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INTRODUCCTION

. N

Las razones que me‘motinron a realizar este tra-
beajo fueron cue generalmente en los laboratorios en -
Iéxico se lleva a cabo la identifizcidn de la familia
Neisseriaceae, y solo reportan cocos gram-negetivos -
con caracteristicas moffolégicas de N. catarrhalis, si
se aislé la neiseria de garganta y N. gonorrhoeae si -
se 2islé de vegina, uretra o cervix, bzséndose en la -
prueba de oxidzsa positiva y frotis de la colonia o -
bien por el examen microscépico directo -del frotis de

exudado; este reporte no ofrece suficiente exactitud y

mite reconocer los portadores de N. menin

H

ademés no pe
gitidis de los que solo tienen N. catarrhalis u otres
nei-crias que generalmente son inofensivas.

¢ Quién puede decir gue de las neiserias que se -
han reportado como inocuas, fueron patégenas y oue si
se identifican se puede evitar brotes en el futuro, -
reconociendo a portadores ? O bien gue la persona sa-
na en una determinada época debido a "stress" o bajas

defensas de su organismo desarrolle una patologisz por

N. meningitidis,
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. Mi inclirnacién por identificar las neiserias por -
medio de fermentacidn de carbohidratos se debibé a que
no se requeriz un reactivo en especial y que fuese acce
sible a los laboratorios clinicos.

Las muestras que se toman normalmente para estudio
bacterioldégico no se siembran direciamente y deberfa -
hecerse ya que las neiserias son susceptibles a la de-
secacién, bajas o altas temperaturas y generalmente no
sobreviven mucho tiempo fuera del cuerpo humano; lo gue
se hace normazlmente es utilizar un medio para transpor-
tar la muestra.

Siendo esta la realidad en el trabajo diesrio, es -
importante el uso de un medio de transporte adecuado -
para la muestra.

Al hacer un estudio de comparzcidn entre dos me-
dios de transporte para ver cual me resultaba mé&s ade-
cuado para descubrir, aislar e identificar el mayor nG-
mero de neiserias con el fin de descubrir algunas paté-
geneas, utilicé caldo de soya tripticaseina y thiogly-
collete nutrient mediﬁm por ser los més accesibles a
los laborzstorios clinicos, por su facilidad para conse-

guirse en el mercado, y por su costo gque puede conside-
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s
rarse dentro de los lfmites normales de zdquisicidn.
Las muestiras fueron obtenidas del Centro de Salud

No. 1 cuya colzboracidn asradezco.
J o
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T.os mienbros de la familia Neisseriaceae son cocos

gram-negativos que crecen en pares ¢ en masas,

7 &

Desde el punto de vista de la bacteriologia médica
los cocos gram-negativos més importantes son los que -
pertenecen al género Neisseria, (7)

Hay diez especies reconocidas en el género Neisse-
ria, dos de las cuzles son de patogenicidad reconocida
para el hombre: N. gonorrhoeae (gonococo) agente causal
de la blenorragia y N. meningitidis (meningococo) res-
ponsable de la meningitis epidémica. Existen otras -
neiserias que habitan normalmente en la farinse humana
y oue son saprofitas, como N. catarrhalis, N, flava, N.
sicca, ete.. Ta diferenciacién de les neiserias patéd-
genzas es importante. (2) (7)

Gonococo.- Neisser fue el primero que observd en
1879, la presencia constante de un coco particular en -
el pus de lz gonorrea. %ra el Unico microorganismo que
se encontraba, no solo en las secreciones uretrales y -
vaginales de la gonorrea ordinaria, sino también en el
exudado conjuntival de lz infeccién gonorreica. Fn 1885,

mm logré cultivos puros de este microorganismo y pudo

demostrar su relacibdn en voluntarios humanos. Fsta bac-
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teriz, llama@a Zeneralnmente gonococo, se ha denomninado

iiicrococcus gonorrhoeae y Diplococcus gonorrhoeae; pero
el género Neisseria es actualmente aceptado por casi -
todos, y el nombre correcto del germeﬁ es N. gonorrho-

eae. (4)

Fn les preparaciones de pus gonorreico, el gono-
coco se presenta en pares y los cocos estén en contacto
por sus caras planas; en las preparaciones tefiidas la -
imagen recuerda la de un grano de café. ¥n cultivos -
puros, los cocos son ovales o esféricos, y a menudo se
agregan en masas irregulares, faltando la disposicidén -
tipice en diplococos. Fn frotis de pus el gonococc es
casi exclusivamente intracelular; con frecuencia pueden
encontrarse muchisimos gérmenes dentro de un solo leuco
cito. En las primeras fases de la infeccidén hay gono-
cocos fuera de las células, igual que en las gonorreas
de larga duracién. Fl gonococo no es mévil ni forma -
escoras. (4)

