ESTUDIOS DE 1.OS ESTREPTOCOCOS INSTESTINALES
EN LAS INFECCIONES URINARIAS

Primer informe de un trabajo en desarrollio *

Hector CouricudN A; Sonia BurnsTEIN DE HERRERA; JOSE M.
Guevara Y ALejanpro CoLIcHON Y. **

Un intento pard estudiar los estreptococos u otras bacterias en de-
terrinadas  infecciones urinarias o urogenitales por aplicacién de la
técnica de la gelificacion del plasma (1) es el objetivo principal del
presente trabajo.” Esta nueva iécnica proporciona prematuramente al-
gunos datos de inierés, como la movilidad, la tendencia microaerdfila,
aerobia, o anaerobia de la cepa al ser aislada. Descartando las bac-
terias que fermentan lactosa con gases y empleando el método de ias
diluciones seriadas, el Gel puede servir como una simple y {acil técnica
de contgje de bacterias para las orinas de los pacientes que conducen
determinados procesos cronicos, particularmente: Pielonefritis.

Sembrando por puncién profunda, en el plasma gelificado se porre
en evidencia la accidn fibrinolitica (1, 2) de muchas cepas de Entero-
coco, la que puede ser de diversos agrados y modalidades.

En un primer grupo de enfermos urinarios estudiados, en los que
se aisléd Enterococo de la orinq, y un pequefio grupo de cepas aisladas
de las heces de pacientes de afecciones intesiinales crénicas, a la vez
que se comprobd la accién fibrinoitica ya referida, se demostrd la fre-
cuencia con que en osios casos se aislan cepas de Enterococos coagu-
lasa positivo.

* Con la asistencia técnica de las Sefioritas Corsina Velazco y Gladys
Pachas.

Con ocasién del Tercer Congreso Latino-Americano de Microbislogia
Bogota-Colombia.
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MATERIAL Y METODOS

Muestras de Pacientes.

Se procurd seleccionar casos que teniendo el sindrome de pielone-
fritis, prostatitis v afecciones intestinales de evolucidén crénica, el diag-
néstico bacterioldégico de rutina no habia proporcionado resultados sa-
tisfactorios para la clinica.

Los 17 casos en este primer informe del tabajo que presentamos
fueron seleccionados entre 60 cascs del trabajo de ruting, por no haber
tenido por las técnicas usuales resultados estimables clinicamente, v,
ademds, porque no teniendo gérmenes como el B. coli o Klebsiella no ofre-
cian facilidades para cultivar v hacer un contaje de colonias en el gel.

El medio de Gelificacién ""ML".
Fue preparado segun el método descrito en otro irabajo (4).

El plasma.

Fue obtenido de sangre citratada al 0.6 p. 100, empledndose para
la preparacion del gel la proporcién de 10 ml. oara 390 ml. de calde

NML'I‘
Contaje y Aislamiento de Colonigs.

Ton pronto se obtuvo la oring, liquido o heces del paciente, inme-
diciamente se procedié a realizar las observaciones microscéplcas con-
cernientes a determinar el nimero aproximado de bacterias presentes
en la muestra que a continuacién ha de sembrarse:

Orina: 1 ml. de orina recién emitida es sembrada en 9 ml. de cal-
do "ML". Con una pipeta graduada de 5 o 10 ml. se practica esteril-
mente su adecuada mezcla sin producir burbujas o espuma. La orina
queda diluida a 1:10. De esta primera dilucidn se toma 1 ml. que se
pasa a un nuevo tubo para tener una dilucién a 1: 100. Procediendo
en forma similar se llega a un tercer tubo con la dilucién a 1: 1000, a
un cuarto de 1: 10,000 eic.

