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INTRODUCCION

Las amigdalas constituyen las organizaciones faringeas que se
2ncuentran

es del velo del paladar, en la fosa tonsilar. Poseen forma oval y su
tamafio es variable, alcanzando su mayor desarrollo a nivel del po-
;o,inferior. 1).

. A veces sufren procesos inflamatorios que reciben el nombre
Lﬁe anginas o amigdalitis, siendo algunos de estos procesos de ori-
en bacteriano (2).

El aspecto de las anginas bacterianas, suele ser con frecuencia
de “anginas blancas” con secrecion abundante, opalescente

-mosa, tendiendo con frecuencia 2 la cronicidad (3).

Nosotros pretendemos realizar un estudio de los cocos Gram
‘positivos que con mayor frecuencia se presentan en estos procesos,
describiendo las técnicas seguidas para su aislamiento, identificacion
y sensibilidad a las drogas antimicrobianas, aspectos que seran con-
siderados en distintas publicaciones. En ésta describimos el método
',§eguido para aislar e identificar los estafilococos.

1

'MATERIAL Y METODOS

Muestras. Se han recogido 273 muestras correspondientes a an-
8inas extirpadas y secreciones de las mismas tomadas con escobi-
li6n estéril, directamente de las anginas. En el primer caso se han
depositado en frascos pequenos, de boca ancha y estériles; en el
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segundo, los escobillones se han introducido en un tubo que cq).
tiene 2 ml de caldo extracto corazéon de buey.

Con las anginas extirpadas se ha procedido:

a) Lavado con solucién salina.

b) Diseccion sobre placa de Petri.

c¢) Con el asa de platino y con ayuda de una lupa, se toma una
gota de las cavidades purulentas.

d) Observacion. De cada muestra se ha realizado una tincién
por el método de Gram, seleccionando aquellas que han presentad
cocos Gram positivos. De las 273 muestras recogidas solo 223 co-
rresponden a cocos Gram positivos.

e) Aislamiento. Se han realizado por diseminacién en placa de
agar-corazon de buey-sangre de cordero (estreptococo) y medio 110
(estafilococo) (4), e incubaciéon a 37° durante 24 horas.

En el medio de agar-sangre han crecido colonias circulares, opa-
cas, amarillentas con halo hemolitico o0 no (posible estafilococo) vy
colonias pequenas, brillantes, convexas, beta hemoliticas (posibles
estreptococos). En el medio 110 han crecido colonias circulares, opa-
cas y amarillentas (estafilococos).

De cada tipo de colonia se ha realizado tincién por el método
de Gram, resembrando las que correspondian a cocos Gram positi-
vos dispuestas en masas (posibles estafilococos) a tubos de agar
inclinado, y los cocos Gram positivos en cadenas a tubos con agar-
corazon de buey. De estos cultivos puros se ha procedido a su iden-
tificacion bioquimica y seroldgica (estreptococo).

f) Identificacion. Se han empleado los siguientes medios y téc-
nicas:

Medio de Hugh y Leifson (5). Sustituyendo el azul de bromo-
timol por el purpura de bromocresol (6).

Prueba de la manita. Medio de Chapman (7), sustituyendo el
rojo fenol por el purpura de bromocresol (8).

Fermentacion glucosa, lactosa y sacarosa: método de Ruiz Falco
descrito por Callao (9).

Prueba de la coagulasa. Plasma de conejo con EDTA diluido
a 1/5 e incubacién a b.m. a 37° (10).

Produccion de indol (10), formaciéon de pigmentos (10), forma-
cion de nitritos (10), hemolisis (10), actuacion sobre la leche ‘torna-
solada (10), licuacion de la gelatina (10). Investigacion DNAasa (11).
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' RESULTADOS Y DISCUSION

! De las 273 muestras estudiadas se han aislado 223 cepas de cocos
" Gram positivos, correspondiendo 110 a estafilococos, 54 a microco-
' cos (no se les adscribe poder patégeno alguno) y 59 cepas a estrep-
" tococos.

i

Los resultados obtenidos se indican en las tablas adjuntas y
- que de forma resumida indican que el 80,89 por ciento de los esta-
- filococos aislados fermentan la manita y la coagulacién del plasma
' citratado, es variable. Aproximadamente un 25 por ciento producen
- coagulasa en menos de dos horas y las restantes entre periodos
- comprendidos entre las tres horas y las 24 horas. El plasma maés
- sensible para esta prueba parece ser el humano y no el de conejo,
pues se observaron mas casos positivos con el primero que con el
-';segundo. En cuanto al empleo de citrato o de EDTA, como anti-
. coagulantes, no se observa diferencia sensible.

