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Introduccion

as neumonias contindan siendo una de las principales

causas de muerte, aunque la recuperacién es factible con el

inicio oportuno de la terapéutica, en México son respon-

. sables de més de 30,000 muertes anuales, de las cuales poco

mis del 50% ocurren en menoresde unafio®. La incidencia

calculada de esta enfermedad varia extraordinariamente con la edad de la persons,

con el hecho de que viva o no en condiciones de hacinarniento y con su ocupacién.

La fuente de contagio la constituyen principalmente las secreciones nasales y

bucofarfngeas de personas infectadas. El mecanismo de transmisién es el contacto

directo y el perfodo de contagiosidad es muy variable dependiendo del agente
etiolégico causante de la neumonia. Los principales agentes etiolégicos son:6#Y

1.- Virus
-Influenza
-Parainfluenza
" -Adenovirus
-Rinovirus
2.- Bacterias
-Neumococo
-Estreptococo
-H. influenzae
-Klebsiella pnesmoniae
-Estafilococo
-E. coli
-Otras bacterias Gram negativas
. -Mycoplasma pneumoniae
3.- Otros
-Toxoplasma gondii
-Histoplasma capsulasum
-Coccidiodes imitis
-Preumocystis carinii



Existen otros agentes como los del sarampién, rubéola, tifoidea, etc., que son
causantes de neumonia, pero en formasecundaria. Sin lugaraduda, entre losagentes
bacterianos mis frecuentes, est4n los cocos Gram positivos; sinembargo, los bacilos
Gram negativosson de mucha importancia, particularmente en grupos de poblacién
de bajos niveles de vida, mal saneados y con desnutricién prevalente 9

Entre 40 a 70% de los adultos son portadores sanos de neumococos de uno
o mds tipos serol6gicos, aunque este estado no es permanente y el niimero de ellos
es mayor en el invierno. La infeccién por neumococos es, en ltima instancia
exdgena, pero en la prictica puede considerarse endégena en la mayorfa de los
enfermos, ya que aunque el neumococo se encuentra muy a menudo en sujetos
sanos, puede volverse patégeno bajo la influencia de diversos factores predisponen-
tes,desencadenando laenfermedad; asimismo, existen ciertos tipos de neumococos
que son responsables de sindromes graves de origen exégeno®’? .

Aunque la neumonia lobar es la infeccién neumocéccica mds importante en
el hombre, los neumococos pueden atacar casi todos los 6rganos y tejidos bajo
determinadas circunstancias. Las enfermedades neumocéccicas primarias de las
vias respiratorias superiores, incluyen la sinusitis y la otitis media, de ésta Gltima
existe una revisién? en la cual se reporta que cerca del 70% las ocasionan bacterias
quetambiénsedetectanen lafaringe del paciente y Strgptococrus prenmoniae se considera
como el agente etiolégico de mayor incidencia, causante de cercadel 85% de todos
los casos. Las enfermedades progresivas de los senos mastoideos y respiratorios se
extienden, en ocasiones, hacia el espacio subaracnoideo, causando meningitis
neumocéecica, la cual sigue siendo un problema grave por su elevada mortalidad.
El neumococo constituye la segunda causa de meningitis bacteriana en adultos,
ademds puede producir parotiditis, conjuntivitis, peritonitis y gran variedad de
afecciones. Entre las complicaciones y secuelas de la neumoni{a por neumococos, se
nienen las inflamaciones de pleura y pericardio. La neumococcemia es muy
frecuente; en una serie de casos a lo largo de 14 afios, se encontré septicemia en
22.8% de los casos®’,

La mortalidad por neumonia neumocéccica no tratada es relativamente alta,
y demuestra el gran poder pat6geno de esta bacteria cuando llega a los pulmones.

Los factores que participan en laaparicién o en la gravedad de las infecciones
neumocéccicas son: la edad, el sexo, la raza, el hecho de vivir en condiciones de
2



hacinamiento, la ocupacién del individuo, el enfriamiento del cuerpo, la
inhalacién de anestésicos irritantes, las infecciones por virus gripal, la estasis
pulmonar, el alcoholismo y la diaberes®?.



N

Determinar cudles son las condiciones 6ptimas para la conservacién
de cepas puras de Streprococceus presumoniae.

