de 0.6 — 1.0 um de diametro, se agrupan en forma de cocos en cadenas de
longitud variable en muestras clinicas o cuando crecen en medios liquidos enriquecidos.
Tienen una pared celular gram positiva, son inmoviles, no formadores de esporas, catalasa
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negativos y anaerobios facultativos.
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Fig. 1. Tincion gram de Strepfococcus pyogenes en muestra de hisopado faringeo.



Los estreptococos pueden diferenciarse de forma mas precisa en serogrupos en funcion a las
caracteristicas antigénicas de los hidratos de carbono de la pared celular, esta clasificacion
realizada por Rebeca Lancefield permite distinguir 18 grupos de la A a Hy K a T, los mas
importantes son los grupos A, B, C, D, F y G donde Strepfococcus pyogenes pertenece al
grupo A. 1213

Nutricionalmente son bacterias exigentes, requieren medios complejos enriquecidos con
sangre para su desarrollo Optimo. En agar sangre crecen formando colonias traslucidas o

transparentes de superficie lisa, de 0.3 a 0.5 mm de didmetro con un halo beta hemolitico

alrededor."

Fig. 2. Desarrollo de colonias beta hemoliticas de Strepfococcus pyogenes en agar sangre de
carnero.

1421 FACTORES DE VIRULENCIA

Se han identificado un gran numero de componentes estructurales y productos extracelulares

en Streptococcus pyogenes.
Entre los componentes estructurales tenemos:

a) Capsula de 4cido hialuronico, es la capa mas superficial del microorganismo, es un
polimero lineal de alto peso molecular compuesto por unidades repetidas de disacaridos.
Desde el punto de vista quimico es indistinguible del material fundamental del tejido
conectivo lo que explica la falta de inmunogenicidad de la capsula, dificultando su fagocitosis,

- (o o 14
la produccion de capsula es maxima durante la fase de crecimiento logaritmico.



b) La pared celular, esta formado por un peptidoglucano grueso junto con los acidos
lipoteicoicos integrales. Recientes estudios demuestran que los acidos lipoteicoicos integrales

desempenan un papel importante en la adherencia inicial a las células epiteliales fa11‘ingeas.13’14

c¢) El carbohidrato especifico de grupo (carbohidrato C), constituido por un dimero de ramnosa

y N-acetil glucosamina.14

d) La proteina M de la pared celular, constituye el mayor factor de virulencia. Es de estructura
fibrilar, se encuentra como un dimero estable formando un complejo entre ellas, en
configuracion alfa hélice. Se encuentra anclada a la membrana celular y atraviesa la pared
celular. Las cepas con abundante proteina M se multiplican rdpidamente ya que pueden eludir
la fagocitosis interfiriendo en la opzonizacion a través de la inhibicion de la activacion de la
via alterna de la cascada del complemento. La proteina M también tiene la habilidad de
precipitar fibrinogeno directamente en la superficie bacteriana. Las cepas que no expresan la
proteina M son avirulentas. El efecto antifagocitico es anulado en presencia de

_ : : . 13, 15
concentraciones adecuadas de anticuerpos tipo-especificos. ™

e) El factor de opacificacion del suero (FO), es otro antigeno de la superficie celular asociado
a la proteina M. El FO es una alfa-lipoproteinasa capaz de opacificar el suero de mamifero.
Pero no todas las cepas tipificables por la proteina M poseen este factor. E1 FO es antigénico y
tipo-especifico, por que su habilidad de opacificar el suero puede ser inhibida por anticuerpos
homologos y no heterdlogos de la proteina M. Este factor es importante principalmente por

dos razones:

- Es un marcador epidemioldégico muy Util que ayuda en la clasificacion de los

estreptococos cuando no es detectable por la proteina M.

- Larespuesta tipo-especifica y no especifica a la proteina M es generalmente mas débil
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después de una infeccion faringea con FO positivo que con serotipos negativos. ™

f) Las proteinas T y R son otro complejo antigénico que no interviene en la patogenicidad
bacteriana, pero son utiles para completar la tipificacion de estreptococos, en especial en cepas

no identificables por la proteina M."



g) La proteina F no fibrilar, juega un rol critico en el inicio de la colonizacion, se adhiere a la
fibronectina, que es una glucoproteina situada en la superficie de las células epiteliales

humanas.

h) Recientemente se ha descrito una peptidasa unida a la célula que cliva el componente C5

Coq. .. . . . . . 10
del complemento e inhibe la quimiotaxis de los neutrofilos in vitro e in vivo.
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Fig. 3. Factores de virulencia de la estructura de la pared celular de Streptococcus pyogenes y
productos extracelulares.

Streptococcus pyogenes elabora numerosos productos extracelulares, de los cuales solo un

numero limitado han sido bien caracterizados.
a) Hemolisinas: Producen dos tipos de hemolisinas, la estreptolisina O y la estreptolisina S.

La estreptolisina O, deriva su nombre por su labilidad al oxigeno, es inhibida por el oxigeno

de forma reversible y por el colesterol en forma irreversible; ademas de su efecto litico sobre



los eritrocitos es toxica para distintos tipos celulares como leucocitos, monocitos y células en
cultivo. Por su labilidad al oxigeno esta hemolisina es responsable de la beta hemdlisis por
debajo de la colonia y en los sitios de picado en el agar sangre. La estreptolisina O es
producida por casi todas las cepas S. pyogenes (grupo A) y también por algunos estreptococos
de los grupos C y G. Como respuesta del sistema inmune se produce un anticuerpo después de
una infeccion por cualquier estreptococo productor de estreptolisina O (ASTO), dicho
anticuerpo bloquea la hemolisis por estreptolisina O y este fendmeno proporciona las bases
para la determinacion del anticuerpo en el suero de los pacientes. Un titulo de
antiestreptolisina O (ASTO), por arriba de 160 Ul/ml, se considera elevado y sugiere una

infeccion reciente por S. pyogenes. Los anticuerpos (ASTO), son de tipo IgG. 13,15

La estreptolisina S, producida por estreptococos en presencia de suero o de otras sustancias
como albumina, alfa-lipoproteina, RNA. Es estable al oxigeno pero termolabil, no es
antigénico y al igual que la estreptolisina O es toxica para distintos tipos celulares. Por sus
caracteristicas es responsable de la hemolisis que se observa en las placas de agar sangre

alrededor y por debajo de la colonia.'*"’

b) La exotoxina pirdgena estreptococica (SPE), antes conocida como toxina eritrogenica, es
responsable de la erupcion de la escarlatina. Experimentalmente esta sustancia exhibe una
variedad de otras propiedades toxicas incluyendo pirogenicidad y citotoxicidad. Se conocen 10
toxinas serologicamente diferentes (A - J), cuyos efectos pueden ser neutralizados por

. 13
anticuerpos.

c¢) Muchos productos extracelulares, pueden favorecer la licuefaccion del pus y la

diseminacion de S. pyogenes a través de los diferentes planos titulares, estos incluyen:
- Enzimas antigenicamente distintas que degradan al DNA: DNAsas A, B, Cy D.
- Hialuronidasa, que degrada enzimaticamente al acido hialuronico del tejido conectivo.

- Estreptoquinasa, que promueve la disolucion de codgulos al catalizar la conversion de

plasminogeno en plasmina.

: : 18
- Otros productos extracelulares son: NADasas, proteinasas, amilasa y esterasa.



14.22 MANIFESTACIONES CLINICAS

La transmision de la faringoamigdalitis estreptococica se da por contacto estrecho persona -
persona por via aérea, a través de las secreciones, generandose brotes pequefios en grupos
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cerrados o semicerrados y puede alcanzar una frecuencia de hasta el 30% en los meses frios.

Las manifestaciones clinicas se presentan luego de un periodo de incubacion inicial de 2 a 4
dias, el inicio suele ser subito con fiebre, odinofagia, cefalea, malestar general y dolor

abdominal."

En el examen fisico se puede encontrar congestion de la faringe y amigdalas con o sin
exudado blanco grisaceo, los ganglios linfaticos cervicales anteriores habitualmente son
dolorosas a la palpacion y estan tumefactos. La infeccion por cepas que elaboran las
exotoxinas pirogenas A, B o C pueden producir una erupcion escarlatiniforme en pacientes
que no poseen anticuerpos anti-toxina, caracteristicamente la erupcion aparece a las 24 a 48
horas después del inicio de los sintomas y luego de 3 a 4 dias comienza a desaparecer seguido
por descamacion de la piel. La presencia de rinorrea, disfonia, tos o diarrea no son
manifestaciones producidas por Strepfococcus pyogenes y sugieren una etiologia viral o por
micoplasmas. No existen elementos de la historia del paciente o examen fisico capaces por si
solos de hacer el diagnostico seguro. En ausencia de complicaciones la faringitis
estreptococica es autolimitada, pero casi siempre se realiza tratamiento antimicrobiano al
paciente. Sin embargo alrededor del 15% de los individuos con faringitis estreptocdcica

pueden convertirse en portadores asintomatico luego del tratamiento.'*"

1423 COMPLICACIONES

La faringitis estreptocdcica puede originar complicaciones, cldsicamente se describen 2 tipos

de complicaciones: supuradas y no supuradas.



1.4.2.3.1 COMPLICACIONES SUPURADAS

Las complicaciones supuradas son el resultado de la invasion del microorganismo a
estructuras adyacentes e incluye el absceso periamigdalino, absceso retrofaringeo, adenitis

cervical supurada, sinusitis, otitis media, mastoiditis y bacteriemia.”
1.42.3.1.1 Infecciones cutineas

Impetigo. Ocurre en nifios de 5 a 15 afios y se caracteriza por la aparicion de vesiculas que
evolucionan a pustulas que se abren en los 5 a 7 dias siguientes para formar costras gruesas, en
general estas lesiones se presentan sobre los miembros inferiores y también puede involucrarse

19
con Staphylococcus aureus.