: A los estafilococos

_ y sobre todo

- Staphylococcus aureus. De los restantes, existen un nimero de ellos
" que si bien son desoxirribonucleasa positivos

- mentadores de la manita; asi como hay otros que siendo fermen-
" tadores de la manita, no son coagulasa positivos. Asi pues, como
' segtiin Bergey (12), la coagulacién del plasma citratado es funda-
mental para la clasificacion de los estafilococos, incluimos los pri-
meros dentro del grupo St. aureus; y los fermentadores de manita,
pero coagulasa negativos, los situamos dentro del Staphylococcus
. epidermidis. Y todos los DNasa positivos dentro del Staphylococcus
" aureus. Los porcentajes totales son: 80,90 por ciento de St. aureus
. ¥y 19,09 por ciento de St. epidermidis.

La mayoria de las cepas identificadas fermentan la glucosa,
- sacarosa y lactosa con producciéon de acidos. La salicina no es fer-
mentada por ninguna cepa, y la glicerina solo por un 60,90 por cien-
~ to. Un 69,09 por ciento reducen los nitratos a nitritos y ninguna
Cepa es capaz de producir indol. La mayoria sin pigmentadas y el
. pigmento producido suele ser crema o amarillo y muy raramente
. anaranjado. La mayor parte

mente un 22,72 por ciento dieron hemolisis positiva.

: En relacién con la prueba de utilizacién de fosfato monoamo-
" nico, desistimos de realizarla, ya que NavaRRO VaQUERIZo (13), ob-
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tuvo resultados negativos. Por la misma razén no consideramos el
crecimiento de los gérmenes en medio de urea.

Al estudiar la acciéon sobre la leche, nos encontramos con re-
sultados muy diversos. Un 12,72 por ciento de estafilococos produ-
cen sobre la misma, acidos, coagulacién, peptonizaciéon y posterior
reduccién, mientras que un 8,19 por ciento acidifica, producen coa-
gulacion y reduccién pero no peptonizacién, y un 13,63 por ciento
producen &acidos uUnicamente.

Como vemos, la dificultad de clasificar es grande, pues a pesar
de que en las investigaciones es normal encontrar cepas que no se
adapten por completo a claves, aqui realmente el tanto por ciento
de gérmenes no clasificables es muy elevado. Es interesante saber,
si los estafilococos aislados son patégenos o no. Para ello recurri-
mos a la investigacion de caracteres de virulencia. FAIR BROTHER (14),
afirm6 que la prueba de la coagulasa comparada con otras propie-
dades bioquimicas, parece ser netamente superior; BRUSCHENTINI (15)
y AscHAR y MEezquita (16), estdn de acuerdo con este ultimo criterio.

KouriLsky y MEeRcIER (17) (18), indican como pruebas funda-
mentales de patogénesis, la fermentaciéon de la manita y la coagu-
lacion del plasma oxalatado, y afirman que la pigmentaciéon de la
colonia y las propiedades hemoliticas no aseguran el poder patdgeno
del estafilococo. :

Sin embargo, posteriormente KouRILSKY, MERCIER y PILLET (19),
estudian 425 razas de estafilococos de origen humano y animal con-
siderando patdgenas aquellas que fermentan la manita en el medio
de Chapman, coagulan el plasma en menos de 24 horas y determi-
nan lisis completa en el medio de agar sangre. También realizan
otras pruebas (19) y concluyen que la coagulasa y la hemolisis son
las pruebas méas exactas y rapidas.

La prueba de la DNasa muestra correlaciéon con la de la coagu-
lacion del plasma (20) (21) y la International Judicial Comision on
Bacteriological Nomenclature (1954) las propone como taxén dife-
rencial (22), de ahi que nosotros las empleemos en nuestro trabajo.