El gonococo es gram-negativo, caracteristica de -
tihcién de gran valor diagnéstico, pues permite diferen
ciar el gonococo de otros cocos existentes en uretra, -

vulva y vagina. Algunas veces pueden encontrarse otros
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cocos gram-negativos dentro de los leucocitos, pero es
raro. Algunas cepas sgn més negativas cue otras, y los
gonococos que se encuentran dentro de masas de pus pue-
den conservar la tincidén, por lo tanto es necesario pre
parar frotis delgados y uniformes. Fl gonococo se tifle
con colorantes de anilina, pero son preferibles los po-
licromos, por ejemplo la tincidén de Pappenheim. Fn las
preparaciones tefiidas pueden encontrarse grénulos intra
celulares, pero en general los gonccocos de cultivos -
jévenes se tifien uniformemente, en tanto que los de cul
tivos viejos (24 hrs. mis) contienen grandes formas de
involucién hinchadas cue se tifilen mal. (4)

El gonococo es una bacteria muy exigente en cuanto
& sus necesidades nutritivas; para su aislamiento pri-
mario requiere de medios de cultivo enriquecidos. En un
principio, estos eran enriouecidos adadiéndoles liguido
de e2scitis o hidrocele, aungue algunas cepas pueden de-

gar-glucosa digerido por tripsina, y

sarrollarse sobre a
gue ademés contenga cistina. %l medio més empleado ha

sido ager-chocolate (sangre calentzda). Y el medio fun
damental puede enricguecerse con plasma de caballo y he-
moglobina, aiiadiendo a veces azul A de Nilo. (4)

Hay cepas cue recuieren arginina, higoxantina y -
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uracilo (10),. otras necesitan la adicidén de glutamina y
carboxilasa, pues no pueden fosforilar tiamina, y ademés
ciertaes cenas necesitan glutation. Es probable que las

des de desarrollo queden reflejadas con mayor --

(o7
Y
~a

necesi

(3}

exgctitud por los medios necesarios para el aislamiento
o cultivos iniciales. (4)

Es necesario cierto grado de humedad; debe haber -
agua de condensacién sobre los tubos o las placas, y 1la
atimbésfera de le estufa debe saturarse de zgua., Se desa-
rrolla mejor si se incuba en una atmésfera cue contenga
aproximademente 10% de COp ; esta medida es fundamental
lamiento primario. (4)

el

B
-

18]
N
n

par

{

En casc de cultivo prolongado en medios de labora-
torio el gonococo pierde algunas de sus exigencias, Jy
Tinclmente algunas cepes pueden llegzr 2 desarrollarse -
en nedios ordinarios de c2ldo. 3in embargo, es dificil

conservar 1os cultivos, ya que ¢l gonococo muere €n 2 a

~-e

3 if=s a temperatura ambiente, y en 6 2 8 afas a 37° C
pero viven més tiempo si se conservan en embiente frio.

Aln con resiembras continuas los gonococos mueren y es -

frecuente acue los cultivos se pierdan. Ta temperatura

Svtima parz el desarrollo és de 37° C; no hay cultivo -
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per debajo de 30° C, y las-tempcraturas de 40 a 41° ¢ -
son claramente perjudiciales., ®1 gonococo se desarrolla
en anaerobiosis, gero es fundamentalmente un germen aero
bio. (4)

El gonococo es un germen muy frégil. MNuere también
por efecto de ezntisépticos diluidos; por ejemplo, el fe-
nol al 1% mata el germen en 1 a 3 minutos. ¥l gonococo
es notablemente sensible a algunos colorantes de flavina,
y las seles de plata lo destruyen pronto.. Es sensible a
la desecacibn; en condiciones ordinarias suele resistir
poco tiempo a la exposicién al aire de 1 a 2 hrs., aunque
en masas de pus desecado puede llegar a vivir seis a -
siete semanas. A diferencia de la mayjor parte de las -
bacterias gram-negativas, es sensible tanto a la penici-
lina como a lz estreptomicina y las tetraciclinas. (4)

El gonococo no es muy activo bioquimicamente. PFer-
menta solamente la glucosa, produciendo principalmente -
4dcido léctico; esta caracteristica la hace distinguirse
de otras neiserias no pigmentadas; las reacciones de fer
meﬁtacién son fidedignas y se utilizan pare identifica-
cién, pero el medio basal empleado debe ser tal que ase

gure el crecimiento del microorganismo. No produce in-
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dbl, ni reduce nitratosg, ni altera la leche tornasolada.
Produce catalasa jy Qna carecteristica que se ha empleado
en el diagnbéstico diferencial es la fqrmacién de oxidasa
de indofenol. Ta muestra se cultive sobre agar-chocola-
te en atmésfera que contenga 8% de C0, , se saca y se a-
plica con un nebulizador, una solucidén al 1% de tetra-
metil-p-fenilendiamina., Tas colonias de bacterias que
producen oxidasa de indofenol tomen color purpura bri-
llante. Las bacterias no mueren de inmediato y pueden -
resembrarse zntes de media hora., TWsta reaccidén de la -
oxidasa en unidén con el examen de frotis en busca de di-
plococos gram-negativos intracelulzres, suele permitir -
el diagnbstico de laboratorio de la gonorrea. (4)
Variaciones.- Iiuchos investigadores han encontrado
que las caracteristicas de cultivo del gonococo cambian,
Se ha visto que podian encontrarse dos tipos de colonias,
relacionados con el tipo inmunolégico. Tas unrimeras de-
signadas como T 1, son grandes, irregulares, aplanadas,
translicidas, de color obscuro por luz transmitida obli-
cua, Tas colonizs del otro tipo, T 2, son menores, re-
dendas, elevzdas, con una superficie desigual ligeramen-