Erisipela. Es una infeccion asociada con tejidos blandos y linfaticos cutaneos, se produce una
inflamacion aguda de la piel. Puede afectar cara, extremidades o tronco; cursa con fiebre alta,
escalofrios y signos de toxicidad. Los pacientes suelen tener faringitis estreptocdcica asociada,
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el tratamiento con penicilina es curativo.

Celulitis. Es una inflamacion aguda extendida de la piel y el tejido subcutaneo, que puede
seguir a quemaduras, heridas o incisiones quirurgicas. Se diferencia de la erisipela por que la
lesion no esta delimitada y no existe una demarcacion entre las zonas afectadas. Se acompana
de fiebre, escalofrios, linfangitis y en ocasiones con bacteriemia. Suele observarse en los

consumidores de drogas intravenosas.

Fascitis necrotizante. Es una infeccion de las fascias y tejidos subcutaneos profundos,
caracterizada por una necrosis rapida y extensa. Tipicamente se inicia con una lesion
traumatica, la inflamacion se extiende y se intensifica, la piel se oscurece y se torna purpura.
Se acompana frecuentemente de bacteriemia. Las tasas de mortalidad son altas incluso con un

tratamiento adecuado.”

Sepsis puerperal. Se presenta en mujeres luego del parto o un aborto, los microorganismos
invaden los genitales internos y causan endometritis, linfangitis, bacteriemia, fascitis
necrotizante y sindrome de shock toxico estreptococico, también se observo la transmision
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intraparto lo que conduce a una enfermedad grave y a menudo mortal en el neonato.



1.423.2 COMPLICACIONES NO SUPURADAS

Las complicaciones no supuradas corresponden a la fiebre reumatica y glomerulonefritis post

estreptococica.
1.4.2.3.2.1 Fiebre reumitica (FR)

Se presenta 2 a 5 semanas después de una faringitis estreptococica y se manifiesta como una
enfermedad febril aguda. La FR es una colagenopatia multisistemica tardia, clinicamente se
puede ver artritis migratoria de las grandes articulaciones, carditis y valvulitis, eritema
marginado, nédulos subcutaneos y corea de Sydenham, los que se pueden presentar en
diferentes grados de intensidad y multiples combinaciones. Las infecciones cutaneas por
Streptococcus pyogenes desencadenan FR. Se asocia con cepas con determinados serotipos M
llamados comunmente “cepas reumatogenas”, esta cepas tienen la caracteristica de no poseer

el factor de opacidad y de poseer una gruesa capsula.l&lg

La patologia cardiaca afecta el endocardio, miocardio, pericardio y méas a menudo la valvula
mitral, que se manifiestan clinicamente como soplos cardiacos, cardiomegalia, insuficiencia

cardiaca congestiva, pocas veces de presenta paro cardiaco y muerte.

En general la artritis es migratoria, afecta multiples articulaciones, principalmente en codos,

rodillas, tobillos y muiiecas. "

Las manifestaciones agudas de la FR duran de 3 a 6 meses, el diagnostico diferencial es
amplio, los hallazgos de laboratorio muestran una eritrosedimentacion elevada, proteina C
reactiva elevada y la deteccion de una infeccién estreptococica previa (S. pyogenes)
demostrada por cultivo de hisopado faringeo y por titulos elevados o crecientes de anticuerpos
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antiestreptococicos.

El tratamiento consiste en la administracion de penicilina G benzatinica cada 4 semanas, en
paciente alérgicos se utiliza eritromicina. La duracion del tratamiento esta en controversia,
algunos grupos opinan que no debe ser descontinuada hasta que el paciente cumpla 20 afios y

otros que se mantenga de manera indefinida.”



El tratamiento adecuado de la faringoamigdalitis estreptocdcica hasta 9 dias después de
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iniciados los sintomas es capaz de prevenir esta complicacion postestreptococica.

1.4.2.3.2.2 Glomeruloneftritis post estreptocécica

Se presenta 10 dias después de una faringoamigdalitis estreptococica y 3 a 6 semanas después
de una infeccidbn cutdnea por cepas de S. pyogenes llamadas ‘“nefritogenas”. Es una
enfermedad inflamatoria del glomérulo renal que se asocia con lesiones glomerulares difusas,
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hipertension, hematuria y protelnurla.1 ’

Clinicamente la enfermedad se caracteriza por malestar general, anorexia, cefalea, edema y

congestion circulatoria.

En general se puede demostrar el antecedente de una infeccidon por S. pyogenes por el
aislamiento de este en un cultivo de hisopado faringeo o lesiones de piel o por la elevacion de

anticuerpos antiestreptocdcicos.

La han propuestos varias teorias para explicar el mecanismo por el cual se produce este
cuadro, la mas sostenible explica que los estreptococos inducen la formacion de anticuerpos
antiestreptococicos contra los antigenos de la capsula, de la pared celular y la membrana
celular que dan reacciones cruzadas con distintas porciones antigénicas en tejido cardiaco, el
sarcolema miocardico, el musculo esquelético, articulaciones y tejido renal (a nivel del

glomémlo)13 22

Para el tratamiento el paciente debe recibir penicilina G benzatinica para erradicar las cepas
nefritogenas, el tratamiento antimicrobiano adecuado y oportuno no parece proteger
completamente de esta complicacion. A diferencia de la fiebre reumatica no se recomienda
una profilaxis continua ya que son raros los episodios de glomerulonefritis post estreptococica

13,18
recurrentes.



1424 DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO

Frente a la sospecha clinica, debe realizarse la confirmacion etiologica. Los objetivos de un
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diagnostico rapido y adecuado son: *

e Prevenir las complicaciones supuradas y no supuradas con tratamiento antibidtico
oportuno.

e Mejorar los signos y sintomas clinicos del paciente.

e Reducir la transmision de la infeccion a las personas cercanas.

e Minimizar los potenciales efectos adversos derivados del uso inadecuado de

antimicrobianos.
14241 CULTIVO FARINGEO

El hisopado faringeo cultivado en agar sangre de carnero es hasta hoy el método de referencia
(gold standard) para el diagnostico de faringoamigdalitis estreptocécica y realizado en forma

correcta, tiene una sensibilidad de 90 a 95%.”

1.4.2.4.1.1 Obtencion de Ia muestra

Se debe enfocar una luz brillante dentro de la cavidad bucal por encima del hombro de la
persona que toma la muestra, luego se utiliza un bajalenguas para deprimir la lengua con el fin

de tener una buena visualizacion de la faringe y amigdalas.

Se pide al paciente que respire profundamente y con un hisopo se frota con firmeza ambas
amigdalas y la faringe posterior, también se debe tomar una muestra de todo el exudado

purulento si existe.

Al introducir y retirar el hisopo se debe tener cuidado de no tocar las paredes laterales de la
cavidad bucal o lengua para reducir al minimo la contaminacion con bacterias de la flora

comensal.



Luego de la recoleccion de la muestra se introduce el hisopo en un tubo estéril con solucion
fisiolégica u otro medio de transporte (conservar menos de 2 horas a temperatura

ambiente).*®

1.42.4.1.2 Siembra

Una vez tomada la muestra se siembra en 1/3 de una placa de agar sangre de camero y se
agota en la superficie con un asa bacteriologica, haciendo cortes en profundidad de tal manera

que se exprese la hemolisina O de Strepfococcus pyogenes.

El cultivo se incuba de 35 a 37 °C y la primera lectura se hace a las 18 a 24 horas buscando
colonias beta hemoliticas. Si no se han desarrollado estas colonias, se vuelve a incubar hasta
las 48 horas. La incubaciéon anaerobia y el uso de medios selectivos pueden aumentar la
proporcion de cultivos positivos. La incubacion en CO, favorece el desarrollo de otros
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patogenos faringeos como Arcanobacterium haemolyticum. ™

1.4.2.4.1.3 Interpretacion del cultivo
Los estreptococos en agar sangre pueden producir tres tipos de hemolisis:

Alfa hemdlisis, es la lisis parcial de los eritrocitos que rodea a una colonia, producen un

cambio de color gris verdoso o parduzco en el agar sangre.

Beta hemolisis, es la lisis completa de eritrocitos, que produce una eliminacioén de la sangre

del medio debajo de la colonia y a su alrededor.

Gama hemolisis, son colonias que no muestran hemdlisis, no producen cambio en el medio

debajo de las colonias y a su alrededor.

Las colonias de S. pyogenes son circulares, beta hemoliticas, de borde entero, de diametro
variable (0.3 a 0.5 mm). Pueden presentar tres formas: mate, brillante y mucosa. El tamafo de
la zona de hemolisis es de dos a cuatro veces el diametro de la colonia, en alguna cepas es
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menor; microscopicamente son cocos gram (+) en cadena.

Para diferenciar S. pyogenes de otros estreptococos beta hemoliticos se pueden usar distintos

métodos.