Tomando como base las pruebas realizadas, nosotros considera-
mos como fundamentales de patogénesis, la investigaciéon de DNasa,
y la coagulacion del plasma humano obtenido con citrato o EDTA,
pero siempre considerando las dos pruebas en cada investigacion
confirmativa una de otra. Como prueba de menor valor la fermenta-
cion de la manita.



UADRO
ESTAFILOCOCOS
Gelt Coagul. Hem. Leche
N.© Gluc. Lact. Sac. Man. Sal. Glic. Nitr. Ind. Pig. T P H C H T P R C A ale. DNasa Esgecie
EDTA
2 1 2 2 4+ — 1 4+ — Am — + 4+ — 4+ — + + + — — 4+ St Aureus
4 2 il 2 = oo R — 2 & == Am B L SR = TeisE = &= == + St. Aureus
Bl — = Rds =l == = = CL == = sas = = = = == == — St. Epidermidis
6f — 2 i =i =oas = B R R - — — St. Epidermidis
7 1 1 1 4 — 1 + — B — 4+ — + + + 4+ + — — + St. Aureus
9 1 2 R = = 8 =S T = & =S = 8 = + St. Aureus
v 1 2 2 4+ — 2 4+ — B — 4+ 4+ — 4+ 4+ — 4+ — + — + St Aureus
11 L »  GREN = 2. & = B == Tha B Sl SEER e meaomi B L s + St. Aureus
13 1 ar W == = = = @ e e e R = e — St. Epidermidis
15 i MRS e Bt e s AT RERE S S8 S e e e i RS e — St. Epidermidis
9 2 1 2 + — 1 4+ — Am — — + + + — — — — — + St Aureus
20 1 I3 = —m o e e O e e e R —  — St.Epidermidis
21 2 2 N = = = = = Am = s e b =S e R S = + St. Aureus
2 1 1 2 + — 1 4+ —C — + + + 4+ — — — — + —  + St.Aureus
23 1 2 R = R (O = e = e B R e + St. Aureus
25 1 1 B f = = i A = o R e R e =R e 22 T = + St. Aureus
27 1 2 1 + — 2 — — Am — + 4+ + + — — — — — — 4+ St Aureus
28 — 1 h = = — = =B Qe e e e e i T — St.Epidermidis
29 1 1 N =20 == = === == S eSO L) SR S PSs TE i — St. Epidermidis
% 1 1 1 4 — — 4 —C — 4+ 4+ — + — — + + — — + St Aureus
% 1 1 1 4+ — 1 4+ — Am — + + + + — — 4+ — — —  + St Aureus
37 1 1 1R = N == ¢} = ' + =ERHE- = P = — = + St. Aureus
39 1 1 i S RE B ESEAm = b H S S B B e T =7 + St. Aureus
40 1 2 1| = — [ ey BT e Do e + St. Aureus
41 ley—=— e oty AP S~ o e e + St. aureus
42 1 2 10 WG B oot e (@ o e Sl s el e + St. Aureus
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CUADRO