Determinar la capacidad y la especificidad de la autolisina
neumocdccica para usarse como reactivo diagnéstico.



Capitulo 1

Generalidades de
Streptococcus pneumoniae

1.1 Historia y Taxonomia

Reino: Procariotae
Divisién: Bacterias
Parce: Cocos Gram positivos

Familia:  Streptococcaceae
Género:  Strepsococcus
Especie:  preumoniae

El neumococo fue descubierto independientemente en 1881, por Pasteuren
Prancia y por Sternberg en Estados Unidos. Quizd ninguna otra bacteria tuvo tanta
importancia como ésta en el desarrollo temprano de la Inmunologia y la Genética
Molecular. Losestudios sobre la neumonia neumocéecica fueron el punco de partida
para la serotipia especifica, ya que el reconocimiento de los distintos tipos
serol6gicos de neumococo a partir de 1910, condujo a la obtenci6n de sueros anti
especificos, que constituyeron el tratamiento fundamental para las enfermedades
infecciosas hasta el descubrimiento de los antibi6ticos. Posteriormente, las
investigaciones sobre la transformacién de los neumococos aportaron las pruebas
iniciales de que sélo el ADN es el porrador de la informacién genética. 7921

Desde su descubrimiento, este pequefio micrococo ha recibido diversos
nombres: Micrococcus lanceolatus, Micrococcus pneumoniae, Diplococcus pneumoniae o,
mis brgvementé, neumococo. Aunque estdn estrechamente ligados con los
estreptococos, hasta hace poco tiempo algunos investigadores lo tenfan situado en
un género aparte, Diplococcus; sin embargo, la clasificacién actual de Bergey los
incluye como una especie del género Streprococcus, siendo el nombre formalmente
aceptado en la actualidad el de Streprococeus pneumoniae O30,
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Se emplean dos nomenclaturas distintas para los tipos de neumococos: el
sistema Danés, que es una ampliacién del sistema de Cooper, en el cual se agrupan
tipos serol6gicamente relacionados para formar subtipos; y el sistema preparado
por Eddy bajo los auspicios del Servicio de Salud Piblica de Estados Unidos y la
Asociacién Estadounidense de Sanidad Piblica, en el cual los tipos diferenciables
reciben nimeros seriados, cualesquiera que sean sus relaciones antigénicas®.

1.2 Morfologia y fisiologia

En su forma mds caracteristica, los neumococos son cocos pequefios, Gram
positivos, en forma de punta de lanza, alargados o lanceolados (raramente se encuentran
formas bacilares), suelen presentarse en pares (diplococos), aunque también se advierten
cadenas que definitivamente son m4s cortas que las de Ssreprococcus jryogenes. Su tendencia
a formar cadenas aumenta cuando crecen en medios artificiales y desfavorables, par-
ticularmente a concentraciones bajas de Mg+ +. Aunque son Gram positivos en la fase
exponencial de crecimiento, al envejecer los cultivos se pueden volver Gram negativos
de modo progresivo, debido ala accién de enzimas autolfticas, las que después de
transformar el Gram, causan su lisis?,

Los neumococos forman en agar sangre colonias pequeiias, de 0.5a 1.5 mm
de didmetro, redondas, brillantes, no pigmentadas, al principio cupuliformes, que
més tarde desarrollan una depresién central con bordes elevados, debido a la
autolisis. Presentan alfa hemélisis, por lo cual se pueden confundir con las colonias
alfa hemoliticas de Streprococcus del grupo viridans. Las colonias que crecen en la
profundidad del agar son ovoides®'9.

Cualquier cultivo de neumococos contieneaigunos microorganismos incapaces de
producic polisacéridos capsulares, dando lugar a colonias rugosas. Sin embargo, la
mayorfa son bacterias productoras de polisaciridos capsulares, produciendo colonias
lisas. Las variantes lisa y rugosa que se observan en los neumococos, también se observan
en muchas otras bacterias. Existen colonias intermedias entre estas variantes, pero el
neumococo solo resulta virulento en la forma lisa. En la morfologia microscépica, el
cambio de liso a rugoso se traduce por pérdida de la cdpsula®.