te convexz y opacas. Ambos han demostrado ser virulen-
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tds inoculados 2 voluntarios humanos; T 1, tiende a con
vertirse en T 2, "in vivo", y T 2, en T 1., Otros dos -
tipos de colonias denominadas T 3 y T 4, se distinguen

por formar colonias mezyores, més planas y menos colorea

das y son avirulentzs. (4)

—

bil -

-3

oxinms.- Con excepcidén de una hemolisina dé
los gonococos no forman substancias téxicas extracelula
res, pero la substancia misma del germen resulta téxica
para los animzles de experimentacién ogue la reciben por
via pzrenteral; produce supuracién a2l instilarla en la

uretra humena, Fsta toxicidad puede extreerse con élcg
1i diluido como '"nucleoproteina", y de este material o
de la bzcteria completa mediante &cido tricloro-acético
o dietilenglicol, en el Gltimo caso se comporta como -
antigeno de Boivin, o sea la endotoxina de los bacilos

gram-negativos, (lipopolisacérido, polipéptido) ejemplo
la del colibacilo; se ha demostrado cue diferia mucho -
por carecer de &cido diaminopimélico y glicina y tener

menores cantidades de otros compuestos aminados. El1l -
carbohidrato de esta substancia estéd formado por D-glu-
cosamina, glucosa y galactosa, es probable que los ami-

noécidos unan los comoonentes azlcar y 1l{pido en la mo-
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1l%cula completa. La activlid-d farmacoldgica de la endo
toxina del gonococo parece ser inespecifica, al igual -
que p=ra otras endotoxinas. Su papel en la patogenia -
de las infecciones gonococicas se desconoce todavia. (4)
El gonococo es un parésito obligado humano ya cue

no se encuentra en otros animales, transmitido por el

contacto sexual en la mayoria de los casos, y es la cau
sa de un gran ntmero de infecciones en el hombre, inclu
yendo uretritis purulenta aguda en hombre, cervicitis -
(en la mayor{a asintomitica) en mujeres, salpingitis, -
proctitis y otras complicaciones en los adultos, vulvo-
veginitis en nifiasy y oftalmia del recién nacido. ILa -
infeccién puede ocurrir tembién por extensibén a otros -
sitios, incluyendo articulaciones, criptas rectales, -
sangre, etc.. Es menos frecuente la oftalmia gonorrei-
ca del recién nacido, la cual es una consecuencia cono-
cida de infeccién materna durante el parto. Se calcula
cue a2lrededor de 10/ de todos los casos de ceguera se -
deben 2 este pedecimiento, la vulvovaginitis en las mu-
jeres pre-a2dolescentecs es usuzlmente el resultado de un
atague criuinel o por contacto con un fomite infectado.

(2) ¥®1 hombre es el Unico huésped conocido. TLa vulvo-
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Vzginitis gonorreica epidénica en nifias pequefias, es el

caso de infeccidn transmitida pgor ropa de cama, toallas,
bafieras comunes, etc. y e€s gerer=zlmente debida en su to-
talidad a infecciones por N. catarrhalis o N, sicca. (5)

Diagndstico bacteriolégico.- 361lo se esteblece -
el diagnéstico de gonorrea con seguridad aislando e iden
tificando el microorganismo causante. (4)

Aungue algunos investigadores han dicho que la de-
mostracidn de diplococos intracelulezres gram-negativos -
en frotis directo es primitiva, ello permite el diagnés-
tico probcble, pero no seguro, de gomnorreza, Ta validez

unenta con el método de tincidn de -

o

e tal diegnéstico

S

[0}

anticuerpo fluorescente en los frotis. %1 dizgnéstico -

base de frotis tefiidos es menos seguro en la mujer que

hv]

en el vardn; igual ocurre con los cultivos. (4)