Al final tenemos 3 o 4 tubos conteniendo 9 ml. de orina diluida en
medio “ML", Se agrega enionces con una nueva pipeta estéril 1 ml de
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plasma de conejo a cada tubo. Después de afiadir el plasma, la mez-
cla se pasa asepticamente a un tubo estéril de doble o triple capacidad.
Para mezclar sin hacer burbujas el plasma con la dilucién de la orina
en Medio "ML"” pasando de nuevo a su propio iubo pasa entonces a
incubarse a 37°C. para producir su gelificacién.

Cuando el mimero de bacterias es grande segun el examen mi-
croscépico se hacen diluciones previas en suero tisioldgico, seqin con-
venga, antes de comenzar con las del ML-Plasma.

Heces: Para su siembra en placas se usé placas de agar Mc. Con-
key, SS, Desoxycholate citrate v agar verde brillante, y como medios
de concentracidn selectiva el selenito y Tetrathionate, todos Difco. Apar-
te de estos fue el caldo de leche peptonizada, Dlico, al que se atade
I al.5g.p. 100 glucosa. A los 3 o 4 dias, de este Gltimo medio se tras-
planta a la placa combinada agar sangre azida y Mannitol Salt de don-
de se aislan las colonias sospechosas de enterococo. Los otros medios
son para investigar patdgenes de la Familia Enterobacteriaceae.

Medios Usuales para el Aislamiento.

Para el aislamienio del Enterococo de los productos patolégicos co-
mo orina, heces, esputos, etc. empleamos las placas de agar azida,
Difco (5) agregdndosele 5 p. 100 de sangre de conejo; para el estafi-
lococo hemos usado el agar Mannito! Salt, Difco (6) combinando los
dos medios en una misma placa, (7) la selectividad de ambos medios
se modifica en una estrecha banda de interfase, pero la siembra por
dispersiéon en esta clase de placa permite obftener datos comparativoes
adicionales que son de suma imporiancia en la diferenciacién presun-
fiva.

Como placa para el desarrollo general de bacterias del grupo
Streptococcus vy Micrococcus se empled el agar Brain Heart Infution
Difco (8).

En estos medios se siembra el sedimento urinario obtenido por pro-
cedimiento de centrifugacién y asepsia.

Medio Selectivo.

Al igual que los lactobacilos los esireptococos pueden resistir & con-
siderables grados de acidez y esta resistencia a la acidez llega a ser de
tal magnitud que todos los miembros de la Familia Enterobacteriaceae;
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Acromobacteriaceae o Pseudomonaceae que pueden enconirarse presen-
tes en los productos donde se encuentra el Enterococo, descparacen, me-
nos los miembros de este grupo de Estreptococos y los lactobacilos que
pueden quedar hasta en cultivo puro.

El medio que para este fin hemos empleado es el de Leche pepto-
nizada Difco al que se agrega | a 2 p 100 de glucosa Q. P., se le siem-
bra con 1 a 2 gramos de heces o el sedimento de 100 ml. de orina pa-
ra 10-12 ml. de medio. Después de incubar 3 a 4 dias en estufa a 37°C.
se siembra por dispersién las placas ya referidas para aislar Enterococo.

Caldo plasma para la Coagulasa.

A 80 o 75 ml. de caldo nutritivo o Brain Heart Infution broth: Difco, se
agrega 20 o 25 ml. de plasme de conejo obtenido de sangre citratada
al 0.6 p. 100.

El caldo plasma se reparte asepticamente en pequeiios tubos can-
tidodes de 1.5 ml. Después de controlar algunos de ellos se les guar-
da en nevera. Para realizar la prueba se trasplanta el Enterococo a
un tubo de este medio y después de incubar a 37°C. por 24, 48 hrs, a
veces es necesario 3 o 4 dias, para que el caido plasma se coagule
cuando el Enterococo es coagulasa positivo.

Métodos de diferenciacién.

Para diferenciar el Enterococo, fue necesario cultivar el cultivo en
caldo con 6.5 p. 100 de NaCl; leche con 0.1 p. 100 de azul de Metileno;
calde con pH. 9.6, cultivar a 45°C. y 10°C., ademds, de las pruebas se-
roldgicas pertinentes.

