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RESUMEN

Para contribuir al aislamiento y diagndstico eficiente del Estreptococo beta hemolitico,
causante de escarlatina en algunos circulos infantiles de la ciudad de Cienfuegos, se
decidi6 obtener un medio de cultivo diferente al convencional que garantizara la viabilidad
de las cepas para estudios ulteriores, por lo que se realizé una investigacién con el objetivo
de determinar la efectividad de un medio de cultivo sencillo, de bajo costo y fécil prepara-
cion para la conservacion y transporte de cepas de Estreptococos en los laboratorios de
Microbiologia del Centro Provincial de Higiene y Epidemiologia del Hospital «Gustavo
Aldereguia Lima» de la provincia de Cienfuegos, en el periodo comprendido entre los
meses de enero a abril del 2000. Se ensay6 una modificacién del caldo Todd-Hewitt con 0, 1
% de extracto de levadura y agar para obtener este medio. De 52 cepas estudiadas, 50
mostraron viabilidad al cabo de 30 dias (96 %) y de 10 cepas conservadas por 100 dias, 9 (90
%) demostraron crecimiento y hemolisis. El sustrato mostré también su eficacia como
medio de transporte al trasladarse 16 cepas a un Centro de Referencia distante y mantener-
se el 100 % viables y tiles para su estudio.
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PYOGENES/aislamiento & purification; ESCARLATINA/etiologia; ESCARLATINA/
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La infeccién por microorganismos del
género Streptococcus es una de las entida-
des bacterianas mas comunes; estudiadas
por Koch y Pasteur desde el siglo xix, son
los causantes de numerosas enfermedades
entre las cuales tiene una alta incidencia,
la faringitis estreptocdccica.! Madani y

otros? encontraron en un estudio realizado
en 1998 que el 24 % de las mujeres emba-
razadas presentaban en vagina y recto
estreptococos del grupo B, los cuales pue-
den ser letales a los neonatos y a las pro-
pias madres.3* Ademds estos micro-
organismos son los responsables de
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abscesos, otitis, septicemia y fiebre reu-
matica, entre otras afecciones.

En el Centro Provincial de Higiene y
Epidemiologia (CPHE) se habia estado rea-
lizando un trabajo de aislamiento y diag-
noéstico de Estreptococos beta hemoliticos
causantes de escarlatina en algunos circu-
los infantiles de la ciudad de Cienfuegos, y
se necesitaba un medio donde conservar y
transportar las cepas con garantia para su
viabilidad en estudios posteriores.

Para la conservacién de una cepa
estreptocdccica en el laboratorio por varios
dias, el mejor procedimiento es la congela-
cién en caldo suero a menos 20 grados cen-
tigrados, pero en la mayoria de los labora-
torios provinciales no hay equipos capaces
de alcanzar esta temperatura, por lo que no
existia esta posibilidad. Otra variante con-
siste en cultivar en placas de agar, sangre
de carnero al 5 % y sellar convenientemente
las placas para evitar la desecacion y el
riesgo de roturas y contaminacién o, en
cufias de agar, sangre o chocolate por breve
tiempo, y subcultivar peri6dicamente en to-
dos los casos para mantener la viabilidad
necesaria.’

Internacionalmente se recomienda
como medio general para la conservacion
de cepas el Cistina Tripticasa Agar (CTA),
pero no esta disponible, su preparacién por
componentes se dificulta por la carencia de
algunos reactivos en determinados momen-
tos y su costo es mas elevado que el medio
propuesto en este trabajo.

Ante la situacién planteada se hacia
necesario la presencia de un medio de con-
servacién y transporte que mantuviera la
adecuada viabilidad de las cepas de
estreptococos y que fuera de facil prepara-
cién, manipulacion y bajo costo.

El medio de Todd-Hewitt es un caldo
que se emplea para la produccién de
hemolisina estreptocdccica y el cultivo de
estreptococos para el tipaje serologico.® Este

sustrato se encuentra a nuestro alcance y
ademas posee Optimas condiciones para la
viabilidad, por su carga de nutrientes y ex-
celente amortiguamiento. A pesar de con-
tener glucosa en su formulacién, ésta no
debe constituir un impedimento para la via-
bilidad de las cepas a mediano plazo.