Prueba de la Catalasa: La catalasa es una enzima que descompone el peroxido de hidrogeno
(H20) en oxigeno y agua. Desde el punto de vista quimico es una hemoproteina similar en
estructura a la hemoglobina, excepto en que los 4 a&tomos de hierro en la molécula estan en la

forma oxidada en lugar de reducida. La catalasa actia segun la siguiente reaccion.
2 HO, =2 2H,0 + O, (burbujas de oxigeno)

Salvo los estreptococos, la mayor parte de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas
poseen actividad catalasa. En éste caso el resultado debe ser negativo, ya que ésta prueba

permite diferenciar a S, pyogenes de S. aureus (posee la enzima catalasa) principalmente. "

Bacitracina: Esta prueba se basa en la susceptibilidad de S. pyogenes a la bacitracina, este
antimicrobiano se une al Bactoprenol, molécula lipidica de membrana que transporta las
subunidades de peptidoglican hacia la cara externa de la membrana. La prueba se realiza
mediante la colocacion de un disco que contiene 0,04 U de bacitracina sobre la colonia
extendida. Al dia siguiente se determina la susceptibilidad a ella mediante la medicion del halo
de inhibicidn de crecimiento, cualquier zona de inhibicion alrededor del disco se considera una
prueba positiva. Esta técnica tiene 5% de falsos negativos y entre 10 y 20% de falsos positivos
ya que hay otros estreptococos (grupos C y G), que también son susceptibles.13 27

Trimetoprim-sulfametoxazol La prueba de sensibilidad a Trimetoprim-sulfametoxazol
distingue los estreptococos del grupo A y B de otros estreptococos beta hemoliticos. Cuando
se utiliza junto a la bacitracina ayuda a distinguir estreptococos del grupo A y B. Las cepas A
y B son resistentes a Trimetoprim-sulfametoxazol. Se utiliza un disco comercial (1,25 ug
Trimetoprim y 23,75 sulfametoxazol), cualquier zona de inhibicion indica sensibilidad a

Trimetoprim-sulfametoxazol. 1

Este antimicrobiano interfiere con el metabolismo del acido folico, que es un precursor de la
sintesis de purinas, pirimidinas y aminoacidos, bloquea la sintesis de 4dcidos nucleicos y pared

celular.



Sintesis de la
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Fig. 4. Sitios de accidn de los antimicrobianos Trimetoprim-sulfametoxazol y bacitracina.
THF: Tetrahidrofolato, DHF: Dihridrofolato

Prueba de PYR: Es otro método muy utilizado y se basa en la actividad de la enzima
pirrolidonil arilamidasa, el sustrato para la prueba es la -pirrolidonil-beta-naftilamida libre
que es hidrolizado por una aminopeptidasa especifica bacteriana, la hidrolisis del sustrato por
esta enzima libera beta-naftilamida libre que se detecta por el agregado N,N-
dimetilaminocinnamaldehido, luego este reactivo de deteccion se une a la naftilamida para
formar una base de Schiff de color rojo. Es una prueba presuntiva tanto para estreptococos del
grupo A (Streptococcus pyogenes) como del grupo D. Es producida unicamente por estos
estreptococos, salvo algunos otros raramente aislados en clinica como Aerococos,
Estafilococos, Arcanobacterium haemolyticum, por lo que es esencial comprobar que la
bacteria estudiada es un estreptococo. Una gran ventaja es su rapidez de ejecucion y

lectura.'>?’



Prueba Vogues-Proskauer. El acido piravico es el principal compuesto formado durante la
degradacion fermentativa de la glucosa, mas tarde se metaboliza a través de diferentes vias
metabolicas. Una de esas vias es la via de fermentacion butanediol, que da como resultado la
produccion de acetoina (acetil metil carbinol), en presencia de oxigeno atmosférico e
hidroxido de potasio (KOH) al 40 %, la acetoina se convierte a diacetilo y el alfa-naftol sirve
de catalizador para producir un complejo rojo que indica una prueba positiva. En el caso de
Streptococcus pyogenes, el resultado es negativo para la prueba, se utiliza ante casos dudosos

con otros estreptococos beta hemoliticos."

Alfa-D-glucosa —> Acido pirivico —> Acetoina+ CO, —xor—> Diacetilo

Diacetilo + alfa-naftol + grupo guanidino (arginina) —ongersacion> Producto rosa o rojo
14.24.2 TECNICAS DE DETECCION DIRECTA DE ANTIGENOS

Una desventaja del cultivo es que demora entre 2 a 3 dias en entregar resultados y por eso se

han desarrollado pruebas de deteccion rapida de antigenos.

La prueba de deteccion de antigenos permite detectar al carbohidrato de la pared celular
bacteriana directamente, a partir de un hisopado faringeo, con la ventaja de obtener resultados
inmediatos.”> El ensayo inmunoenzimatico es una alternativa altamente especifica ya que
existen numerosos kits comerciales disponibles, estas pruebas emplean técnicas de extraccion
del antigeno especifico de grupo mediante un paso de extraccion enzimatica seguido de la
deteccion del antigeno extraido. La mayoria de las pruebas disponibles tiene una especificidad
mayor o igual a 97% comparado con el cultivo y una sensibilidad del 62% al 96%." La
ventaja comparativa es el resultado inmediato, pero se recomienda realizar un cultivo de
hisopado faringeo confirmatorio ante un resultado negativo de la prueba directa y una fuerte

;. 725
sospecha clinica.

También se han utilizado técnicas moleculares como la reaccion en cadena de la polimerasa
con sondas y sondas amplificadas de DNA, para la deteccion directa en muestras de hisopado
faringeo, la evaluacion de este ensayo muestra una sensibilidad del 88,6% al 94,8% vy
especificidad del 98% al 99,7% ? por lo que en algunos laboratorios han sustituido el cultivo

con esta prueba para la confirmacion de los resultados negativos del antigeno directo.”®



1425 TRATAMIENTO

El curso clinico habitual de los pacientes con faringoamigadalitis estreptocdcica no
complicada es la resolucion de la sintomatologia en tres o cuatro dias. Los objetivos del
tratamiento antimicrobiano son aliviar los signos y sintomas, y evitar las complicaciones
supuradas y no supuradas. Sin embargo aun sin tratamiento los pacientes tenderan a la
resolucion espontanea de su enfermedad, pero un porcentaje de los pacientes con eventos no
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tratados desarrollara un cuadro de fiebre reumatica u otras complicaciones.

El tratamiento antimicrobiano esta indicado en pacientes con faringoamigdalitis estreptococica
confirmada por cultivo faringeo o una prueba rapida positivo. S. pyogenes no ha presentado
hasta ahora cepas resistentes a las penicilinas o cefalosporinas, o haber mostrado un aumento
en la concentracion inhibitoria minima (CIM) en las Gltimas décadas, por lo tanto a pesar de su
amplio uso por mas de 50 anos el tratamiento de eleccion es la penicilina. La eritromicina o
alguno de los nuevos macrélidos es la eleccion de segunda linea y de preferencia en pacientes
con hipersensibilidad a la penicilina.30 Sin embargo existe una tasa de resistencia a

macrolidos que esta entre 5y 7%.’

En 1974 se aislaron en Japon las primeras cepas resistentes a macrdlidos y de ahi han sido
descritas ampliamente en la literatura, en la mayoria de las 4reas ha permanecido en baja
frecuencia de resistencia, pero en paises como Espana y Finlandia ha alcanzado porcentajes
superiores a 30%, lo que en varios trabajos se ha correlacionado con un mayor uso de
macrodlidos. En Japon se redujo el porcentaje de resistencia de 22% en 1981 a 1% en 1990, lo

que ha sido atribuido a una disminucién del uso de macrolidos durante ese tiempo.

S. pyogenes describe dos mecanismos de resistencia a macrolidos: modificacion del sitio

blanco y eflujo activo.”'

Modificacion del sitio blanco. Este mecanismo se produce por la adquisicion de un gen erm
(erythromycin ribosome methylase) que codifica una enzima que N6 dimetila un residuo
especifico de adenina en el 23S rARN, produciendo un cambio conformacional en el ribosoma
que disminuye la afinidad a macrdlidos, lincosamidas y estreptograminas B, firmacos
quimicamente distintos pero con similar mecanismo y sitio de accion. Esta resistencia cruzada

se conoce como resistencia fenotipica MLSB y se expresa en forma constitutiva o inducible.



Eflujo activo. Este mecanismo se produce por la presencia de un gen mef (macrolide efilux)
que codifica la sintesis de una bomba que media el eflujo en forma activa dependiente de
energia, se activa un sistema de expulsion para que la célula elimine a los macrolidos y
exprese su resistencia. Este eflujo activo solo confiere resistencia a macrolidos por lo que se
conoce como resistencia fenotipica M. Es el mecanismo de resistencia mas frecuentemente

descrito en .S. pyogenes.
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Fig. 5. Sitios de accion de las Penicilinas y Macrolidos.

El tratamiento antibiotico en faringoamigdalitis estreptococica por antimicrobiano, dosis y
duracion es la siguiente:

» Por via oral se administra penicilina V:

En nifos: 250 mg cada 8—12 horas por 10 dias,

En adolescentes y adultos: 250 mg cada 6—8 horas por 10 dias o 500 mg ¢/ 12 horas por 10

dias.
» Por via Intramuscular se administra penicilina Benzatina:

Penicilina Benzatina de 1.2 x 10°U para pacientes con una masa mayor o igual a 27 kg en 1

dosis.



Penicilina Benzatina de 6 x 105 U para pacientes con una masa menor a 27 kg en 1 dosis.

» Para pacientes con reacciones de hipersensibilidad a la penicilina se administra por via

oral:
Eritromicina estolato 20 - 40 mg /Kg/dia cada 6-12 horas por 10 dias.
Eritromicina succinato 40 mg/kg/dia cada 6-12 horas por 10 dias.
Azitromicina 5 - 15 mg/kg/dia cada 24 horas por 5 dias.
Claritromicina 15 mg/kg/dia cada 12 horas por 10 dias.
Cefadroxilo 30 mg/kg/dia cada 12 horas por 10 dias.
Cefuroximo axetil 20 - 30 mg/kg/dia cada 12 horas por 10 dias.
Cefaclor 20 - 40 mg/kg/dia cada 8-12 horas por 10 dias.
Cefprozil 15 - 30 mg/kg/dia cada 12 horas por 10 dias.
Clindamicina 10 - 20 mg/kg/ dia cada 6-8 horas por 10 dias.