[. LA COAGULASA EN EL ENTEROCOCO

Con suma frecuencia aisiomess Enterococo de las placas sembra-
das con el sedimento urinario o del Gel empleado para el contaje de
colonias en las infecciones urinarias croénicas, especialments, los pielo-
nefritis. Cinco de esias cepas fueron empleadas para realizar los ex-
perimentos presentados en el Cuadro N° 10.
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Cuadro N¢ 11. Coagulacion del plasma producidoe por cince cepas

de estafilococos aislados de igual numero de casos de Mastitis

(18 Hrs. a 37°C.)

Cepa Porcentaje de COAGULACION DEL CALDO
PLASMA
Nimero Plasma
Humano Conejo
(30 ds.) (17 ds.)
5 Total Total
10 ” ”»
61 M. 15 »” »
20 » »”
5 Total Total
10 IY) ”
62 M. 15 N "
20 " i1
5 Total Total
63 M. 10
15 id. id.
20
5
> Total . Total
64 M. 15 id. .
20 id.
5 Total Total
10
15 .
59 M. 20 id. id.
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Cada cepa fue probada en 5, 10, 15 y 20 p. 100 de plasma en cal-
do nutritivo o caldo infusidon cerebro corazén, Difco, empledndose cua-
tro tubos por mezcla.

A los tres dias de incubacién a 37°C. la coagulacién se produjo
en las cinco cepas de Enterococo, en las mezclas que contenian 20 p.
100 de plasma, salvo las SyF/Sph v 41 a que coagularon en caldo plas-
ma al 15 p. 100 en las mezclas Cl4 y Cll respectivamente, no produ-
ciéndose la coagulaciéon en ninguna mezcla con plasma humano. En
ofros experimenios se pudo comprobar que hay cepas que coagulan
también el plasma humano al 25 p. 100, pero es el plasma de conejo
en el que la prueba es consiante.

Para comparar estos resultados con los que se obtienen en el esta-
tilococo dorado aisiado del pus en cinco casos de mastitis operadas
y oue las cepas estuvieron en cultivo practicamente puro, se llevaron
a cabo los experimentos que presentamos en el Cuadro N¢ 11. En es-
te caso solo empleamos un plasma humano de 30 dias de obtenido y
otro de conejo de 17 dias.

Las mezclas de caldo v plasma fueron exactamer:te las mismas que
las del Cuadro N® 10. Los resultados no se hicieron esperar tanto em-
po como en el Enterococo; pues, traténdose del Estafilococo la coaqula-
cién fue rdpida, produciéndose, desde antes de 18 heras a 379C., no so-
lamente en plasma de conejo sino en igual forma en plasma humano;
tampoco la coagulacion dejé de producirse en las proporciones meno-
res de plasma como 5 vy 10 p. 100 en que las cinco cepas de Enteroco-
co no produjeron coagulacién.

II. LA FIBRINOLOSIS EN EL ENTEROCOCO

En este grupc de Esireptococo como en los del Grupo A. la fbri-
nolisis en el Gel (2) puede presentarse en forma rdpida v total (Fig.
11) o en forma lenta tubular vy gradual (Fig. 12 y 13.). Estas uliimas
formas de {ibrinolisis se encontré con mds frecuencia maomifestdndose
en el Gel por un acentuado enturbiamiento que sigue el trazo de la pun-
cién hecha para sembrar la cepa en el plasma gelificado; si se trata de
extrcer el liquido queda un tubo producido por la digestién de la cepa
en el Gel. En el Cuadro N? 12 se hace un estudio comparativo de las
mismas cepas de Enterococo empleadas en el Cuadro N? 10 tanto en el
Gel de plasma humano como en el de conejo, igualmente se repitieron
paralelamente las pruebas de coagulacién ya estudiadas (Cuadro N@
10).
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Los resultados expuestos en el Cuadro N¢ 12 demuestran que mien-
tras en la cepa 8740 es como en los estreptozocos giupo A, répida vy to-
tal para el Ge! humano, existen cepas como la 4la, 8745 gue liquelac-
tar, en forma completo y répida tanto al Gel de conejo como el Gel
hun:ane, habiends otros como la SYF en que el plosma humano ofre-

ce mayor resistencia o la liquefaccion que el plasma de conejo.

