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RESUMEN

ABSTRACT
El presente estudio evalu6é la eficacia de medios de
cultivo alternativos: Agar Sangre Humana con glébulos In the present study the effectiveness of alternative
rojos lavados (ASHGL), Agar Sangre Humana con culture mediums was evaluated: Blood Agar with
glébulos rojos lavados mas azida sédica (ASH-GLA) y washed human red blood cells (ASHGL), Blood Agar
Agar Sangre Humana con glébulos rojos sin lavado with washed human red blood cells more sodium azide
(ASH), para el aislamiento d&reptococcus pyogenes (ASH-GLA) and Blood Agar with human red blood
beta hemolitico en pacientes con diagndéstico de cells without washing (ASH), for the isolation of beta
faringoamigdalitis, comparados con el agar sangre de hemolytic Sreptococcus pyogenes in patients with
carnero a las 24 y 48 horas de incubacién. Dicha clinical diagnosis of pharyngitis, against the sheep blood
comparacion fue realizada debido a la frecuencia con agar as reference test at 24 and 48 hours of incubation.
que se utiliza sangre humana como alternativa de la Because frequently in clinical bacteriology laboratories,
sangre de carnero, en la preparacion de medios deis used human blood as alternative to sheep blood, for
cultivo, ya que la sangre de carnero es de dificil acceso y the preparation of culture medium. The study was
costo elevado. Se realizé un estudio con disefio de testcarried out with diagnostic design test, longitudinal and
diagndstico, longitudinal y prospectivo en 100 muestras prospective in 100 samples of pharyngeal swabs from
de hisopado faringeo de pacientes que acudieron al patients attending at laboratory SELADIS during july to
laboratorio del SELADIS de julio a diciembre del 2008. december 2008. The results revealed that the three
Los resultados revelaron que los tres medios evaluadosevaluated mediums reached 100% of specificity and
alcanzaron 100 % de especificidad y valor predictivo positive predictive value at 24 and 48 hours of
positivo a las 24 y 48 horas de incubacion. En cuanto a incubation. In terms of sensitivity and negative
la sensibilidad y valor predictivo negativo, el ASHGL predictive value, the culture medium ASHGL showed
presentd los valores méas altos, alcanzando 100% dethe highest values with 100% of sensitivity and negative
sensibilidad y valor predictivo negativo a las 48 horas de predictive value at 48 hours of incubation. Therefore, we
incubacion. Por lo tanto, se concluye que la incubacion conclude that the incubation for 48 hours allows a larger
por 48 horas permite un mayor nimero de aislamientos number of isolates and the most effective culture
y que el medio de cultivo méas eficaz es el AGangre medium is Blood Agar with washed human red blood
Humana con glébulos rojos lavados, por sus excelentes cells, for their excellent results, making it as effective as
resultados, que lo hacen tan eficaz como el Agar Sangre sheep blood agar.
de Carnero. Key Words: Pharyngitis, sodium azide, beta hemolytic,
Palabras Clave Faringoamigdalitis, azida sddica, beta positive predictive value, negative predictive value
hemolitico, valor predictivo positivo, valor predictivo
negativo
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INTRODUCCION y de dificil aislamiento, entre las causas de los falsos
negativos se tienen una mala toma de muestra, un mal
La faringoamigdalitis es una de las infecciones del tracto procesamiento de la muestra, una incubaciéon breve
respiratorio mas frecuente, se presenta en poblaciones(menos de 48 horas), presencia de cepas no hemoliticas
pediatricas como también en adolescentes y adultos de Streptococcus pyogenes o el uso de medios de
jévenes, es mas prevalente en climas frios y en los cultivo alternativos, como el uso de sangre humana en
periodos de invierno y primavera por lo que en nuestra vez de sangre de carnero. Este Gltimo es el tema donde
ciudad esta situacion se hace mas preocupante. se centra este estudio!?
Multiples agentes virales y bacterianos son capaces delLa sangre de carnero es recomendada por normas
producir faringoamigdalitis, la infeccidbn se caracteriza nacionales e internacionales en la preparacion del agar
por ser generalmente una enfermedad benigna y desangre, pero por su elevado costo y dificil accesibilidad,
curso autolimitado cuando es de etiologia viral, pero soélo laboratorios de referencia e investigacion la
cuando es de origen bacteriano, éste suele ser masutilizan, ya que cuentan con ambientes Optimos y
complicadd® Streptococcus pyogenes beta hemolitico presupuesto necesafio’'* Ademas, con frecuencia en
del grupo A es el principal agente etiolégico de la los laboratorios de Bacteriologia Clinica, se ha visto el
faringoamigdalitis  bacteriana. En nifios alcanza una uso de sangre humana como alternativa en la