La amoxicilina puede ser utilizada en lugar de la penicilina oral en nifios pequefios debido a su
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mejor tolerancia y no por ventajas microbioldgicas.

1426 PORTACION, FRACASO DE TRATAMIENTO Y REINFECCION

Se entiende por portador aquel paciente que en forma persistente presenta .S. pyogenes en su
faringe pero que se encuentra asintomdtico y sin respuesta inmune correspondiente, no se
realiza tratamiento antimicrobiano en general excepto en casos con antecedentes de fiebre

reumatica.

Se entiende por fracaso del tratamiento a la persistencia o recurrencia de los sintomas o signos
sugerentes de faringoamigdalitis estreptococica. El fracaso real es la incapacidad de erradicar
el S. pyogenes responsable del episodio agudo de faringoamigdalitis luego de un tratamiento
antibidtico adecuado. La falla en el tratamiento con penicilina se puede atribuir a la presencia

de otras bacterias productoras de beta lactamasas, un mal cumplimiento del tratamiento, una



reinfeccion desde una fuente cercana o por un diagnostico erréneo asociado a la portacion de

S p yogeﬂes.26

Los pacientes que presentan multiples reinfecciones pueden ser portadores cronicos de S.
pyogenes y su cuadro clinico ser provocado por otra etiologia. La amigdalectomia debe ser
considerada excepcionalmente y s6lo en aquellos pacientes que presentan episodios frecuentes

., . 34
en los que se ha descartado razonablemente una portacion cronica de S. pyogenes.



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO PRINCIPAL

+» Evaluar medios de cultivo alternativos para el aislamiento de Streptococcus pyogenes beta
hemolitico en pacientes con diagnostico clinico de faringoamigdalitis, utilizando el agar
sangre de carnero como prueba de referencia o patron de oro (gold standard), en muestras de
hisopado faringeo de pacientes que acuden al laboratorio del SELADIS durante los meses

de Julio a Diciembre del 2008.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

*
0’0

Determinar la sensibilidad de los medios de cultivo evaluados a las 24 horas y 48 horas de

incubacion.

¢ Determinar la especificidad de los medios de cultivo evaluados a las 24 horas y 48 horas

de incubacidn.

+ Determinar los valores predictivos positivos y negativos de los medios de cultivo

evaluados a las 24 horas y 48 horas de incubacion.

% Determinar que medios de cultivo evaluados son los mas efectivos para el aislamiento de

Streptococcus pyogenes beta hemolitico en pacientes con faringoamigdalitis.



3. DISENO METODOLOGICO

3.1 DESCRIPCION

El presente trabajo de investigacion tiene un disefio de test diagnostico de tipo longitudinal,
prospectivo y observacional, siendo el periodo de recoleccion de los datos el tiempo que se
demoro en alcanzar el tamafio muestral. Se realizé una evaluacion de medios de cultivo para el
aislamiento de Strepfococcus pyogenes beta hemolitico en pacientes con diagnostico clinico de
faringoamigdalitis, tomando en cuenta la sensibilidad, especificidad, valores predictivos
positivos y negativos de cada uno de los medios de cultivo. De esta manera se evalud la
eficacia de cada uno, con la finalidad de que los resultados de la investigacion nos permitan

elegir el o los medios de cultivo mas adecuados.

La presente investigacion se realizo en el instituto de Servicios de Laboratorio Diagnostico e
Investigacion en Salud (SELADIS) dependiente de la UMSA, en el area de Bacteriologia
Clinica y Micologia, ubicado en la avenida Saavedra Nro. 2224, de la ciudad de La Paz,

Bolivia.
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Se tom6 como universo a todas las muestras de hisopados faringeos con diagndstico clinico de
faringoamigdalitis que mensualmente se solicitan al laboratorio de Bacteriologia Clinica y
Micologia, que segun las estadisticas del 2007 son un promedio de 35 por mes. Las unidades
de observacion fueron las muestras de hisopados faringeos y el tamafio muestral calculado es

de 100 muestras, para un nivel de confianza del 95% y un error estaindar no mayor al 5%.
3.3 CRITERIOS DE INCLUSION

Se incluyeron en el estudio muestras de hisopados faringeos de pacientes con diagnostico
clinico de faringoamigdalitis que acudieron al laboratorio del SELADIS, sin tomar en cuenta

edad ni sexo.



3.4 CRITERIOS DE EXCLUSION

Se excluyeron de este estudio las muestras de pacientes que recibieron tratamiento
antimicrobianos en los ultimos 2 dias, pacientes que no cumplian los requisitos para la toma de
muestra, como pacientes que no se encontraban en ayunas o se realizaron limpieza de la boca

y dientes.

3.5 VARIABLES Y SUMEDICION

Se entiende por sensibilidad de la prueba a la proporcion de muestras positivas correctamente
identificadas por la prueba empleada.

L Veraaderos Positivos x 100
Sensibilidad =

Verdaderos Positivos + Falsos Negativos

La especificidad es la proporcion de muestras negativas correctamente identificadas por la
prueba empleada.

Verdaderos Negativos x 100

Especificidad =
Verdaderos Negativos + Falsos Positivos

El valor predictivo positivo (VPP) es la probabilidad que tiene el paciente de tener
faringoamigdalitis por S. pyogenes, cuando el resultado de la prueba evaluada ha resultado
positivo.

Verdaderos Positivos x 100
VPP =

Verdaderos Positivos + Falsos Positivos

El valor predictivo negativo (VPN) es la probabilidad que tiene el paciente de no tener
faringoamigdalitis por S. pyogenes, cuando el resultado de la prueba evaluada es negativo.

Verdaderos Negativos x 100

VPN =
Verdaderos Negativos + Falsos Negativos



3.5.1

VARIABLE DEPENDIENTE

Se tiene como variable dependiente, la evaluacion de los medios de cultivo para el aislamiento

de Streptococcus pyogenes.

352

VARIABLE INDEPENDIENTE

Como variables independientes se tienen a las tasas de sensibilidad, especificidad y valores

predictivos positivos y negativos de los medios de cultivo evaluados.

353 OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
OPERACIONALIZACION
VARIABLE TIPO INDICADOR
ESCALA DESCRIPCION
Presencia de colonias de .
Cultivo en agar Streptococcus pyogenes. Porcentaje de
Cualitativa . .27 77 | sensibilidad,
sangre humana con . Positivo confirmado por tincidén o s
; . nominal . especificidad y valores
globulos rojos lavados | . . Negativo gram, catalasa, - ..
dicotomica bacitracina. TMS. PYR predictivos positivos y
’ ’ y negativos
VP.
Cultivo en agar Presencia de colonias de Porcentaje de
o Streptococcus pyogenes, s
sangre humana con Cualitativa . .o, sensibilidad,
. . . Positivo confirmado por tincién o
globulos rojos lavados | nominal . especificidad y valores
mas azida sodica dicotomica Negativo gram, catalasa, predictivos positivos y
bacitracina, TMS, PYR y -
negativos
VP.
Presencia de colonias de .
Cultivo en agar Streptococcus pyogenes, Porcentaje de
Cualitativa .. .27, |sensibilidad,
sangre humana con . Positivo confirmado por tincién o
. .o nominal . especificidad y valores
globulos rojos sin dicotomica Negativo | gram, catalasa, redictivos psitivos
lavado bacitracina, TMS, PYR y P . p y
negativos
VP.
Presencia de colonias de
o Streptococcus pyogenes,
Cultivo en agar Cual} tativa Positivo confirmado por tincion Porcentaje de
nominal . o
sangre de carnero . . Negativo gram, catalasa, positividad
dicotomica

bacitracina, TMS, PYR y
VP.

TMS: Trimetoprim/sulfametoxazol
PYR: pirrolidonil arilamidasa

VP: Vogues-Proskauer




3.6 MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS
MATERIALES:
v' Hisopos estériles.
v Cajas petri de 10 y 20 mL.
v Tubos de ensayo con tapa rosca estériles.
v Portaobjetos.
v’ Asa bacteriologica.
v Aguja bacteriologica.
v" Mechero bunsen.
v Matraz erlenmeyer de 200 y 500 mL.
EQUIPOS:
v Autoclave de vapor.
v" Incubadora de 35 a 37 °C.
v" Microscopio Optico.
v’ Refrigerador 4 °C.
REACTIVOS:
v" Medio de cultivo s6lido Agar Soya Tripticasa (BD Difco™ & BBL™),
v" Medio de cultivo solido Agar azida sodica (BIOBRAS S.A., Brasil).
v" Discos prueba Pirrolidonil Arilamidasa PYR (Lab. W. Brizuela SA, Argentina).

v Prueba de Vogues Proskauer.



Sangre humana obtenida con citrato de sodio.

Sangre humana, con globulos rojos lavados con soluciodn fisioldgica.
Sangre de carnero (Androgen, Bolivia).

Solucion fisioldgica estéril.

Peroxido de hidrogeno al 3 %.

Sensidiscos de bacitracina 0.04 U (BBL™)y trimetoprim/sulfametoxazol 1.25

ug/23.75ug (Lab. Britania, Argentina).
Bateria de tincion gram.
Aceite de inmersion.

Cepa Streptococcus pyogenes ATCC 19615.