La

cepa 8735 carece de accidén fibrinolitica, es una cepa figrinolisis nega-
tive y coagulasa positiva.
Como va fue referido en el Cuadro N 10 :zdes estas cepas son

Coagulasa Positiva.

Cuadro N° 12.
5 cepas de Enterococo (A los 5 dias de Inoculacion a 37°C.

Fibrinolosis y coagulacion del plasma producido por

: LIQUEFACCION DEL COAGULACION DEL
Enterococo | Porcentaje GEL PLASMA
N¢ de
Plasma Humano Conejo Humano Conejo
5 TOTAL 1/6 * NEGATIVO NEGATIVO
8740 10 " 1 Eb] ”»
15 17 1 kH »
20 ” ” ” POSITIVO
5 TOTAL TOTAL NEGATIVO NEGATIVO
41 A ] 0 ) » R »
15 " " » »
20 »” " ? POSITIVO
5 3/1 TOTAL NEGATIVO NEGATIVO
SYF 10 2/1 ” ” ”
15 2/2 i34 » b3
20 TOTAL ” » POSITIVO
5 TOTAL ** TOTAL NEGATIVO NEGATIVO
8745 10 bRd b3} N 11
15 b2 » ”» i
20 » ” " _ POSITIVO
5 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
8735 10 - 3 i3] » 1"
]5 " }2] » ”
20 ” ” " POSITIVO

La liqucfaccion del Gel de Conejo sigue el trazo de la puntura.

-

Al final }a liquefaccidn mas en el fondo que en la superficie.
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III. CONTAJE Y AISLAMIENTO DE COLONIAS EN EL GEL

El método va descrito anteriormente fue aplicado para hacer una
estimacién del total de bacterias presentes en una muestra de orina
recien emitida por el paciente. Nos basamos en la simpiicidad y eco-

Fig. 14

nomia de trabajo, tiempo v material que ofrece el método del plasma
gelificado que, evitendo el agar y las placas, permite hacer un conta-
je en tubos utilizando las mismas diluciones. efectuadas, que para es-
te caso el diluyente es el medio ML.
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Como, ademds, se trata de una siembra en profundidad, el método
del Gel va a permitir el crecimiento de microaerdiilos v ancerobios que
en la técnica de la placa de agar no van a desarrollar o lo van hacer
en forma tan diminuia que puede muy bien no ser ienida en cuenta pa-

Fig. 15

ra una estimacién cuantitativa, y si, ademas, de plasma de conejo se
emplea paralelamente el plasma del mismo paciente, pueden obtener-
se nuevos datos que en los métodos comunes no se obtienen. En 'la
Fig. 14 se presentan tres tubos en gel de los propios pacientes en. sus
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diluciones itiles para el contaje y la observacion. En el tubo de la iz
quierda se presenton varios tipos de colonias en que el estafilococo y
el enterococo estuvieron presentes, algunas colonias de estos ultimos,

Fig. 16

presentaron una proyecciéon turbia hacia abajo. En el tubo central la
dilucién alcanzd a deiar sélo dos colonias en el fondo del tubo, la mds
grande, Estatilococo Coagulasa Negativa, y la ofra de Enterococo vy, fi-
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nalmente, el tubo de la derecha la Gltima dilucion (10-5) dejd todavia
innumerables colonias. Consideramos que si la técnica es convenien-
temente perfeccionada y estudiada, puede llegar a ser de suma utili-
dad en la Clinica y la investigacién.