frecuencia de 15 a 30% y en adultos de 5 a 10%. preparacion del agar sangre. Sin embargo el uso de la
estudio realizado en el Hospital del Nifio de La Paz en sangre humana puede afectar el resultado de la prueba
nuestro pais, muestra Sireptococcus pyogenes como en cierta magnitud, ya que la sangre humana tiene en el
causante de faringoamigdalitis en un 56.6%or este plasma elementos que pueden interferir con el normal

motivo, es necesario un diagnéstico preciso en forma crecimiento de Sreptococcus pyogenes, del mismo
correcta y oportuna, para iniciar el tratamiento adecuado modo el anticoagulante con el cual fue obtenida la
que alivien los signos y sintomas del paciente, reducir la sangre humana puede interferir con la prdéba.
transmision a los contactos mas cercanos, minimizar los Por lo tanto, esta investigaciébn con el objetivo de
efectos adversos de los antimicrobianos administrados y estudiar esta alternativa, evalu6 medios de cultivo para
la posible resistencia que ésta puede generar ante unel aislamiento de Streptococcus pyogenes beta
diagndstico erréneo, pero principalmente para prevenir hemolitico en pacientes con diagndstico clinico de
las posteriores complicaciones de la infeccion como lo faringoamigdalitis, utilizando el agar sangre de carnero
son las complicaciones supuradas y no supuradas (fiebrecomo prueba de referencia o patron de oro (gold
reumatica, glomérulonefritis) que presentan elevadas standard), en muestras de hisopado faringeo de pacientes
tasas de mortalidad y se presentan por resfrios mal que acudieron al laboratorio del Servicio de Laboratorio
curados de origen estreptococitt® y Diagndstico en Salud (SELADIS) los meses de julio a
La mejor herramienta diagnéstica de la diciembre del 2008.

faringoamigdalitis estreptocécica aun permanece en Los medios de cultivo evaluados utilizan sangre
debate, con diferentes opciones, debido a la magnitud dehumana, pero con algunas modificaciones, con el fin de
este problema y a las implicaciones de eficacia y costo. establecer las mejores condiciones para el aislamiento de
El cultivo de hisopado faringeo en agar sangre con 5 % Streptococcus pyogenes, éstas son, eAgar Sangre
sangre de carnero es el método de referencia o patrén deHumana con glébulos rojos lavados, Agar Sangre
oro (gold standard) para el aislamientoStteptococcus Humana con gldbulos rojos lavados méas azida sodica y
pyogenes por su elevada sensibilidad y especificidad, sin  Agar Sangre Humana con globulos rojos sin lavado. La
embargo deben cumplirse las condiciones adecuadas yaevaluacion permitié determinar los alcances de cada uno
que estas son bacterias fastidiosas de dificil aislamiento en cuanto a su sensibilidad, especificidad y valores
y deben tomarse todas las precauciones para evitarpredictivos y de esta manera se dio una alternativa
reportar resultados erréneos, principalmente resultados confiable que permite introducir estos métodos en el
falsos negativos:?’ trabajo de rutina del laboratorio de Bacteriologia
Del mismo modo, la presencia de resultados falsos Clinica, cuando no se tiene sangre de carnero.

positivos pueden deberse al aislamiento de

Estreptococos beta hemoliticos de otros grupos, también MATERIAL Y METODOS

al aislamiento deArcanobacterium haemollyticum o

Haemophylus haemolyticus que presentan colonias El presente trabajo de investigacién evalué medios de
parecidas &reptococcus pyogenes beta hemolitico en cultivo para el aislamiento des. pyogenes beta

el cultivo, sin embargo, éstas se evitan aplicando hemolitico en pacientes con diagndstico clinico de
pruebas complementarias que confirmen una acertadafaringoamigdalitis, donde se procesaron 100 muestras
identificacion'® También se presentan resultados falsos de hisopado faringeo de pacientes que acudieron al
negativos por las caracteristicas @reptococcus laboratorio del SELADIS los meses de julio a diciembre
pyogenes, que es una bacteria nutricionalmente exigente del 2008. Se excluyeron del estudio las muestras de
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pacientes que recibieron tratamiento antimicrobianos en Técnicas y procedimientosLas muestras de hisopados
los Ultimos 2 dias y pacientes que no se encontraban enfaringeos

ayunas o se realizaron limpieza de la boca y dientes.
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Flujograma 1. Procedimiento para la evaluacion de medios de cultivo para el aislamiento Steeptococcus pyogenes.