3.7 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS
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Antes de iniciar la evaluacion de los medios de cultivo se utilizé una cepa de Strepfococcus
pyogenes ATCC 19615 beta hemolitico, como control positivo en los medios de cultivo y las

pruebas de identificacion complementarias.
371 PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO
3.7.1.1 Agar Sangre Humana con gldébulos rojos lavados

Se prepard el medio de cultivo utilizando 5 % de sangre humana con globulos rojos lavados y

medio de cultivo solido Agar Soya Tripticasa (BD Difco™ & BBL™). (anexo 1)

La sangre humana fue obtenida en tubos colectoras siguiendo los protocolos de extraccion de
bancos de sangre, utilizando como anticoagulante citrato de sodio en una proporciéon 1/5,5 (1
ml citrato de sodio (3,2%) + 4.5 mL sangre fresca donante), la sangre humana utilizada
pertenece a una persona clinicamente sana y que no presento antecedentes de enfermedades
infecciosas de gravedad. Esta sangre fue lavada 5 veces con solucion fisioldgica estéril antes

de su uso, para eliminar interferentes del plasma. (anexo 2)
3.7.12 Agar Sangre Humana con gldbulos rojos lavados mas azida sodica

Se prepard el medio de cultivo utilizando 5 % de sangre humana con glébulos rojos lavados

y medio de cultivo solidé Agar Azida Sodica (BIOBRAS S.A., Brasil). (anexo 3)
3.7.1.3 Agar Sangre Humana (glébulos rojos sin lavado)

Se preparo el medio de cultivo utilizando 5 % de sangre humana con globulos rojos sin lavado

y medio de cultivo solidé Agar Soya Tripticasa (BD Difco™ & BBL™). (anexo 4)
3.7.14 Agar Sangre de Carnero

Se prepard el medio de cultivo utilizando 5 % de Sangre de carnero (Androgen Bolivia) y

medio de cultivo solido Agar Soya Tripticasa (BD Difco™ & BBL™). (anexo 5)



3.7.2 TOMA DE MUESTRA

Se solicitd al paciente que coloque la cabeza en hiperextension y se ilumin6 la faringe, se
enfocd una luz brillante dentro de la cavidad bucal por encima del hombro de la persona que
tomo la muestra, luego con un bajalenguas estéril se deprimi6 la lengua con el fin de tener una

buena visualizacion de la faringe y amigdalas.

Se pidi6 al paciente que respire profundamente y con un hisopo se frotd con firmeza ambas
amigdalas y la faringe posterior, también se tom6 una muestra de todo el exudado purulento

cuando hubo, se realiz6 esta operacion 2 veces.

Al introducir y retirar el hisopo se tuvo cuidado de no tocar las paredes laterales de la cavidad

bucal o lengua para reducir al minimo la contaminacién con bacterias de la flora comensal.

Luego de la recoleccion, para transportar la muestra se introdujeron los hisopos en un tubo
estéril con medio de transporte liquido, las muestras se conservaron menos de 2 horas a

temperatura ambiente antes de la siembra.

A las muestras obtenidas se les realiz6 los siguientes procedimientos:
373 SIEMBRA

Una vez tomada la muestra se sembro en los medios a evaluar:

Agar sangre humana con globulos rojos lavados.
Agar sangre humana con globulos rojos lavados mas azida sodica.
Agar sangre humana (globulos rojos sin lavado).

Finalmente se sembro en agar sangre de carnero, que fue utilizado como prueba de referencia

o patrén de oro (gold standard).

Se sembr6 en 1/3 de una placa de agar sangre con el hisopo y se agotd la muestra en la
superficie con un asa bacterioldgica, se utilizo la técnica de agotamiento en pentagono,
haciendo cortes en profundidad de tal manera que se expresen las hemolisinas de

Streptococcus pyogenes.



Los cultivos se incubaron a una temperatura de 35 a 37 °C en atmosfera aerobia por 24 a 48
horas, la primera lectura se realiz6 a las 24 horas buscando colonias beta hemoliticas. Si no

hubo desarrollo de estas colonias, se volvio a incubar hasta las 48 horas.
374 IDENTIFICACION DE LOS ESTREPTOCOCOS AISLADOS

Las colonias beta hemoliticas fueron identificadas segin métodos estandares normados con los

que el laboratorio cuenta:

Tinciéon Gram

R/
”n

< Prueba de la catalasa

% Susceptibilidad a Bacitracina 0.04 U y Trimetoprim/sulfametoxazol 1.25ug/23.75ug
% Prueba PYR (Pirrolidonil Arilamidasa)

< Ante casos dudosos se completd con la prueba Vogues-Proskauer

3.7.4.1 HEMOLISIS

Streptococcus pyogenes en agar sangre presentd colonias beta hemoliticas circulares,
translucidas o transparentes y que tienen una superficie lisa o mate, de borde entero con un
diametro variable de 0.3 a 0.5 mm. El tamafio de la zona de hemdlisis fue de dos a tres veces

el diametro de la colonia, en alguna cepas fue de menor tamafio.

Fig.6. Colonias de Streptococcus pyogenes beta hemolitico en agar sangre de carnero.



Para diferenciar Strepfococcus pyogenes de otros estreptococos beta hemoliticos se utilizaron

distintos métodos que mencionamos a continuacion.
3742 TINCION GRAM

Se hizo un frotis delgado de la colonia en solucion fisiologica estéril, se dejo secar, se fijo
pasandolo a través de la llama de un mechero bunsen y se utilizo la bateria para tincion gram.

(anexo 6)

Se examino el frotis tefiido con aceite de inmersion con el objetivo de 100X del microscopio
optico. Microscopicamente las colonias de Streptococcus pyogenes se observaron como cocos
gram (+) de 0.6 a 1.0 um de diametro, que se agrupan en forma de cocos en cadenas de

longitud variable.

Fig.7. Tincion gram de colonia beta hemolitica de Strepfococcus pyogenes en agar sangre.
3743 PRUEBA DE LA CATALASA

Con una aguja de inoculacidon se transfirid6 una porcion del centro de una colonia a la
superficie de un portaobjetos de vidrio, luego se coloco una gota de H,O, al 3% sobre el
portaobjetos. El desprendimiento de burbujas se consideré una prueba positiva. La formacion
de unas pocas burbujas luego de 20 a 30 segundos no se consider6 un resultado positivo,
ademas los eritrocitos tienen catalasa por lo cual se tuvo cuidado de no arrastrarlos junto con

la colonia estudiada.



Fig.8. Prueba de la catalasa. (-) Prueba negativa para colonias de Strepfococcus pyogenes. (+)
Prueba positiva para colonias de Staphylococcus aureus.

3.744 BACITRACINAY TRIMETOPRIM/SULFAMETOXAZOL

Bacitracina (A). Esta prueba se basa en la susceptibilidad de S. pyogenes a la bacitracina. Se
realizdo mediante la colocacion de un disco que contiene 0,04 U de bacitracina sobre una o dos
colonias extendidas en agar sangre y se incub6 por 24 horas a 35 -37 °C. Se determiné la
susceptibilidad a la bacitracina mediante la medicion del halo de inhibicién de crecimiento,

cualquier zona de inhibicion alrededor del disco se consider6 una prueba positiva.

Trimetoprim-sulfametoxazol (TMS): La prueba de sensibilidad a Trimetoprim-sulfametoxazol
diferenci6 los estreptococos del grupo A (Streptococcus pyogenes) y del grupo B
(Streptococcus agalactiae) de otros estreptococos beta hemoliticos. Se utilizd6 un disco
comercial (1,25 ug trimetoprim y 23,75 sulfametoxazol), mediante la colocacion de un disco
sobre una o dos colonias extendidas en agar sangre y se incub6 por 24 horas a 35 -37 °C.

Cualquier zona de inhibicion indico sensibilidad a trimetoprim-sulfametoxazol.

Cuando se utilizé junto a la bacitracina, permitio diferenciar los estreptococos segin la

sensibilidad (S) o resistencia (R) que presentaron, de la siguiente forma:
Bacitracina (S) y TMS (R) : Streptococcus pyogenes del grupo A.
Bacitracina (R) y TMS R) : Streptococcus agalactiae del grupo B.

Bacitracina (R) o (S) y 7MS (R) : Estreptococos beta hemoliticos de otros grupos

(grupos C, F o G).



Fig.9. Prueba de la Bacitracina y Trimetoprim/sulfametoxazol para Streptococcus pyogenes
beta hemolitico. Bacitracina (A) sensible, Trimetoprim/sulfametoxazol (TMS) resistente.

3.74.5 PRUEBA DE PYR (PIRROLIDONIL ARILAMIDASA)

En un tubo de ensayo se colocaron 50 uL de agua destilada estéril y se realiz6 una suspension
densa de la bacteria en estudio (2 a 4 escala Mc Farland), se colocé un disco PYR y se agit6 el
tubo hasta que el disco qued6 sumergido en la suspension. Luego se incubd de 35 a 37 °C
durante 30 minutos, posteriormente se agregd al tubo una gota de la solucién reveladora

(Pirrolidonil-beta-naftilamina) y se observo el cambio de color del disco durante 5 minutos.

Un color rojo rosado del disco indicé una prueba positiva, si el disco no cambio de color se

consider6 una prueba negativa.

- '3

(a) (b)

Fig.10. Prueba de PYR (Pirrolidonil Arilamidasa). (a) PYR positivo de cepa de Strepfococcus
pyogenes. (b) PYR negativo de cepa de Staphylococcus aureus.



3.746 PRUEBA VOGUES-PROSKAUER

Streptococcus pyogenes, es negativo para la prueba, se utilizd ante casos dudosos con otros

estreptococos beta hemoliticos.

Con un asa bacteriologica se sembro en un tubo de caldo Rojo de Metilo-Vogues Proskauer,
un cultivo puro del microorganismo a estudiar, se incub6 24 horas a 35-37 °C. Luego de la
incubacion se transfirio 1 mL del caldo a un tubo de ensayo estéril, se agregdé 0.6 mL de alfa-
naftol al 5% y 0.2 mL. de KOH al 40% en ese orden al tubo. Se agité suavemente el tubo para

exponer el medio al oxigeno atmosférico y se dejo el tubo en reposo durante 10 a 15 minutos.