ESTAFILOCOCOS (Continuacion)
Gelt. Coagul. Hem. Leche
N. Gluc. Lact. Sac. Man. Sal, Glic. Nitr. Ind. Pig. T P II C H T P R C A alc. DNasa Especie
43 1 1 L = m== R =8 o Skl o B e = Seth s B + St. Aureus
44 1 1 D 1 == =5iC =2 = SN TR = i e e + St. Aureus
46 1. = ¢ et 1 pe=f S—ally S5 o i el e S=0ae B + St. Aureus
47 1 1 1 o == RN T e e o e e e T e R T + St. Aureus
48 1 1 | = TR oee— AN S sem S Bet i = IEREE e e, T + St. Aureus
29 Z¢ A R % — 4+ — Am — 4+ + — 4+ — — + — — — 4+ St. Aureus
BT L ML W 1 + — C — + — — + — — + — — + St. Aureus
52 1 1 I S " = WS e =l BE e S S RSl W e e T — + St. Aureus
54 3 | d = =+ = 8 = e i el e i - e - e + St. Aureus
&8 1% = 2" S = - s S s ey i ol e e + St. Aureus
59 1 1 i == - aaw, R = = Eesees s SN SR EEmew = — St. Epidermidis
00 H—=* = = T e B =1 (O SR B e o= ey IS — St. Epidermidis
61 1 — 2 — 1 — —B — — — — — — — — — — 4+  — St Epidermidis
62 s == R = = o8 =B S T e = = — St. Epidermidis
65 1 1 S TN T e - e +. B = T=1ts = + St. Aureus
66 1 1 i = S = el e CE SIS o Ty e LT + St. Aureus
67 2 2 U 15 i s e 0 e e M e = + St. Aureus
68 1 1 1~ = R e I == = N DS N SRS il =i + St. Aureus
72 1 1 i =Ry =R il ol e R o e e e = + St. Aureus
73 Ior e e —= ey & e — & SEae = B E ) g — St. Epidermidis
7 1 1 I -% 2 + —C — + + — 4+ — — 4+ — — — 4+ St Aureus
75 1 1 ] et 1 S —3B — EF EIRIREE— O e BT — L + St. Aureus
M (1 TAT g0 T — 4+ —C — 4+ + — + — — — 4+ — +  + St Aureus
77 1 1 1. == — = = G ST Tt e = TRk + St. Aureus
7 1 1 2 — 1 + —C + + + — 4+ — + — — 4+ — + St Aureus
80 1 1 1, — b == AM = = b E= o B b e = = + St. Aureus
85 1 1 2+ oS (0 — = A+ = == e e — + St. Aureus
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ESTAFILOCOCOS (Continuacién)
N.° Gluc. Lact. Sac. Man. Sal. Glic. Nitr. Ind. Pig. Gelt. Coagul. Hem. Leche
T P H C H T P R C A ale. DNasa Especie
= EDT.
86 1 1 1 — —_ — B === = o e _ — = — + St. Aureus
88 il 1 1 == Am — + 4+ — + — + — — + + St. Aureus
89 1 1 I = — — B — =S = + — 4+ — + St. Aureus
90 1. T S — = B =N e, == —_ = = — — St. Epidermidis
91 1 1 2 + - + Am — — + — + + — — + = + St. Aureus
92 1 1 2 + == w € e - W = e = + St. Aureus
93 1 1 2 + 1 + Am — — + — + — = =l B + St. Aureus
95 1 1 1 - 1 + (C; = o+ "+ — + == b — Ry — + St. Aureus
96 1 — il + 2 + € — 1 — + — + — — — + St. Aureus
97 1 — 1 + —- + Am + — + — 4+ — + - — — + St. Aureus
101 1 2 1 + —_— + Am — — 4+ — 4 — T+ o e e + St. Aureus
102 1 — i\ + — + C — + + = + = + - — — + St. Aureus
104 5 il + B == (G - 4+ — — 4+ — —_ — = - + St. Aureus
105 I - 1 + = = e == ERTR + = = — + St. Aureus
107 1 1 1 + —_ - (S — 4+ 4+ + 4+ — —_ — 4+ - + St. Aureus
108 1 il 1 + —_ — € —_ 4+ 4+ - + — —_ 4+ - - + St. Aureus
109 1 1 1 S — + Am == S r— + + + = ey B + St. Aureus
110 1 il 2 + = w Am — — 4+ — 4+ + —_ — = — + St. Aureus
113 1 1 1 <P 1 + Am — + + + + — = el e=s B + St. Aureus
114 2 1l 1 + 1k + B == B S — R = SRS == s + St. Aureus
116 1 1 T = I + Am — + + + + — + - — — + St. Aureus
119 e 28 - 3 + (G —= TR N e + + = a— + St. Aureus
1200 — — 1 + —_ - B _—— = - — — — + — — St. Epidermidis
122 — 1 — + —_ - B + - = = = — _ = = - — St. Epidermidis
123 1 2 1 + —_ — A wes B B g N B - = = == + St. Aureus
125 1 1 1 F 3 — & Am — .+ + + 4+ —= S = + St. Aureus
126 1 1 1 + 2 + (G e R S s ek —_— + St. Aureus
127 1 1 1 o 1 + (O = e S RS — == = + St. Aureus
128 1 1 2+ o = Am — + — — 4 — + = == = + St. Aureus
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CUADRO
ESTAFILOCOCOS (Continuacion)