Por estudios que se han hecho, los cultivos de go-
nococo dan més resuvltados nositivos cque el frotis direc-
to solamente; ademés, permiten identificar los gonococos
cultivados. Fs muy importante la suvervivencia de estos
microorganismos ya que es una bacteria relativamente fra
g£il durante el transporte de muestras. ILa solucién mas

satisfactoria parece ser el medio de transporte de - -
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Stwart, (9)  Para cultivo el medic de eleccibn es una -
infusién de agzr-chocolate o algunas modificaciones de
la misma, inoculendo directanente con la muestra y sedi
nento si se trabaja con orina o L.C.R. En la préctica,
se eiiaden antibidticos a los cuales el gonococo no es -
sensible, para hacer el medio selectivo; por ejemplo, -
una combinacidn de polimixina B (25. UI/ml.) y ristoce-
tina (10 microgramos/ml.). El cultivo debe incubarse -
con 10% de 002 ; esta atmésfera se logra poniendo las -
placas en un fresco con unz vela encendida, y cerréndo-
lo herméticamente. Ta prueba de la oxidasa sirve para
distinguir las colonias oxidasa positivas y, si se to-
man inmediatamente, pueden prepararse subcultivos. Ta
identificacifén se basa en las fermentaciones de azGca-
res en un suero con caldo o suero y agar que contenga -
un indicador. Ta tincidn de anticuerpo fluorescente -
puede aplicarse a los frotis de cultivos puros asf{ aig-
lados, como 2 frotis directos. (4)

I'eningococo.- TEsta bacteria fue descrita por - -
Narchiefava y Celli en el exudado meningeo, en 1884; -
pero fue Jeichselbaum guien, en 1837 logré el cultivo -

puro del germen y lo describid en detalle, como micro-



= 14 =

coco caracteristico encontrado en seis casos de meningi
tis cerebroespinal ezguda. Wsto fue confirmado con los
trabajos de Jiger. (4)

E1l meningococo ha recibido muchos nombres: liicro-
coccus meningitidis, M. intracellularis meningitidis, -
Neisseria intracellularis y segin Bergey, N. meningiti-
dis. Twste Gltizo es el generalmente aceptado. (4)

llorfologia y tincién.- N. meningitidis es un di-
plococo gram-negativo, con morfologfa parecida a un gra
no de café.

Fr. frotis de L.C.R., el meningococo se parece mu-
cho 2l gonococo: y se presenta en pares o tetradas,
dentro de los leucocitos y fuera de ellos. Tos meningo
cocos estén anlanados en su unibn, igual oue los gono-
cocos, y pueden variar mucho su tamafio en un mismo fro-
fis. Tn los cultivos el meningococo suele medir algo -

menos de una micrz de difémetro y presentarse en pares;

t
J

Mamlas L T e s
1S, Tembién se he observado -

t

a veces hay cadenas cor

P

variacién de tamzio en cultivos, en particular los de -
més de 24 hrs. 3on frecuentes las formas de involucién
y es probable gue las células mayores sean de tipo dege

nerativo.
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Generalmente 10 son iarifiestas les cépsulas (reag
cién de Quellung). (3) (1) %1 meningococo no es mévil
ni forma esporas.

Tias formas de involucidn aque se encuentran en los
cultivos presentan tincidén irregular: célules jévenes -
pueden mostrar grénulos metacrométicos cuasndo se tifien
con azul de metileno alcalino de Loffler y otros colo-
rantes; esta caracteristica es mfs notable en el menin-
gococo cue en el gornococo. No es posible distinguir -
con seguridad el meningococo del gonococo por su morfo-
logia; la identificacidn depende del cultivo y las fer-

mentaciones diferenciales. (4) 3e reguiere mucho més -

cuidado er la decoloracidén gue en el caso de otros orga

|

nismos gram-negativos., Ocasionalmente organismos muy
j6évenes pueden ser gram-positivos y esto puede estar -
asociado con su suceptibilidad a la penicilina. (8)

Las cepes de meningococo varian mucho en cuanto a
posibilidad de cultivo; algunas cepas se desarrollan, -
aungue no muy abundantemente, en medios ricos gue con-
tengan suero o sangre completa. ®lL agar-chocolate y el
agar-sangre son los medios més Gtiles. ILas necesidades

nutritivas de el meningococo, son semejantes a las del
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gonococo, pero algunas cepas al parecer no requieren cis
tina. (4)

Al aislar el meningococd, es necesario que el medio
de cultivo esté a 37° C en el momento de la inoculacién
y se conserve a esta temperatura hasta ponerlo en la es-
tufa. Iz incubzcidn en una atmésfera de 10% de CO, fa-
cilita el desarrollo entre lfmites de 25°C 42°C con -
Sptimo 2 37°C. Aunoue hay escaso desarrollo en anaero-
biosis, el meningococo resulta en la préctica un germen
aerobio. (4)

¥l cultivo continuo en medios de laboratorio produ-
ce un desarrollo més abundante, y la bacteria probable-
mente reduzca sus exigencias nutritives. 3in embargo,
es dificil conservar cultivos de meningococo, pues tien-
den a perecer. Fn casi todos los medios estas bacterias
mueren en pocos dfizs si no se resiembran, pero la vitali
dad puede conservzrse varias semanas en cultivos por ino
culacién profundz en agar-almidén (1% de almiddén de maiz
en agar nutritivo), el cultivo debe conservarse en la es
tufa. (4)