El desarrollo de un color rojo después de los 15 minutos constituyd una prueba positiva, si el

medio no cambio de color se considerd una prueba negativa.

B

Fig.11. Prueba Vogues-Proskauer (VP). Izquierda, VP negativo de colonias de Strepfococcus
pyogenes. Derecha, VP positivo de colonias de estreptococos beta hemoliticos del grupo
milleri.



3.8 INSTRUMENTOS Y TECNICAS DE RECOLECCION DE DATOS

Para la recoleccion de datos se utilizé un formulario de registro el cual fue llenado en un diario

cientifico hasta alcanzar el tamafio muestral requerido. (anexo 7)

3.9 PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LOS DATOS

Con los datos obtenidos realizando las pruebas mencionadas en los medios de cultivo
evaluados, se cre6 una base de datos con el programa estadistico EPIDAT 3.0 y se
determinaron las tasas de sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivos y

negativos a partir de tablas 2X2.



4. RESULTADOS

Después de alcanzar el tamafio muestral deseado de 100 muestras de hisopados faringeos
analizados, se obtuvieron 14 cultivos positivos y 86 cultivos negativos para el aislamiento de

Streptococcus pyogenes beta hemolitico del grupo A.

Para obtener las tasas de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo (VPP) y valor
predictivo negativo (VPN) de los medios de cultivo evaluados, se utilizo el cultivo en agar
sangre de carnero como prueba de referencia o patrén de oro (gold standard) a las 24 horas y

48 horas de incubacion.



El estudio de la evaluacion del medio de cultivo Agar Sangre Humana con globulos rojos
lavados (ASHGL) a las 24 horas de incubacion, presentd una sensibilidad del 86 % y una
especificidad del 100 %, con un valor predictivo positivo del 100 % y valor predictivo

negativo del 98 %.

TABLA 1: Tasas de evaluacion del ASHGL a las 24 horas de incubacion para el aislamiento
de Streptococcus pyogenes, obtenidos en el SELADIS durante los meses de Julio a Diciembre
del 2008.

Verdadero Diagndstico Intervalo de

TASAS confianza
AS CARNERO 95 9

cultivo(+) | Cultivo(-) SENSIBILIDAD (60-100%)

12 0 ESPECIFICIDAD (100-100%)

2 86 VPP (100-100%)

VPN (93-100%)

ASHGL: Agar Sangre Humana con globulos rojos lavados
VPP : Valor predictivo positivo
VPN : Valor predictivo negativo

GRAFICO 1: Tasas de evaluacion del ASHGL a las 24 horas de incubacion para el aislamiento
de Streptococcus pyogenes, obtenidos en el SELADIS durante los meses de Julio a Diciembre
del 2008.
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El estudio de la evaluacion del medio de cultivo Agar Sangre Humana con globulos rojos

lavados (ASHGL) a las 48 horas de incubacion, presentd una sensibilidad del 86 % y una

especificidad del 100 %, con un valor predictivo positivo del 100 % y valor predictivo

negativo del 98 %,

TABLA 2: Tasas de evaluacion del ASHGL a las 48 horas de incubacion para el aislamiento
de Streptococcus pyogenes, obtenidos en el SELADIS durante los meses de Julio a Diciembre

del 2008.

Verdadero Diagndstico

AS CARNERO

TASAS

Intervalo de
confianza
95 %

cultivo(+)

Cultivo(-)

SENSIBILIDAD

(100-100%)

14

0

ESPECIFICIDAD

(100-100%)

0

86

VPP

(100-100%)

ASHGL: Agar Sangre Humana con globulos rojos lavados

VPP : Valor predictivo positivo
VPN : Valor predictivo negativo

VPN

(100-100%)

GRAFICO 2: Tasas de evaluacion del ASHGL a las 48 horas de incubacion para el aislamiento
de Streptococcus pyogenes, obtenidos en el SELADIS durante los meses de Julio a Diciembre

del 2008.
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El estudio de la evaluacion del medio de cultivo Agar Sangre Humana con globulos rojos
lavados mas azida sodica (ASH-GLA) a las 24 horas de incubacion, presentd una sensibilidad
del 43 % y una especificidad del 100 %, con un valor predictivo positivo del 100 % y
negativo del 91 %,

TABLA 3: Tasas de evaluacion del ASH-GLA a las 24 horas de incubacion para el aislamiento
de Streptococcus pyogenes, obtenidos en el SELADIS durante los meses de Julio a Diciembre
del 2008.

Intervalo de
TASAS confianza
95 %

Verdadero Diagndstico

AS CARNERO

SENSIBILIDAD

cultivo(+) | Cultivo(-)

(17-69%)

6 0 ESPECIFICIDAD (100-100%)
PRUEBA

A

8 86 VPP (100-100%)

VPN (86-97%)

ASH-GLA : Agar Sangre Humana con globulos rojos lavados més azida sodica
VPP : Valor predictivo positivo
VPN : Valor predictivo negativo

GRAFICO 3: Tasas de evaluacion del ASH-GLA a las 24 horas de incubacion para el
aislamiento de Strepfococcus pyogenes, obtenidos en el SELADIS durante los meses de Julio a
Diciembre del 2008.

100,
80
o 60
401
201

0_

Sensibilidad Especificidad VPP VPN

|EIAgar sangre humana con glébulos rojos lavados mas azida sodica a las 24 horas

Fuente: Tabla 3



El estudio de la evaluacion del medio de cultivo Agar Sangre Humana con globulos rojos
lavados mas azida sodica (ASH-GLA) a las 48 horas de incubacion, presentd una sensibilidad
del 71 % y una especificidad del 100 %, con un valor predictivo positivo del 100 % y
negativo del 96 %,

TABLA 4: Tasas de evaluacion del ASH-GLA a las 48 horas de incubacion para el aislamiento
de Streptococcus pyogenes, obtenidos en el SELADIS durante los meses de Julio a Diciembre
del 2008.

Verdadero Diagndstico Intervalo de

TASAS confianza
AS CARNERO 95 9

SENSIBILIDAD

cultivo(+) | Cultivo(-) (40-100 %)

10 0 ESPECIFICIDAD (100-100%)

4 86 VPP (100-100%)

VPN (90-100%)

ASH-GLA : Agar Sangre Humana con globulos rojos lavados més azida sodica
VPP : Valor predictivo positivo
VPN : Valor predictivo negativo

GRAFICO 4: Tasas de evaluacion del ASH-GLA a las 48 horas de incubacion para el
aislamiento de Strepfococcus pyogenes, obtenidos en el SELADIS durante los meses de Julio a
Diciembre del 2008.
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El estudio de la evaluacion del medio de cultivo Agar Sangre Humana (globulos rojos sin
lavado) (ASH) a las 24 horas de incubacion, presentd una sensibilidad del 57 % y una

especificidad del 100 % con un valor predictivo positivo del 100 % y negativo del 93 %,

TABLA 5: Tasas de evaluacion del ASH a las 24 horas de incubacion para el aislamiento de
Streptococcus pyogenes, obtenidos en el SELADIS durante los meses de Julio a Diciembre del
2008.

Intervalo de
TASAS confianza
95 %

Verdadero Diagndstico

AS CARNERO

cultivo(+) | Cultivo(-) SENSIBILIDAD (20-94%)

8 0 ESPECIFICIDAD (100-100%)
PRUEBA

ASH

C(-) 6 86 VPP (100-100%)

Total VPN (86-100%)

ASH : Agar Sangre Humana (globulos rojos sin lavado)
VPP : Valor predictivo positivo
VPN : Valor predictivo negativo

GRAFICO 5: Tasas de evaluacion del ASH a las 24 horas de incubacion para el aislamiento de
Streptococcus pyogenes, obtenidos en el SELADIS durante los meses de Julio a Diciembre del
2008.
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El estudio de la evaluacion del medio de cultivo Agar Sangre Humana (globulos rojos sin

lavado) (ASH) a las 48 horas de incubacion, presentd una sensibilidad del 86 % y una

especificidad del 100 % con un valor predictivo positivo del 100 % y negativo del 98 %,

TABLA 6: Tasas de evaluacion del ASH a las 48 horas de incubacion para el aislamiento de
Streptococcus pyogenes, obtenidos en el SELADIS durante los meses de Julio a Diciembre del

2008.

Verdadero Diagndstico

AS CARNERO

TASAS

Intervalo de
confianza
95 %

cultivo(+) | Cultivo(-)

SENSIBILIDAD

(60-100%)

C(+) 12 0
PRUEBA

ESPECIFICIDAD

(100-100%)

ASH
C(-) 2 86

VPP

(100-100%)

Total

ASH : Agar Sangre Humana (globulos rojos sin lavado)

VPP : Valor predictivo positivo
VPN : Valor predictivo negativo

VPN

(93-100%)

GRAFICO 6: Tasas de evaluacion del ASH a las 48 horas de incubacion para el aislamiento de
Streptococcus pyogenes, obtenidos en el SELADIS durante los meses de Julio a Diciembre del

2008.
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En nuestra poblaciéon en estudio, la identificacion mediante el cultivo de hisopado faringeo

revelo 14 aislamientos de Strepfococcus pyogenes beta hemolitico (14 %).