Do
(=]
Gelt. Coagul. Hem. Leche 2
N.° Gluc. Lact. Sac. =« H C H T P R C A ale. DNasa Especie Man. Sal. ¢
EDTA
129 1 — 1 — — — — B —_ — _ — = — — + — — St. Epidermidis
130 1 1 1 — 1 + — Am — — 4+ — + 4+ - — — — — + St. Aureus
131 1 1 1 + — 1 — — Am — — = el e s A S —_ — St. Epidermidis
132 1 1 2 + — - — — —_—_ = - — 4+ - — 4 — — — St. Epicdermidis
133 1 2 1 + - = 4+ — B -+ + + + + - — — 4+ — + St. Aureus
134 1 P 1 + =R + — B - 4+ 4+ —-— 4+ +. — 4+ — + — + St. Aureus
136 1 1 1 - - - - - Am — — 4+ — 4+ - — 4+ — 4+ — + St. Aureus
139 1] - - = - - + — B —_—— 4+ + + + + + — — + St. Aureus ;
140 1 — 1 + — 1 — — B —_ = = — —_— = — 4+ — St. Epidermidis iz
141 1 2 1 + = ] = = € —_ — — = — — = — — — — — St. Epidermidis o
142 1 —_ 1 + _—— + - Am + + + — 4+ — — 4+ — + = + St. Aureus ;
o e o B RS A L S it -l - o=t - O ] 3
A £ R T - — T A A i el e R g
145 1 1 = e, B e (& — ise NE e BE B e its B Bk e + St. Aureus e}
147 1 1 1 - — 4+ — Am — — 4+ — + 4+ — — — + —  + St.Aureus S
148 1 — ] — — —= — — B —_— —_— = = — —_ = = — — St. Epidermidis
149 1 1 2 + —_ — — — B -_——- 4+ - 4+ = == 4+ — + — + St. Aureus
152 1 1 2 — s 1 == — Am — 4+ — — 4+ — — 4+ — — + + St. Aureus
153 1 1 2 + — 1 — = B _—— et - 4+ —_— —_— - — — + St. Aureus
155 1 1 1 + — I — = € — = b= T = 0= it == = + St. Aureus
156 1 1 1 + — | + — Am — — 4+ — 4+ - 4+ 4+ — — — + St. Aureus
159 1 1 1 + - — + = C + + + = + = + = —= + — + St. Aureus
160 1 1 ok + o= 1 — = € e R e G — + St. Aureus
163 1 2 2 + = 2 + = C = + + 4+ BT —-= = 4+ —= 4 + St. Aureus
166 1 — 1] — = = + — B = s B Tas W = SR oS + St. Aureus
167 1 1 1 - - — 4+ —C —+ 4+ —— = = 4+ = = = + St. Aureus
168 L 1 2 + — - + — C _ 4+ + - + - — 4+ - — — + St. Aureus
169 1 1 1 3 — — =+ — C _— 4+ - 4+ - + — = — - St. Aureus
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ABREVIATURAS

Pigmentos: C-Crema; B-Blanco; Am-Amarillo; T-Prueba en tubo;

P -Prueba en placa; H-Prueba coagulasa con plasma humano
H

citratado: C-Prueba coagulasa con plasma de coxejo; EDTA -
Prueba coagulasa

Leche: R -Reduccién; C-Coagulacién; A - Acidificacién; P -Peptoniza-
cidn; Al- Alcalinizacion.

Fermentacion de azlcares: 1 -Ligeramente fermentadores con formacién de
acidos; 2-Fermentadores con formacién de acidos; 3-Fermen-
tadores con formacid

RESUMEN

Se indica el método seguido pa
dos de anginas, asi como las técnicas de cultivo, aislamiento e identificacién
de 110 cepas de estafilococos aislados de las mismas. También se discute
cuales son las pruebas mas idéneas para valorar la virulencia de las cepas
aisladas. proponiendo cuales deben ser empleadas.

SUMMARY

We show the method followed to differentiate Gram positive to coccus
isolated from quinsy the cultures technical, as well, on isolated and made
identification of 110 strains of isolated Staphylococcus from the quinsy. Also
we 'deal how are the best tests to valorate the virulence of the isolated
strains and we propose which ought to be employed.
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