Tz aparicidén relativamente pronta de formas de in-

volucidén en los cultivos de meningococo, asi como la po-



s 17 =

cd viabilided en c2so de no hrcerse resiembras tal vez
pueda 2tribuirse a la formacién de una autolisina acti
va; en suspensidén salina en la estufe, puede haber -
autolisis, en pocas horas, La 2utclisina es termolé-

it , r =0 T
bil, pues se dzstruye & 65 C en 30 minutos, y ésta es

(4]

la forme comc deben inactivarse las suspenciones prepa
radas vara estudios de aglutinacidén. (4)

Al iguel cue el gonococo, el meningococo es un -
microorgenismo frégil cue resiste mal las influencias
noclvas; =2 diferencia de muchas bacterias, muere en -

o]

0" C. (4) (

I\

1;0 CoOE di;?S
El meningococo tiene poca actividad fermentativa.
o 5

4 partir de glucosz y maltosa, formz grandes cantida-
des de é4cido, probzblemente lé&ctico en su mayor parte.
Te fermentacidén de la maltosa permite distinguir el me
ningococo del gonococo. No posee gran actividad pro-
teclftica, pues no lictia el suero coagulado. (4)

3e han descrito colonizs de K. meningitidis de -
tipo liso y rugoso. Las cepas de aislamiento reciente
suelen ser lisas en tanto que los cultivos antiguos -
son rugosos. Se observan colonias mucoides. El cam-
bio de liso a rugoso se acompaha de pérdida parcial de

lz especificidad inmunolégica.

BIBLIOTECA |
WNIVERSIBAD BE MONTERREY
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. N. meningitidis puede ser clasificada antigénica-
mente dentro.de los grupos A, B, C y D. Tos grupos A
y B son encapsulados, mientras que las clases del gru-
po B son generalmente no encapsulados. ILos primeros -
producen colonias elevadas y mé&s mucosas gue las obser
vadas con las clases del grupo B, las cuales son peque
fias, &speras y emarillentas. ILas ceras del grupo A -
estén generalmente involucradzs en las epidemias de -
meningitis mientres que las cepas del grupo B son ais-
ladzs en la mayoria de los casos esporédicos entre los
brotes. (2)

Lz mayorfis de las cepas de N. meningitidis aisla-
das de pacientes con }nfeccién meningocbcica o de por-
tadores sanos cayé dentro de los grupos seroldégicos B
y C; las cepas del grupo A y D son raramente aisladas
en los B.E.U.U.. ®n 1961 Slaterus en Holanda reporté
el aislamiento meningococo cue no reacciondé con anti-
suero preparado contra grupos A, B, C y D (cepas), pro
visionalmente clasificé estos nuevos tipos como X, Y y
Z;. Vedros y sus colaboradores también describieron -
una nueva cepa, Grupo E; actualmente Grupo Z (CDC Gru-

po 29 R), Boshard (Slaterus Y), y 135 son reconocidos.

(2)
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Lz meningitis por men%ngococos en el hombre, y la
producida en animeles de experimentzcidn, suelen acompa
fiarse de profunda toxemnia, sin embargo, el meningococo
no forma toxina soluble, aunoue la substanciz celular
se ha comprobado gue es de tipo lipopolisacérido. FEste
poder téxico no es afectado sor el czlor (100° C duran-
te 30 minutos) y la velocidad coﬁ oue desaparece sugie-
re gue la endotoxina esté formesda por dos substancias,

,
ok

a una mé&s termostable que la otra. (4)

O

Fpidemiologfa.- Como todas las infecciones respi-

la menirgitis por meningococo se disemine por
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de boca, nariz y garganta. La infeccidn es transmitida
nzste cierto punto Lor pacientes y convalecientes pero
son de importancia fundamental en el proceso portadores
sanos. Algunas “ersonas son portadores transitorios -~
mientras ~ue, los crénicos, eliminan meningococos més o
menos continueamente o en forma esporédica. Tos exlmes
nes semanzles pueden ser negativos durante un periodo,
que en un caso 1llegé a 4 meses y medio, volviendo a apa
recer el mismo tizo de meningococo. (4)

®l estado de portador es mucho més frecuente que

los casos de enfermedad. Ocurre con facilidad epide-
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mizs de meningitis por meninzococo en los ejércitos; 1la
fiebre cerebroespinzl epidémica fue, con la influenza -
una de las enfermedzdes mas importantes en los ejérecitos
de la primera guerra nundial., Ta influencia de factores
predisponentes que causan mayor sensibilidad es muy im-
Jortante en la vida militar; es probable que la fatiga,
exposicibén 2l mal tiempo y factores semejantes reduzcan
la resistencia normal de los nuevos reclutas. Ta 5aja -
resistencia, en general unida a las posibilidades de di-
seminacién por la vida en comin de los cuarteles, es sin
lugar a duda factor importante en la produccidén de estas
epidemizs. Tas epidemias en la poblacidén civil difieren
de las anteriores en el sentido de que suelen afectar ni
idos (mayores de 3 meses) y adolescentes. Ta sensibili-
dad parece ser mayor en los nifios menores de 10 afios,
menor en a2dolescentes y baja después. (4)