Tabla 7: Distribucion de bacterias aisladas en el cultivo de hisopado faringeo, obtenido en el
SELADIS durante los meses de Julio a Diciembre del 2008.

oA | | rorcavtan
Streptococcus pyogenes 14 14 %
Moraxella catarrhalis 28 28 %
Staphylococcus aureus 18 18 %
Proteus mirabilis 2 2%
Klebsiella pneumoniae 2 2%
Flora normal de faringe 36 36 %
TOTAL 100 100

n: numero de aislamientos



Grafico 7: Distribucion de bacterias aisladas en el cultivo de hisopado faringeo, obtenido en el
SELADIS durante los meses de Julio a Diciembre del 2008.
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5. DISCUSION

El presente estudio describe el diagnostico bacteriologico de una de las infecciones de las vias
respiratorias altas, que representan para todos los paises un importante problema de salud. La
faringoamigdalitis, es frecuente en la poblacion pediatrica como también se presenta en
adolescentes y adultos jovenes, es mas prevalente en climas frios y en los periodos de invierno
y primavera, por lo que en nuestra ciudad esta situacion se hace mas preocupante por las bajas

temperaturas y los cambios bruscos de temperatura.1

El cultivo de hisopado faringeo en agar sangre con 5 % sangre de camero es el método
estandar de referencia para el aislamiento de Streptococcus pyogenes por su elevada
sensibilidad y especificidad, a pesar del tiempo que demanda su realizacion de 48 a 72 horas,
es recomendada en diferentes normas y opiniones de expertos.9 Sin embargo deben cumplirse
las condiciones adecuadas para el cultivo, ya que Streptococcus pyogenes es una bacterias de
dificil aislamiento y se deben tomar todas las precauciones para evitar reportar resultados
erroneos, en el estudio no se presentd ningun resultado falso positivo por la elevada

especificidad que tiene la prueba, pero si se encontraron resultados falsos negativos.

La evaluacion de los medios de cultivo Agar Sangre Humana con globulos rojos lavados,
Agar Sangre Humana con globulos rojos lavados mds azida sodica y Agar Sangre Humana
con globulos rojos sin lavado, utilizando el agar sangre de carnero como patron de oro,
mostraron una mejor eficacia a las 48 horas de incubacion, porque se observdé un mayor
numero de aislamientos de Strepfococcus pyogenes beta hemolitico, lo que coincide con
estudios de Chavez y colaboradores * ademas la incubacion a las 48 horas reveld un aumento
de la sensibilidad y valor predictivo negativo de los medios evaluados, que se debe a que
existen cepas que a las 24 horas de incubacién no muestran una beta hemolisis perceptible,
pero a las 48 horas la hemdlisis ya es evidente y permite una correcta identificacion, por lo que
no es recomendable dar resultados a las 24 horas de incubacidn, para evitar reportar falsos

negativos.

Los tres medios evaluados mostraron una excelente especificidad y valor predictivo positivo a
las 24 y 48 horas de incubacion. El 100 % de especificidad alcanzado, nos indica que no se

encontraron resultados falsos positivos, que los medios no detectaron Streptococcus pyogenes



beta hemolitico donde el medio de referencia tampoco lo detecto y esto gracias a que se
utilizan pruebas complementarias que apoyan al cultivo (tinciéon gram, catalasa, bacitracina,
TMS, PYR y VP) que son fundamentales para la identificacion de Strepfococcus pyogenes.
Los medios también presentaron un valor predictivo positivo del 100% que muestra que la
probabilidad de los pacientes de tener una faringoamigdalitis estreptocécica es del 100%
cuando el resultado de una de las pruebas es positivo, salvo el caso de paciente portador

asintomatico de Streptococcus pyogenes.

El medio de cultivo Agar Sangre Humana con globulos rojos lavados presentd los mas altos
valores de sensibilidad y valor predictivo negativo de 86% y 98% a las 24 horas
respectivamente, pero a las 48 horas estos valores aumentaron a su valor maximo del 100 %,
lo que nos indica que este medio de cultivo no reporto resultados falsos negativos y aislo
Streptococcus pyogenes beta hemolitico en todas las muestras donde el medio de referencia
también lo aislo, que es muy importante para el paciente ya que un tratamiento oportuno

resuelve la faringoamigdalitis y evita las posteriores complicaciones post estreptococicas.

Por los resultados presentados de sensibilidad, especificidad y valores predictivos a las 48
horas de incubacion, que alcanzan el 100%, el presente estudio reveld que el medio de cultivo
Agar Sangre Humana con globulos rojos lavados es tan eficaz como el agar sangre de carnero
para el aislamiento de Strepfococcus pyogenes beta hemolitico (tabla 1 y 2). Estudios
anteriores apoyan nuestros resultados, con la diferencia que los cultivos fueron incubados en
presencia de 5 % de CO; y la sangre humana no utilizé globulos rojos lavados.* En cambio en
nuestro estudio se utilizd sangre humana con globulos rojos lavados que evita la interferencia
de elementos del plasma humano (anticuerpos, complemento, anticoagulante) y se incubd en
condiciones aerobias, que también permite aislar otros patdgenos aerobios estrictos, ademas de
Streptococcus pyogenes. Lo que demuestra que el Agar Sangre Humana con globulos rojos

lavadospuede ser usado como una alternativa confiable.

El Agar Sangre Humana con globulos rojos sin lavado, es el medio que le sigue en eficacia al
Agar Sangre Humana con globulos rojos lavados, ya que muestra una sensibilidad a las 24 y
48 horas de 57% y 86% respectivamente y un valor predictivo negativo a las 24 y 48 horas de
93% y 98% respectivamente (tablas 3 y 4). Lo que demuestra que el uso de glébulos rojos

lavados aumenta la eficacia del medio de cultivo y que los elementos del plasma (anticuerpos,



complemento, anticoagulante) interfieren con el crecimiento de algunas cepas de
Streptococcus pyogenes, por lo que este medio reportd resultados falsos negativos, aunque no
son excesivos y la faringoamigdalitis puede autolimitarse, el problema se presenta cuando
existe una complicacion de la infeccion la cual generalmente es fatal, y su tratamiento es muy

: 13,18,19
costoso y por tiempos muy prolongados. ™

El medio de cultivo Agar Sangre Humana con globulos rojos lavados mds azida sodica, es el
medio menos eficaz de los tres evaluados, ya que alcanzo6 una sensibilidad a las 24 y 48 horas
de 43% y 71% respectivamente y un valor predictivo negativo a las 24 y 48 horas de 91% y
96% respectivamente (tablas 5 y 6). Aunque el medio contiene azida sodica el cual inhibe el
crecimiento de bacterias gram negativas, favorece el desarrollo de estreptococos y contiene
globulos rojos lavados, no fue un medio eficaz como se esperaba. Esto se podria deber a que a
las 24 horas incubacion en la mayoria de los cultivos se presentaban demasiados resultados
falsos negativos y a las 48 horas en algunos casos la hemolisis se extendia por todo el medio
de cultivo haciendo mas dificil y moroso identificar correctamente Streptococcus pyogenes, ya
que algunos estreptococos alfa hemoliticos se mostraban como beta hemoliticos. También se
pudo observar que en este medio de cultivo, los globulos rojos envejecian mas rapidamente
que en los otros medios evaluados, al tercer dia de preparado el medio de cultivo ya
presentaba un color marroén, probablemente debido a que los globulos rojos sufren algiin dafio

por el azida sodica.

De los 100 cultivos de hisopado faringeo procesados en la poblacion estudiada, Streptococcus

pyogenes beta hemolitico fue aislado en un 14 % (tabla 7), lo que coincide con otras

. . . 1,2,7,9
investigaciones. =



6. CONCLUSIONES

Por los resultados obtenidos en el presente estudio se concluye que:

/7
0.0

Los tres medios de cultivo evaluados muestran una mejor eficacia a las 48 horas de
incubacidén, porque se vio un aumento significativo de la sensibilidad y valor

predictivo negativo.

Al evaluar la Sensibilidad de los medios de cultivo alternativos, el que alcanzo la
mayor eficacia a las 48 horas de incubacion es el medio Agar Sangre Humana con
globulos rojos lavados, seguido por el medio Agar Sangre Humana con globulos rojos
sin lavado y el menos eficaz es el medio Agar Sangre Humana con globulos rojos

lavados méds azida sodica.

La evaluacion de la Especificidad y Valor Predictivo Positivo de los medios de cultivo
sefalan que los tres medios mostraron excelentes resultados a las 24 y 48 horas de

incubacion, alcanzado los valores mas altos en ambos casos.

En cuanto al Valor Predictivo Negativo el mas eficaz a las 48 horas de incubacion,
pertenece al medio Agar Sangre Humana con globulos rojos lavados, seguido por el
medio Agar Sangre Humana con globulos rojos sin lavado y el menos eficaz es el

medio Agar Sangre Humana con globulos rojos lavados mds azida sodica.

Por lo tanto, luego de analizar los resultados obtenidos, el medio de cultivo de mayor
eficacia para el aislamiento de Strepfococcus pyogenes beta hemolitico del grupo A en
pacientes con diagnostico de faringoamigdalitis, es el Agar Sangre Humana con
globulos rojos lavados, por sus excelentes valores de sensibilidad, especificidad y

valores predictivos.



7. RECOMENDACIONES

Que el personal médico de salud solicite la realizacion del cultivo de hisopado faringeo ante
un diagnostico clinico de faringoamigdalitis, para no iniciar un tratamiento antimicrobiano
inadecuado o innecesario y de esta forma minimizar los efectos adversos de los
antimicrobianos administrados y la posible resistencia que esta puede generar. También para
reducir la transmision de la infeccion y fundamentalmente para prevenir las posteriores

complicaciones de la infeccion por Strepfococcus pyogenes.

Incluir en la rutina de trabajo de los laboratorios que no utilizan agar sangre de carnero, el uso
del Agar Sangre Humana con glébulos rojos lavados, ya que este medio es de facil
preparacion y los resultados del estudio nos muestran que es tan eficaz como el agar sangre de
carnero para el aislamiento de Streptococcus pyogenes beta hemolitico y de esta manera evitar

reportar resultados falsos negativos principalmente.