siguientes

Los medios de cultivo evaluados contenian 5 % de EI Agar Sangre Humana con glébulos rojos lavados se

sangre humana, con glébulos rojos que fueron lavados prepar6 utilizando 5 % de sangre humana con glébulos

afiadiendo un volumen igual de solucion fisiolégica y rojos lavados y medio de cultivo solid6 Agar Soya

posteriormente centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos, Tripticasa (BD Difco™ & BBL™), el Agar Sangre

Humana con globulos rojos lavados més azida sddica se
preparé con 5 % de sangre humana con glébulos rojos

se realizaron 5 lavados.
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lavados y medio de cultivo solidé Agar Azida Sédica < Positivo a la Prueba PYR (Pirrolidonil
(BIOBRAS S.A., Brasil), el Agar Sangre Humana Arilamidasa)

(glébulos rojos sin lavado) se prepar6 con 5 % de sangre <+  Ante casos dudosos se completé con la prueba
humana con glébulos rojos sin lavado y medio de Vogues-Proskauer, donde se muestra negativo a la
cultivo solidé Agar Soya Tripticasa (BD Difco™ &  prueba.

BBL™) y finalmente el Agar Sangre de Carnese

prepar6 con 5 % de Sangre de carnero desfibrinada Analisis estadistico.Con los datos obtenidos realizando
(Androgen Bolivia) y medio de cultivo solidé Agar Soya las pruebas mencionadas, se cred una base de datos con
Tripticasa (BD Difco™ & BBL™). el programa estadistico EPIDAT 3.0 y se determinaron
En la toma de muestra se pidié al paciente que respirelas tasas de sensibilidad, especificidad y valores
profundamente y con un hisopo estéril se frotdé con predictivos positivos y negativos a partir de tablas de
firmeza ambas amigdalas y la faringe posterior, también contingencia 2X2.

se tomd una muestra de todo el exudado purulento

cuando hubo, se realizé esta operacién 2 veces. LuegoRESULTADOS

los hisopos se introdujeron en un tubo estéril con medio

de transporte liquido. Luego de alcanzar el tamafio muestral deseado de 100
Una vez tomada la muestra se sembrdé en 1/3 de unamuestras de hisopados faringeos procesados, se
placa de agar sangre con el hisopo, se utilizé la técnica obtuvieron 14 cultivos positivos y 86 cultivos negativos
de agotamiento en pentdgono, haciendo cortes enpara el aislamiento dé&reptococcus pyogenes beta
profundidad con el asa para que se expresen lashemolitico.

hemolisinas deS pyogenes. Los medios utilizados El estudio de la evaluaciéon del medio de cultivo Agar

fueron: Sangre Humana con glébulos rojos lavados (ASHGL) a
las 24 horas de incubacién, presentd una sensibilidad del
Agar sangre humana con glébulos rojos lavados. 86 % y una especificidad del 100 %, con un valor
Agar sangre humana con gloébulos rojos lavados mas predictivo positivo del 100 % vy valor predictivo
azida sddica. negativo del 98 % (Tabla 1) A las 48 horas de
Agar sangre humana (glébulos rojos sin lavado). incubacion, presentdé una sensibilidad del 86 % y una

especificidad del 100 %, con un valor predictivo
Finalmente se sembré en agar sangre de carnero, que fugositivo del 100 % y valor predictivo negativo del 98 %
utilizado como prueba de referencia o gold standard. (Tabla 2).
Los medios de cultivos se incubaron a una temperatura El estudio de la evaluaciéon del medio de cultivo Agar
de 35 a 37 °C en atmésfera aerobia por 24 a 48 horas, laSangre Humana con glébulos rojos lavados mas azida
primera lectura se realizé a las 24 horas buscando sédica (ASH-GLA) a las 24 horas de incubacion,
colonias beta hemoliticas. Si no hubo desarrollo de estas presentd una sensibilidad del 43 % y una especificidad
colonias, se volvid a incubar hasta las 48 horas. del 100 %, con un valor predictivo positivo del 100 %
Identificacion de los estreptococos aislados: y valor predictivo negativo del 91 % (Tabla 1). A las 48
S. pyogenes en agar sangre presenta colonias beta horas de incubacion, presentd una sensibilidad del 71 %
hemoliticas circulares, translicidas o transparentes y dey una especificidad del 100 %, con un valor
superficie lisa o mate, con borde entero y un diametro predictivo positivo del 100 % vy valor predictivo
variable de 0.3 a 0.5 mm. El tamafio de la zona de negativo del 96 % (Tabla 2).
hemdlisis es de dos a tres veces el didmetro de la El estudio de la evaluacién del medio de cultivo Agar
colonia, en alguna cepas fue de menor tamafo. EstasSangre Humana (glébulos rojos sin lavado) (ASH) a las
colonias fueron identificadas segun métodos estdndares24 horas de incubacion, present6é una sensibilidad del 57
del laboratorio, dond&. pyogenes mostrd las siguientes % y una especificidad del 100 % con un valor
caracteristicas: predictivo positivo del 100 % vy valor predictivo