La falta relativa de sensibilidad de la noblaciébn -
generai explica el carécter localizado de los brotes de
enfermedad; grupos Intimamente relacionados con el foco
de infeccidn escapan a la enfermedad en tanto que otros,

aparentemente a2islados, son victimas de ella. Fn gene-

ral los portadores constituyen el enlace entre enfermos.
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Tas epidemias consisten frecuentemente en una serie de
brotes recurrentes, en lugar de la ola epidémica Gnica
y netz que suele producirse en otras enfermedades. (4)

Los estudios llevados a cabo en el ejército ha-

blan de diferencias raciales de sensibilidad, pues 1la

Ow

morbilided y la mortalidad resultsron dos veces més -
elevadas en los soldados de raza negra que en los de
raza blanca. (4)

Diagndstico bacterioldgico.- F®n la meningitis el
hallazgo de dirlococos caracteristices gram-negstivos
en el T..C.R. centrifugado, basta para establecer un :-
diagnéstico de presuncidén. Puede hacerse cultivo por
inoculacidn directa en eagar-chocolate o agar-sangre de
sedimento de L.C.R. 0 torundas de exudazdo nasofaringeo
(para reconocer el estazdo de portadores). El hemocul-
tivo es Gtil en las primeras etapas y en los c2sos que
ro muestren sintomas meringeos. Twos meningococos se -
encuentran en la nasofaringe en los portadores asinto-
méticos. Fs fundamentzl que la muestra no se enfrie -
vor debajo de la temperatura corporal antes de inocu-
larse en el medio caliente ( a 37° C). Igual gue el

gonococo, el meningococo da la prueba de oxidasa posi-
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tiva gue resultz muy Gtil en los cultivos nasofaringeos.
Los meningococos pueden identificarse por pruebas de fer
mentacidn y aglutinacién utilizendo antisueros polivalen
tes. TEs posible establecer el tipo de meningococo me«
diante aglutinacidbn; en los Gltimos afios ha sido 4til la
reaccién de hinchazén de cépsula o reaccidn de Quellung

descrita al tratar de neumococos. (4) (1)



HATSRIAL Y TLCNICAS UTILIZADAS

Por cada paciente se hicieron dos frotis (exudado -
faringeo o exudado veginal) mediante un aplicador con
punta de algoddbn estéril e inoculado con material del
paciente éstos se hicieron rodar sobre una pequeiia &rea
de ceda portaobjetos se secaron al aire y se colocaron -
en caja para portaobjetos.

Nos hisopos estériles e inoculados fueron colocados
en csendos medios de transporte: caldo de soya triptica-
seina+’y Thioglycollate nutrient medium*. Cada tubo con
tenfa 12 ml. de éste y habia sido previamente preparado.

Fl material anterior fue transportado al laborato-
ric. =

Fn é1 lo primero que se hizo fue poner las cajas de
sr-chocolate (iueller-Hinton™ al cual se le aiiadié =

i
g

Hemoglobina en polvo*) a temperatura de 36° C aproximada

Celdo de soya tripticaseina, (BIOZON)
Thioglycollate nutrient medium, (LERCK)
&% 5 iz o

Agar de lueller-Hinton, (BBL)

(=3

+ Bacto-Hemoglobin, (DIFCO)
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mertte, lo cuzl se logré colocando las cajas en la mesa -
de trabajo cerca del mechero.

Parz el a2iclamiento se tomaron los hisopos se les
oguitd el exceso de medio de transporte oprimiendo el -
aplicador contra las paredes del tubo y se inocularon -
sendos medios de agar-chocolate vor estrias, Se incuba-
ron a 36° C, en ztmésfera hlmeda y con un 8-10% de 002 ~
aproximadamente por 24 hrs. ("candle jar").

Los frotis se fijaron, se tifileron segln el método -
de Gram y se observaron en el microscopio, buscando la
presencic de diplococos gram-negativos intracelulares o
extraceluleres.

Después del perfiodo de incubacidn se hizo la prueba
de oxidasa. 3e tomé un disco Taxo K¥+, se humedeciéﬁcon
agua estéril y ze colocd cerca de las colonias sospecho-
sas (aproximademente 10 mm.). Tas colonias oxidasa posi
tiva se tornaron rojas y después negras. Se tomaron -
unas colonies, se inoculd agar-chocolate se incubaron a

36° C por 24 hrs. en "candle jar".