Realizar un estudio de resistencia bacteriana de Streptococcus pyogenes a las Penicilinas, que
segun investigaciones anteriores no presentan resistencia hasta nuestros dias y del mismo
modo realizar un estudio de resistencia a los Macrolidos que han mostrado un aumento de la

resistencia en los ultimos afios.

Realizar un estudio que evalué y valide la eficacia del medio de cultivo Agar Sangre Humana
con globulos rojos lavados, para el aislamiento de otras bacterias patdogenas humanas,
nutricionalmente exigentes, que requieran sangre en la preparacion de sus medios de

aislamiento.



ANLXOS



ANEXO 1
PREPARACION DE AGAR SANGRE HUMANA CON GLOBULOS ROJOS LAVADOS

Es un medio de aislamiento especialmente disefiado para facilitar el crecimiento de
microorganismos exigentes, bacterias gram positivas y todas las especies encontradas en

muestras de origen clinico.

Medios y reactivos:
» Medio de cultivo solid6 Agar soya tripticasa (BD Difco™ & BBL™)

» Sangre humana con globulos rojos lavados

Preparacion:

» En un matraz erlenmeyer disolver una proporcion de 40 gramos/litro de medio de
cultivo solid6 Agar soya tripticasa con agua destilada o desionizada y disolver
completamente calentando en hornilla.

» El medio de cultivo ya disuelto se esteriliza en autoclave 15 minutos a 121 °C y una
presion de 1 Kg/cm?.

» Una vez autoclavados el medio se traslada a una zona estéril, para enfriarlo lentamente
a una temperatura que oscila entre los 45° C +/-2°C.

» Incorporar 5 % de Sangre humana con globulos rojos lavados, homogenizar
completamente y dispensar un volumen de 10 mL de medio por caja petri estéril.

» Guardar los medios en refrigeracion a 4 °C .El medio de cultivo preparado antes de la
adicion de sangre es claro y amarillo parduzco, posteriormente a la adicion de sangre,
es del color de la misma.

» Finalmente se incuba de 35 a 37 °C por 24 horas una caja petri de medio de cultivo del

lote preparado, como control de esterilidad.



ANEXO 2

LAVADO DE GLOBULOS ROJOS HUMANOS

El objetivo del lavado de los globulos rojos es eliminar los componentes del plasma como

elementos del sistema inmune y el anticoagulante utilizado que pueden afectar el desarrollo de

microorganismos en el agar sangre.

Procedimiento:

» Para evitar la contaminacion de la sangre, todos los pasos del procedimiento se hacen
bajo la proteccion de un mechero bunsen y con material estéril.

» En un tubo estéril con cierre hermético se alicuota la cantidad necesaria de sangre
humana para la preparacion del medio. Los globulos rojos son lavados con solucion
fisioldgica estéril (0.85 % NaCl).

» Al tubo se le anade un volumen igual de solucion fisiologica, se cierra herméticamente
y se mezclan por inversion 5 veces.

» Luego se centrifuga a 1500 rpm por 5 minutos.

» Se elimina el sobrenadante con una micropipeta estéril y se le aflade nuevamente un
volumen igual de solucioén fisioldgica, se mezcla por inversion y se centrifuga.

» Se repiten los ultimos dos paso 5 veces, para que la sangre tenga por lo menos 5
lavados.

» Finalmente se afiade al medio de cultivo estéril atemperado.



ANEXO 3

PREPARACION DE AGAR SANGRE HUMANA CON GLOBULOR ROJOS LAVADOS MAS
AZIDA SODICA

Es un medio de aislamiento especialmente disefiado para facilitar el crecimiento de
microorganismos exigentes y todas las especies encontradas en muestras de origen clinico. El
medio contiene azida sodica el cual inhibe el crecimiento de bacterias gram negativas y
favorece el crecimiento de estreptococos, el azida selecciona microorganismos en cuyos
procesos respiratorios estdn implicados los citocromos, debido que actlia como un inhibidor de

la cadena respiratoria y ademas el medio de cultivo contiene globulos rojos lavados.

Medios y reactivos:
» Medio de cultivo solido Agar azida sodica (BIOBRAS S.A., Brasil)

» Sangre humana con globulos rojos lavados

Preparacion:

» En un matraz erlenmeyer disolver una proporcion de 30 gramos/litro de medio de
cultivo solid6 Agar soya tripticasa con agua destilada o desionizada y disolver
completamente calentando en hornilla.

» El medio de cultivo ya disuelto se esteriliza en autoclave 15 minutos a 121 °C y una
presion de 1 Kg/cm®.

» Una vez autoclavados el medio se traslada a una zona estéril, para enfriarlo lentamente
a una temperatura que oscila entre los 45° C +/-2°C.

» Incorporar 5 % de Sangre humana con globulos rojos lavados, homogenizar
completamente y dispensar un volumen de 10 mL de medio por caja petri estéril.

» Guardar los medios en refrigeracion a 4 °C .El medio de cultivo preparado antes de la
adicion de sangre es claro y amarillo parduzco, posteriormente a la adicion de sangre,
es del color de la misma.

» Finalmente se incuba de 35 a 37 °C por 24 horas una caja petri de medio de cultivo del

lote preparado, como control de esterilidad.



ANEXO 4
PREPARACION DE AGAR SANGRE HUMANA:

Es un medio de aislamiento especialmente disefiado para facilitar el crecimiento de
microorganismos exigentes, bacterias gram positivas y todas las especies encontradas en

muestras de origen clinico.

Medios y reactivos:
» Medio de cultivo solid6 Agar soya tripticasa (BD Difco™ & BBL™)

» Sangre humana (con globulos rojos sin lavado)

Preparacion:

» En un matraz erlenmeyer disolver una proporcion de 40 gramos/litro de medio de
cultivo solidé Agar soya tripticasa (marca) con agua destilada o desionizada y disolver
completamente calentando en hornilla.

» El medio de cultivo ya disuelto se esteriliza en autoclave 15 minutos a 121 °C y una
presion de 1 Kg/cm?.

» Una vez autoclavados el medio se traslada a una zona estéril, para enfriarlo lentamente
a una temperatura que oscila entre los 45° C +/-2°C.

» Incorporar 5 % de Sangre humana con globulos rojos sin lavado, homogenizar
completamente y dispensar un volumen de 10 mL de medio por caja petri estéril.

» Guardar los medios en refrigeracion a 4 °C .El medio de cultivo preparado antes de la
adicion de sangre es claro y amarillo parduzco, posteriormente a la adicion de sangre,
es del color de la misma.

» Finalmente se incuba de 35 a 37 °C por 24 horas una caja petri de medio de cultivo del

lote preparado, como control de esterilidad.



ANEXO 5
PREPARACION DE AGAR SANGRE DE CARNERO:

Es un medio de aislamiento especialmente disefiado para facilitar el crecimiento de
microorganismos exigentes, bacterias gram positivas y todas las especies encontradas en
muestras de origen clinico. Es el método de referencia o patron de oro (gold standard) para el

aislamiento de Streptococcus pyogenes.

Medios y reactivos:
» Medio de cultivo solid6 Agar soya tripticasa (BD Difco™ & BBL™)

» Sangre de carnero desfibrinada (Androgen Bolivia)

Preparacion:

» En un matraz erlenmeyer disolver una proporcion de 40 gramos/litro de medio de
cultivo solidé Agar soya tripticasa (marca) con agua destilada o desionizada y disolver
completamente calentando en hornilla.

» El medio de cultivo ya disuelto se esteriliza en autoclave 15 minutos a 121 °C y una
presién de 1 Kg/em?.

» Una vez autoclavados el medio se traslada a una zona estéril, para enfriarlo lentamente
a una temperatura que oscila entre los 45° C +/-2°C.

» Incorporar 5 % de Sangre de carnero desfibrinada, homogenizar completamente y
dispensar un volumen de 10 mL de medio por caja petri estéril.

» Guardar los medios en refrigeracion a 4 °C .El medio de cultivo preparado antes de la
adicion de sangre es claro y amarillo parduzco, posteriormente a la adicion de sangre,
es del color de la misma.

» Finalmente se incuba de 35 a 37 °C por 24 horas una caja petri de medio de cultivo del

lote preparado, como control de esterilidad.



ANEXO 6
TINCION DE GRAM:

Es una tincion diferencial usada para demostrar las propiedades tintoriales de bacterias de
todos los tipos segun la pared celular que estas presenten. Las bacterias gram positivas
retienen la violeta de genciana después de la decoloracion, las bacterias gram negativas no son

capaces de retener este colorante.

Bateria para tincién gram:



VIOLETA DE GENCIANA
85 % violeta de genciana
55 % alcohol
H>04 csp. 90 mL
4.5 g oxalato de amonio
LUGOL
lg yodo
2 g  yoduro de potasio
100 mL H,04

ALCOHOL-ACETONA
50 mL acetona

50 mL etanol (95%)

FUCSINA BASICA
3 g  fucsina basica
100mL etanol (95%)
H,0q4 csp. 1000 mL



Procedimiento:

» Se coloca el frotis sobre un soporte para tension y se cubre la superficie con solucion

de violeta de genciana, se deja I minuto y se lava con agua.
» Se cubre el frotis con solucion de yodo durante 1 minuto y se lava con agua.

» Se cubre el frotis con solucion decolorante alcohol-acetona, dejandolo 1 minuto y se

lava con agua.
» Se cubre el frotis con fucsina basica y se deja actuar por 1 minuto.

» Se examina el frotis tefiido con aceite de inmersion con el objetivo de 1000X del

microscopio.
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ANEXO 8

Fotografia 1: Cultivo de hisopado faringeo con presencia de flora normal, estreptococos alfa

hemoliticos y moraxelas.

Fotografia 2: Cultivo de hisopado faringeo con presencia de flora normal, estreptococos alfa

hemoliticos y flora patdgena, Strepfococcus pyogenes beta hemolitico.
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