negativo del 93 % (Tabla 1). A las 48 horas de
+  Cocos gram positivos en cadena a la tincion Gram. incubacion, presentd una sensibilidad del 86 % y una
« Catalasa positiva especificidad del 100 % con un valor predictivo
% Sensible a Bacitracina 0.04 U y resistente a positivo del 100 % y valor predictivo negativo del 98 %
Trimetoprim/sulfametoxazol 1.28§/23.751g, donde (Tabla 2).
cualquier tamafio de halo de inhibicion indica
sensibilidad.
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Tabla 1. Tasas de evaluacion del ASHGL, ASHGLA y ASH a las 24 horas de incubacion para el aislamientdStteptococcus
pyogenes, SELADIS julio a diciembre del 2008.

TASAS ASHGL ‘éf:" ASH
SENSIBILIDAD 86 % 43 % 57 %
ESPECIFICIDAD 100 % 100 % 100 %
VPP 100 % 100 % 100 %
VPN 98 % 91 % 93 %

ASHGL: Agar Sangre Humana con glébulos rojos lavados

ASH-GLA: Agar Sangre Humana con glébulos rojos lavados mas azida sddica
ASH: Agar Sangre Humana (glébulos rojos sin lavado)

VPP: Valor predictivo positivo

VPN: Valor predictivo negativo

Tabla 2. Tasas de evaluacion del ASHGL, ASHGLA y ASH a las 48 horas de incubacion para el aislamientdtteptococcus
pyogenes, SELADIS julio a diciembre del 2008.

TASAS ASHGL ‘éf:' - ASH
SENSIBILIDAD 100% 71 % 86 %
ESPECIFICIDAD 100 % 100 % 100 %
VPP 100 % 100 % 100 %
VPN 100% 96 % 98 %

ASHGL: Agar Sangre Humana con glébulos rojos lavados

ASH-GLA: Agar Sangre Humana con gldbulos rojos lavados mas azida sédica
ASH: Agar Sangre Humana (glébulos rojos sin lavado)