+ Differentation Discs Taxo N, (BBL)
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Ne lés colonias sospechosas, aisladas se tomaron a-
proximadamente cinco y se colocaron en un tubo con caldo
de soya tripticaseina (0.5 ml. a temperatura de 36° C).
Se incubdé por 2 hrs.. Se hizo frotis de una colonia, se
tifié por el método de Gram y se observé al microscopio -
para comprobar cue eran diplococos gram-negativos,

Se inocularon las superficies de sendos tubos de -
cTA*  con carbohidratos (dextrosa, maltosa, sacarosa, -
lactosa y fructosa). Se incubaron a2 36°C. Se observa-
ron a las 24, 48, 72 y 96 hrs. para ver si habfa fermen-
tacidén. Se tomaron muestras de las superficies de los
tubos, se hicieron frotis y se inoculdé agar-chocolate -
por estrias. 3e incubd por 24—hrs. y se observé el cre

cimiento {pureza del mismo).

Iledio CTA, (REBL)
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Los microorganismos aislades en las 78 muestras es
tudiadas se encuentran aﬁbtados en las tablas 1 y 2.

De les neiserias aisladas se hizo la identifica-
cidén de esuecie observando fermentacidén de carbohidra-

tos y beséndome en la tabla 3. (2)

IIICROORGANISIIOS AISLADOS =N 38 CULTIVOS

DE EXUDADQO FARIKGEO

Neisseria catarrhalis o

eisseria flavescens 4 10.5 %
Neisseria sicca o

Neisseria perflava 14 36.8 %
Staphylococcus aureus 3 7.8 %
Staphylococcus albus 14 36.8 %
Estreptococos beta-

hemol{ticos 12 3.5 %
Estreptococos gama 4 10.5 %
Estreptococos alfa-

hemolf{ticos o

Diplococcus pneumoniae 9 23.6 %

Pseudomonas 1 2.6 %
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TABLA 2

LICROORGANISHKOS AISLADOS EN 40 CULTIVOS

DE EXUDADO VAGINAL

Tactobzcillus
Staphylococcus aureus
Staphylococcus albus

Estreptococos beta-
hemoliticos

Estreptococos gama
Proteus spp.

Enteroobacteriaceas

19

21

47.5 %
5.0 %

5.0 %
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TABLA 3

DIFEREINCIACION DE LAS NEISSERIAS

FERMENTACION DE CARBOHIDRATOS
( CTA Base, incubacibén de 1 a 4 dfas 36°C)

ol
EXTROSA HALTOSA SACAROSA TLACTOSA FRUCTOSA

-

MICROORGANISHOS

N. catarrhalis - - 5 - Py
N. gonorrhoeae A - - - -
N. meningitidis A A - - =
N. sicea A A A - A
N. lactamica A A - A(tardia) =
N. hemolisans & A A A - A
Ne flava A A - - A
N. perflava A A A -~ A
N. subflava A A = - -
N. flavescens - - - = =

& Hemolisis beta en el segundo o tercer dia.

A Produccién de 4cido.
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DzchQIoN Y CONCLUSIONES

Los medios de transporte utilizados fueron colocados
en tubos con tapén de a2lgodbén y preparados la tarde ante-
rior o bien calentados antes de su utilizacibén para man-
tener el medio en anzerobiosis, y le cantidad que se uti-
1izé fue para que la muestra con el indculo guedara bien
sumergida en ellos,

El egar-chocolate gue se utilizé en este estudio fue
oreparado usando liueller-Hinton como base, ya gque es un -
medio Gtil pare cultivar neiseriss y Hemoglobina (polvo)
en lugar de sangre por encontrarse més accesible.

Tias neiserias de los cultivos necesitaron de resiem-

M

braes uarzs aislarlas., ¥n los cultivos veginaleé—no se -
aislbd neiseria 2lguna. Posiblemente debido a que los pa-
cientes de este estudio fueron escogidos al azar, y no -
debido 2 que el medio no fuera el adecuado, ya que por -
reportes anteriores se he demostrado la superioridad del
2;2r-chocolate en el aislamiento de neiserias. (6)

-

Algunas colonizs de neiserias incubadas més de 24 -

hrs. se autoliszron; sin embargo si después de incubados

por 24 hrs. se dejan a temperatura ambiente podian vivir



hasta una semansa.

L3O

Les colohias ae neiseries que se tomaron del medio
y se coloceron en caldo de soya tripticaseina, para -
identificacidén posterior no se disolvian, algunas se
fragmentaban al sgitarlo, y después de 2 hrs. de incuba
cién se podfan observar, y el caldo era transpsrente.
Corn é1 se hacia 1le identificacidﬁ.

fntes de inocular los tubos de CTA se observseba un

-

frotis de l=2s colonias pere ver pureza de las mismas, -

3

ya gue en le mayorfa de las veces las coionias de es-
treptococos se encontraron junto a las de neiserias ¥y

se observarorn en los frotis.

observé el crecimiento en los medios y
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idratos a las 24, 48, 72 y 96 -~

O

fermentacidn de cardb

-

hrs.. Tas colonizs en las superficies fueron aproxima-
damente de 2mm.