En las Figs. 15 y 16 se presenian dos diluciones limites en dos cao-
sos de Pielonefritis, en uno de los cuales se rebasd el limite de Proleus
v E. coli que se aislaron en las siembras en placas en dicho caso, néte-
se que en el Gel de plasma de conejo (c¢) las colonias son de mayores
dimensiones que en el del plasma humano. En ambos casos las colo-
nias pequefias fueron de Enterococo.

IV. AISLAMIENTO DEL ENTEROCOCO DE LOS PRODUCTOS
MUY CONTAMINADOS

El uso de la leche peptonizada glucosada al 1 o 2 p. 100, método
que ya fue expuesto en la seccidén correspondiente, es de suma utilidad
en el aislamiento de esta bacteria.

No hemos probado si todas o solamente algunas cepas de Entero-
coco o lactobacilos son las que resisten a tan intensa acidez, pero su
experimentacion en mds de 120 casos de sedimento urinario y 300 co-
procultivos nos inducen a realizar estudios especiales sobre este méto-
do de seleccidn. La evidencia es que todos los bacilos Gram Negati-
vos que pueden encontrarse presentes sea cual fuere su proporcidn,
desaparecen a los 4 dias de incubacién en este medio; con muchas for-
mas Gram Positivas también ocurre lo mismo. En realidad solo Estrep-
tococos, lactobacilos o ambos son los que quedan después de una fuer-
te inoculacidn e incubacién de cuatro dias en este medio.

El uso de la placa combinada Mannitol Salt Agar y Azida blood
Agar lo venimos usando con excelentes resultados en el aislamiento
del Enterococo y el Estafilococo coagulasa positivos de las heces y el
sedimento urinario. Como placa de subcultivo y dispersién del cultivo
en leche peptonizada, junto con e] Agar Brain Heart Infution, arroja da-
tos diferenciales de suma utilidad en este tipo de aislamientos.

El esquema de la Fig. 17 vy la sumaria descripcién de la prepara-
cidn de esta placa, dan la idea de esta 1util disposicion de dos medios
selectivos (7). En las figuras 18, 19, tenemos e! desarrollo de las
colonias del Enterococo hemolitico y no hemolitico, asi como el Estafi-
lococo patégeno en dos casos de enfermos urinarios estudiados en es-
te trabgajo.
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DISCUSICON

En lo que alarie a la coagulasa en el Enterococe es necesario pun-
tualizar tres aspecios {écnicos de suma importancia.
En primer lugar estd la proporcién de plasma que es necesario a-

ESQUEMA DE UN4 PLACA COMBINADA

N.~ Bl Medi{o igar Mannptol Salt. es repartido en placas; ea la can-
tidad de 30 ml. de wedio por placs., Procediendo asepticanmente,
con un cuchillo, se guita la mitad de la rlaca, y, luego,se re~
llena la”parte vac{a con agar azida sangre a 45°C,

PACLLYAD DR WEDICIMA
UEHROE, LIWa (Copla}

Fig. 17

greqgar al caldo nutritivo para que el fendmeno avarezca. Tal como se
demuestra en los cuadros N° 10 y 12, la coagulacién no se produce en
las concentraciones de 5 y 10 p. 100 de plasma; pueden haber cepas
que lo hagan en caldo plasma al 15%, pero la zoncentracion adecua-
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da segun estos Cuadros y nuestra: propia observacién en maltipies ca-
sos es la proporcién de 20 a 25 p. 100 la més adezucda.

En seqgundo lugar esta el plasma de conejo que debe ser el de elec-
cién y no el humemo; no hemos estudiado el plasma de otros animales
y en el Cuadro N¢ 10 estém los resultados que sustentan esta recomen-
dacién.

Fig. 18

En fercer lugar estd el tiempo en que aparece el fendmeno de la
coagulacién, que sequn parece es variable segun lu cepa u otros fae-
tores, pero siempre mucho mdés tardia que la del Estafilococo.