VPP: Valor predictivo positivo

VPN: Valor predictivo negativo

En la poblacién estudiada, la identificacion mediante el Streptococcus pyogenes beta hemolitico (14%).
cultivo de hisopado faringeo revel6 14 aislamientos de (Gréfico 1)
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Gréfico 1: Distribucion bacteriana en el cultivo de hisopado faringeo, obtenido en el
SELADIS durante los meses de julio a diciembre del 2008
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DISCUSION el resultado de una de las pruebas es positivo, salvo el
caso de paciente portador asintomatic&.dgsogenes.
La evaluacién de los medios de cultivo Agar Sangre El medio de cultivo Agar Sangre Humana con glébulos
Humana con glébulos rojos lavados, Agar Sangre rojos lavados presentd los mas altos valores de
Humana con glébulos rojos lavados mas azida sodica y sensibilidad y valor predictivo negativo de 86% y 98% a
Agar Sangre Humana con glébulos rojos sin lavado, las 24 horas respectivamente, pero a las 48 horas estos
utilizando el agar sangre de carnero como patron de valores aumentaron a su valor maximo del 100 %, lo que
oro, mostraron una mejor eficacia a las 48 horas de nos indica que este medio de cultivo no reportd
incubacion, ya que se observd un mayor nimero de resultados falsos negativos y ais® pyogenes beta
aislamientos deS. pyogenes beta hemolitico, lo que hemolitico en todas las muestras donde el medio de
coincide con estudios de Chavez y colaboraddres referencia también lo aislé. Esto es muy importante para
ademds la incubacién hasta las 48 horas revel6 un el paciente, ya que un tratamiento oportuno resuelve la
aumento de la sensibilidad y valor predictivo negativo faringoamigdalitis y evita las complicaciones post
de los medios evaluados, que se debe a que existenestreptocdcicas.
cepas que a las 24 horas de incubacion no muestran unéPor los resultados obtenidos de sensibilidad,
beta hemdlisis perceptible, pero a las 48 horas la especificidad y valores predictivos del 100% a las 48
hemdlisis ya es evidente y permite una correcta horas de incubacion, el presente estudio revelé que el
identificacion, por lo que no se recomienda emitir medio de cultivo Agar Sangre Humana con glébulos
resultados a las 24 horas de incubacion. rojos lavados es el medio mas eficaz de los evaluados,
Los tres medios evaluados mostraron una excelente tan eficaz como el agar sangre de carnero para el
especificidad y valor predictivo positivo a las 24 y 48 aislamiento deS. pyogenes beta hemolitico (Tablas 1 y
horas de incubacién. El 100 % de especificidad 2). Estudios anteriores apoyan estos resultados, con la
alcanzado, nos indica que no se encontraron resultadosdiferencia que los cultivos fueron incubados en presencia
falsos positivos, que los medios no detecta®n de 5 % de CQ@y la sangre humana no utilizé glébulos
pyogenes beta hemolitico donde el medio de referencia rojos lavado4:® En el presente estudio se utilizd sangre
tampoco lo detectd, gracias a que se utilizaron pruebas humana con glébulos rojos lavados, y de esta manera se
complementarias que apoyaron al cultivo (tincién gram, evité la interferencia de elementos del plasma humano y
catalasa, bacitracina, TMS, PYR y VP) que son se incub6 en condiciones aerobias, que también permitié
fundamentales para la identificacion Seeptococcus aislar otros patégenos aerobios estrictos, ademéas de
pyogenes. Los medios también presentaron un valor Streptococcus pyogenes. Todo esto demostré que el
predictivo positivo del 100% que significa que la Agar Sangre Humana con glébulos rojos lavados puede
probabilidad de los pacientes de tener una ser usado como una alternativa confiable.
faringoamigdalitis estreptocécica es del 100% cuando



I. Koskyet al. /BIOFARBO, 18(1), Junio 2010 62 - 68

El Agar Sangre Humana con glébulos rojos sin lavado,
es el segundo en eficacia, ya que mostr6 una
sensibilidad a las 24 y 48 horas de 57% y 86% o
respectivamente y un valor predictivo negativo a las 24

y 48 horas de 93% y 98% respectivamente (Tablas 1y
2). De esta manera se demostré que los elementos del™
plasma (anticuerpos, complemento, anticoagulante)
interfieren con el desarrollo de algunas cepasSde
pyogenes, ya que este medio reporté resultados falsos 4
negativos:

El medio de cultivo Agar Sangre Humana con glébulos
rojos lavados mas azida sédica, es el medio menos
eficaz de los tres evaluados, ya que alcanzé una
sensibilidad a las 24 y 48 horas de 43% y 71% 5.
respectivamente y un valor predictivo negativo a las 24

y 48 horas de 91% y 96% respectivamente (Tablas 1y
2). Aungque el medio contiene azida sédica el cual 6.
inhibe el crecimiento de bacterias gram negativas,
favorece el desarrollo de estreptococos y contiene
glébulos rojos lavados, no fue un medio eficaz como se .
esperaba. Esto se podria deber a que a las 24 horas de
incubacion en la mayoria de los cultivos se presentaban
demasiados resultados falsos negativos y a las 48 horas
en algunos casos la hemdlisis se extendia por todo eI8
medio de cultivo haciendo mas dificii y moroso
identificar correctament&. pyogenes, ya que algunos
estreptococos alfa hemoliticos se mostraban como beta
hemoliticos. También se pudo observar que en este
medio de cultivo, los glébulos rojos envejecian mas
rdpidamente que en los otros medios evaluados, al

tercer dia de preparado el medio de cultivo ya 10.

presentaba un color marrén, probablemente debido a
que los glébulos rojos sufren algun dafo por el azida
sédica.

De los 100 cultivos de hisopado faringeo procesados en 11.

la poblacién estudiad&, pyogenes beta hemolitico fue
aislado en un 14 % (Grafico 1), lo que coincide con

otras investigaciones.”® 12.

En conclusién, el medio de cultivo de mayor eficacia
para el aislamiento d&reptococcus pyogenes beta
hemolitico del grupo A en pacientes con diagndstico de
faringoamigdalitis, fue elAgar Sangre Humana con

glébulos rojos lavados, por sus excelentes valores de 14.

sensibilidad, especificidad y valores predictivos.
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