Cuando l2s colorias de neiserias no estaban aisla-
das, y se colocaron en el caldo de soya tripticaseina,
desoués de 2 hrs. de incubacibn, el caldo estzba turbio
y si con €1 se inoculazban los CTA con carbohidratos a

las 24 hrs. se observabza nuevamente la fermentacidn de
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carbohidratos, y especialmente de lactosa.

Se tomaron de esas colonias y se sembraron por es-
trias en zgar-chocolate y posteriormente se inocularon
tubos de CTA con carbohidratos y después de 24 hrs. de
incubacién se observé la fermentacién de los carbohidra
tos llegando 2 la conclusidén de que le ferrentacidn de
los carbohidratos erza debida a contaminecidn,

En 21 egger-chocolate se observaron colonias de es-
treptococos 21fz y beto himolitica que producian zonas
verdes los orimeros y zonas claras los segundos y esto
fue confir:ado por frotis e inoculacidén = agar-sangre,
obtservéndose hemblisis alfa en los primeros y hemblisis
beta en lcs se )

Las colonias de estreptococos beta hemoli{ticos -
interfirieron en le identificacidn ya cue en las resiem
bras se observaron colonias de neiserias rodeadas por -
estreptococos las cuz2les se estavan autolizando y se -
cbeervaba nundimien:o en el centro de la coloniz; al -
paso del tiempo se obzervaba la superiicie rugosa.

Tas colonizes cue se Oobservaron en el agar-chocola-.
te con pigrento blanco o emarillo, fueron identificadas

como Starh., elbus o Staph. aureus nor frotis e inocula~
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cidn a agar-éalgre en donde* se observé la misma pigmen-
tacidn.

Las pseudomonas se identificaron por la prueba de
oxidesz positiva y la no fermentacién de carbohidratos.

En algunos cultivos de vagina observé crecimiento
difuso‘sobre el agar—chdcolate el cual fue identificado
por pruebas bioouimiczs como Proteus. FEn otras se ob-
servaron colonias polimorfas que por frotis se identifi
caron como bacilos gram-negativos.

También se observaron colonias blancas translici-
das de tamasno y formes variables, las que por frotis se
identificaron como bacilos gram-positivos (lactobaci-
llus).

Los medios de transporte utilizados en este: estu-
dio fueron buenos como medio de transporte de neiserias.
Pero por su facilidad de adguisicién y por su costo re-

sultbé ser mejor el caldo de soya tripticaseina,



RESUMEN

- A

Se hicieron cultivos de 73 pacientes, 38 fueron de
exudados faringeos y 40 de vaginales.

Se hicieron frotis y se colorearon por la técnica
de Gram, con el objeto de observar las neiserias, intra
0 extracelulares.

Se transportaron los exudadds usando dos medios:
Thioglycollate nutrient medium y Caldo de soya triptica
seina.

El aislemiento de neiserias se llevé a cabo en a-
gar-chocolzte y la identificacidén de género, con discos
Texo I y la de especie con CTA con carbohidratos.

Ne las 73 muestras tomadas, no se 2islé N. gono-
rrhoeae ni N. moningitidis, solo se aisleron 4 N, cata-
rrhalis o N, flavescens y 14 N. sicca o N, perflava de
exudados faringeos.

Los dos medios de transporte resultaron efectivos

pera 1l2s neiserias.

0



BI1IB §RAFIA

-
—
(@
o5

Austrian, R., and Gold, J.: Ann., Intern. HKed. -

60:759, 1964.

Bailey, R.W. and 3cott, G. E. 1974.- Dizgnostic
iicrobiology. 4th., ed. The C. V, llosby Company

Saint Louis. 129 pp.

Bauer, J.D., Ackermann, P.G., Toro, G. 1974.- -~
Clinical laboratory methods. 8th. ed. The C. V.

ilosby Company. 3aint Touis. 670 pp.

Burrows, W. 1374.- Tratado de Microbiologia. Vi-

gésima Rd. Interamericezna., liéxico. 400 pp.

Frobisher, 1. 1962.- Fundamentals of Iicrobio-
logy. 7th. ed. W. B. Saunders Company. FPhiladel-

o
phia. 449 pp.
Ordériez, .. T., Tesis, MAislamiento de Neisseria
Gonorrhoeze en mujeres Asintomaticas". De La -

Universidad Auténoma de Puebla, 1966.

L

Rodriguez, M, A, 1976.- Hicrobiologfa Médica. -
Manual de Lzboratorio. Facultad de liediecina - -

UANL. Xonterrey, N. T..



lOO—

- 35 -

3mith,  D. T., Conant, N. F. & Overman, J. R.
1964.- Zinsser licrobiology. 13th. Ed. Apleton,
Century Crofts. Division of NMeredith Publishing

Company. New York. 456 pp.

Stuart, R. D. 1959. Transport medium for speci-
mens in public health bacteriology. Pub. Hlth.

Repts. T74:431-438,

Anénimo, "Cuidado con esta cepa de gonococo'.
Actualidades édicas. Volumen VIII. No., 9 Junio

1977,

00300