En cuanto a la Fibrinolisis queda demosirado gue exisien cepas que
liquefactan el Gel en forma répida y total, pero también hay otras que
lo hacen parcial y lentamente; no parece que el Gel humcno sea mds
sensible que el de conejo como ocurre en los Estreotococos del Grupo A.

Como el fendmeno de la Gelificacién del Plasma tarda algunas ho-
ras en producirse, empleando el método de la dilucién en tubos y sin
necesidad de transferir las diluciones a las placas de agar, basta la
simple Gelilicacién para obtener colonias separadas y realizar el Con-
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taje de colonias, contaje que, con la experiencia, mayor conocimiento
y la reactividad del Gel de plasma del propio paciente puede arrojar
datos discriminativos entre las colonias bacterianas desarrolladas en
el Gel.

Fig. 19

La resistencia a la acidez del Enterococo o de ciertas cepas de es-
te Grupo, permiien recomendar al medio de leche peptonizada y gluco-
sada para su aislamiento de los productos muy contaminados, asi co-
mo también la placa combinada agar azida sangre con el agar Manni-
tol Salt. como dtil en la diferenciacidén de las Colonias del Enterococo.

Finalmente, la coagulasa y la fibrinolisis en el Grupo Enterococo
no soélo incrementan las pruebas diferenciales de tipos o especies en es-
te u otro grupo de Estreptococos, sino que uno de los principales obje-
tivos del desarrolo ulterior del presente trabajo estd en determinar sus
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relociones con la patogenicidad y la virulencia. Por ahora séle pre-
sentamos los procedimientos y los primeros resullados en un reducido
grepo de pacientes, Cuadro N? 13, afectados unos de dolencias intes-
tinales y otros de afecciones urinarias; en todos ellos, que son casos
crénicos, no habia delerminacidn etioldgica definida, cunque segin
el diagnostico chinico se indicaba la posible intervencion de agznies mi-
crobianos.

Cuadro N¢ 13. Casos de afecciones intestinales y urinarias cronicas
en los que se aislo Enterococo coagulasa y fibrinolisis pesitiva

AFECCIONES INTESTINALES

AFECCIONES URINARIAS

Ne Coagulasa Fibrinolisis Ne Coagulasa Fibrinolisis
8745 POSITIVA POSITIVA 50 NEGATIVA NEGATIVA
8743 NEGATIVA POSITIVA 51 B.| POSITIVA NEGATIVA
8742 POSITIVA NEGATIVA 8733 POSITIVA NEGATIVA
8730 POSITIVA NEGATIVA 8735 POSITIVA NEGATIVA
52 POSITIVA NEGATIVA 41 POSITIVA POSITIVA
44 NEGATIVA POSITIVA 37 POSITIVA NEGATIVA
34 POSITIVA NEGATIVA 36 NEGATIVA | NEGATIVA
63 POSITIVA NEGATIVA 28 NEGATIVA | NEGATIVA
62 POSITIVA NEGATIVA
POSITIVA POSITIVA POSITIVA POSITIVA

6 3 8 1
NEGATIVA | NEGATIVA NEGATIVA | NEGATIVA

2 5 3 8

CONCLUSIONES

1. Que existen cepas coagulasa positiva en el Grupo Enterococo
(Grupo D, Lancentield).

2. Que lo técnica para determinar la coagulasa en el Enterococo
requiere de caldo con 20 a 25 p. 100 de plasma, incubando hasta 3 a 4
dias a 37°C.

3. Que el método del Gel hace posible de'erminar lu fibrinolisis
y sus grados en los integrantes del Grupo Enteroceco.
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4, Que el método del Gel puede ser también un método de conta-
je de bacterias, particularmente Gram Positivos.

5. Que el caldo leche peptonizada y glucosada es un método adi-
cional para el aislamiento del Enterococo vy lactobacilos ds los productos
contaminados.
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