Por otra parte, se ha descrito que la
adicién de agar al medio de Todd-Hewitt
facilita el encapsulamiento de los
estreptococos y por lo tanto el aumento de
su capacidad de supervivencia”’ También
existen reportes de estudios realizados en
los que se ha comprobado cémo la accion
hemolitica de los Estreptococos beta
hemoliticos de todos los grupos es fuerte-
mente promovida por los 4dcidos nucleicos
presentes en el extracto de levadura.®?

Sayahtaheri y otros® en 1994 emplea-
ron con éxito el medio de Todd-Hewitt su-
plementado con 1 % de extracto de levadu-
ra y 2 antibidticos (colimicina y 4cido
nalidixico) para el enriquecimiento y pos-
terior siembra de exudados vaginales en
busca de estreptococos del grupo B.

Por lo antes expuesto, se decidid ensa-
yar una variante del caldo Todd-Hewitt con
agar afadido y suplementado con una pe-
quefia cantidad de extracto de levadura
(0,1 %), con el objetivo de obtener un me-
dio sélido con buena amortiguaciéon y mo-
derada activacién de crecimiento, capaz de
mantener con vida los cultivos puros de
estreptococos en un periodo suficiente para
su estudio y transporte a centros de refe-
rencia asi como de facil preparacién y se-
gura manipulacién, con la posibilidad de
almacenamiento y traslado a temperatura
ambiente y sobre todo con un costo menor.

METODOS

Se trabaj6 con un total de 52 cepas de
estreptococos, de las cuales 38 fueron ais-
ladas en el laboratorio de Microbiologia del
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CPHE de Cienfuegos, procedentes de
exudados faringeos realizados en circulos
infantiles de la ciudad en el primer
cuatrimestre del afio 2000. Otras 10 cepas
fueron aisladas a pacientes en el laborato-
rio de Microbiologia del Hospital Univer-
sitario «Gustavo Aldereguia Lima» de
Cienfuegos y otras 4 fueron réplicas de la
cepa de referencia Streptococcus faecalis
ATCC 19433 de la Seccién de Control de la
Calidad del CPHE de Cienfuegos.

Cada cepa se inoculd por puncion pro-
funda en el Medio de Transporte y Conser-
vacion de Estreptococos Agar (TCEA), se
incub6 durante 24 horas a 37 grados centi-
grados y luego se almacené a temperatura
ambiente al resguardo de la luz solar. Ade-
ma4s, se enviaron 16 cepas en este medio al
Instituto de Medicina Tropical «Pedro
Kouri» de Ciudad de La Habana, Centro de
Referencia Nacional.

MEDIOS DE CULTIVO EMPLEADOS

 Para el aislamiento de cepas se emple6
agar sangre, preparado a partir de base
agar sangre (BIOCEN) y sangre de car-
nero estéril al 5 %.

* Medio de transporte y conservacion de
Estreptococos, Agar (TCEA).

Caldo Todd - Hewitt (OXOID) 109¢g
Extracto de levadura (OXOID) 0,3 g
Agar bacteriologico (BIOCEN) 3,6¢g
Agua destilada 300 mL
PH = 74

El medio se hirvi6 hasta su completa
disolucion, se distribuy6 en tubos 13 por 100
con tapa de rosca a razoén de 4 mL cada
uno. Se mantuvo en autoclave a 121 grados
centigrados, durante 15 minutos y se dejo6
solidificar en posicidn vertical.
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La inoculacidn se realiz6 con aguja de
nicrén y se tomd del cultivo en placa de
agar sangre. Se realizé puncion profunda
en el medio TCEA. Se identificé correcta-
mente el tubo y se incubd a 37 grados cen-
tigrados durante 24 horas; luego se almace-
n6 en lugar fresco y seco a temperatura
ambiente y resguardado de la luz solar.

Las cepas de estreptococos asi conser-
vadas fueron ensayadas alos 3, 5, 7, 15, 21
y 30 dias por estriado en agar sangre carne-
ro al 5 % e incubadas a 37 grados centigra-
dos durante 24 a 48 horas e inspeccionadas
para comprobar su viabilidad y su capaci-
dad de hemolisis. Se ensayaron 10 cepas que
permanecieron por 100 dias bajo estas con-
diciones.

RESULTADOS

Segun la clasificacién por grupos de
estreptococos se observo un predominio del
grupo A (tabla 1) a causa de su probable
mayor incidencia en los exudados faringeos
de los circulos infantiles.

TABLA 1. Distribucidn de las 52 cepas estudiadas por grupos y
tipos de hemdlisis

Cepas segun grupo No. de Cepas Tipos de

de estreptococo ensayadas hemélisis
Grupo A 12 Beta
Grupo C 2 Beta
Grupo D (ATCC) 4 Alfa
Grupo G 2 Beta
Sin clasificar 32 Beta

Fuente: Laboratorio de Microbiologia CPHE, enero-abril, 2000.

Todas las cepas presentaron correcta
viabilidad en los diferentes intervalos, ex-
cepto una que no crecid en agar sangre de
carnero al 5 % alos 15 dias de conservada



en el medio TCEA vy otra, que no resultd
util porque se contamind a los 21 dias (ta-
bla 2).

TABLA 2. Viabilidad de cepas de estreptococo segiin tiempo de
conservacion en TCEA

No. Cepas Cepas

Dias siembras viables inviables Observaciones
3 52 52 0

5 52 52 0

7 52 52 0

15 52 51 1 -

21 51 50 1 Contaminada
30 50 50 0 -

100 10 9 1

Fuente: Laboratorio de Microbiologia CPHE, enero-abril, 2000.

Todos los grupos clasificados mostra-
ron supervivencia a los 30 dias.

Las 16 cepas enviadas al Centro de
Referencia en el medio obtenido como
sustrato de transporte resultaron utiles.

Por 1ltimo, 10 cepas que se mantuvie-
ron conservadas durante 100 dias, presenta-
ron una excelente viabilidad (90 %), sola-
mente 1 no crecid.

DISCUSION

El Medio de Conservacion y Transpor-
te de Estreptococos Agar (TCEA) derivado
de una modificacién del caldo Todd-Hewitt,
demostrd tener la capacidad de mantener

SUMMARY

la viabilidad de los microorganismos du-
rante un periodo de 30 dias con plena segu-
ridad y hasta 100 dias con el 90 % de pro-
babilidad de supervivencia, ademas de ser-
vir como medio de transporte de cepas de
estreptococos hasta laboratorios distantes
y mantenerlas ttiles para posteriores inves-
tigaciones.

Para mantener viable una cepa de
estreptococo en el laboratorio por el méto-
do de cultivo y subcultivo en agar sangre de
carnero al 5 % durante 30 dias se necesitan
aproximadamente 15 placas de medio. En
cambio, con el medio TCEA solamente se
necesita un tubo de 13 por 100 mm con 4
mL del medio y realizar la incubacién por
24 horas; el resto del tiempo se mantiene a
temperatura ambiente.

Ademas de las ventajas enumeradas se
eliminan los siguientes riesgos e inconve-
nientes:

» Desecacién

» Contaminacion

* Probabilidad de roturas

 Espacio ocupado en incubadoras

* Mayor manipulacién

» Fondo de tiempo de personal técnico para
realizar los subcultivos de las cepas

Por lo antes expuesto, se recomienda
el uso del medio de cultivo TCEA para la
conservacion y transporte de cepas de
estreptococos, por su facil preparacion, sen-
cilla manipulacion, efectividad y seguridad.

To contribute to the isolation and efficient diagnosis of the b-haemolytic Streptococcus, which has caused scarlet
fever in some day care centers of the city of Cienfuegos, it was decided to obtain a culture medium different from
the conventional one that will guarantee the viability of the strains for future studies. To this end, a research was
done to determine the effectiveness of a single culture medium, of low cost and easy preparation for the
conservation and transport of Streptococcus strains in the laboratories of Microbiology of the Provincial Center of
Hygiene and Epidemiology of “Gustavo Aldereguia Lima” Hospital of Cienfuegos province, from January to
April, 2000. A modification of the Todd-Hewitt broth was assayed with 0.1 % of extract of yeast and agar to
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obtain this medium. Of 52 studied strains, 50 showed viability after 30 days (96 %), whereas growth and
hemolysis were observed in 9 (90 %) of 10 strains conserved for 100 days. The substrate also proved its efficiency
as ameans of transport when 16 strains were transferred to a distant Reference Center and 100 % kept viable and
useful for their study.

Subject headings: STREPTOCOCCUS/isolation & purification; STREPTOCOCCUS PYOGENES/isolation

& purification; SCARLET FEVER/etiology; SCARLET FEVER/microbiology; BACTERIOLOGICAL
TECHNIQUES; CULTURE MEDIA.
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