En cultivos liquidos, la mayor parte de las cepas capsuladas presentan un
crecimiento difuso, tendiendo a sedimentar cuando el medio se vuelve 4cido; las
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cepas no capsuladas, en especial las que tienden a formar cadenas, muestran un
crecimiento granular, del que resulta una sedimentacién répida®9.

El neumococoesun microorganismo facultativo y los lfmites de temperatura para
su cultivo son de 25° a 42°C; es muy sensible a los cambios de pH, pero puede crecer y
conservarse en un rango de valores de 6.5 a 8.3, con una cifra 6ptima de 7.8. Sus
requerimiento energéticos son aportados fumentalmente por fermentaciones de tipo
4cido ldctico, por lo que se clasifican, junto con los estreptococos que se agrupan en
cadena, como bacterias acidolécticas, Es una bacreria no mévil, no esporulada, que no
posee catalasa ni peroxidasa y estd provista de una estructura muy importante, la cipsula.
La Itamada solubilidad en bilis es una caracteristica pricticamente constante, aunque
verfa de intensidad segiin la cepa de que se trate, La quinina y algunos de sus derivados,
comoel clorhidratodeetil hidrocupreinauoproquina tienen actividad antineumocéccica,
asf como el fenol, el cloruro merairico y los antisépticos ordinarios.®?"

La fermentaci6n de la inulina permite diferenciar algunos neumococos de los
estreptococos del grupo viridans, pero no se considera una prueba especifica debido
a que s6lo el 40 a 60% de las cepas la fermentan.

Las siguientes son caracteristicas bioquimicas del neumococo en fase S, pero
debido a la facilidad con que estos microorganismos pasan de esta fase (cepa lisa)a
fase R (cepa rugosa) no se usan para su identificacién:®

-No fermenta polialcoholes ni pentosas

-Acidifica y coagula la leche tornasolada, pero no la reduce

-Licia la gelatina

~Coagula el suero

-Es indol(+) en agua peptonada

~No reduce nitratos

-Permenta sacéridos sin desprendimiento de gas y con produccién de
mucho dcido lcrico, algunos 4cidos vol4tiles y alcohol etflico.

1.3 Composicién quimica y antigénica
Mosser y Tomaz identificaron los dos principales componentes

macromoleculares de la pared celular de Streprococcus pneamoniae “® Uno, el
peptidoglicano, estd compuesto por glucosamina, dcido murdmico, lisina, alanina
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y écido glutémico. El otro componente, el 4cido teicoico contiene D-glucosa,
galactosamina, fosfato, colina y diamino trideoxihexosay es considerado como el
antfgeno C-polisacirido. Aunque los neumococos no estdn incluidos dentro del
esquema de Lancefield, comparten un antigeno somético comiin, un 4cido teicoico
ribitol de la pared celular, que es inmunolégicamente idéntico en todos los
neumococos. A diferencia del grupo A de estreptococos, en el cual los tipos se
diferencian en base al antigeno proteico M de envolcurs, los tipos de neumococos
se distinguen por poseer carbohidratos especificos capsulares, conocidos con el
nombre de sustancia especifica soluble 0 §SS. En la actualidad se conocen 85 tipos
de neumococos, los cuales también contienen un antfgeno envolvente, semejante
a las protefnas M de los estreptococos del grupo A; aunque en los neumococos estoas
protefnas no son antifogociticas ni los Ac. frente a ellas son protectoras como en el
curso de las estreptpcpecocas, sin embargo, estos antigenos no se utilian para
tipificar, ya que la presencia de la SSS enmascara la aglutinacién, por lo cual los
sueros antineumococos capsulados son claramente especificos de tipo.

Freeman menciona que @ los estudios de Dochez y Gillespie, en 1913,
demostraron que los neumococos encontrados en los casos de neumonia lobar
podfan dividirse en cuatro grupos llamados tipos 1, 2, 3 y grupo IV, los tipos 1, 2
¥ 3 se encuentran en la mayor parte de los enfermos de neumonfa y producen las
infecciones mds graves, teniendo caracterfsticas inmunolégicas especxﬁcas entanto
que el grupo IV es inmunolégicamente heterogéneo®.

Lascipsulas neumootccicasestdn compuestas por grandes polfmerosde polisaciridos,
los cuales son antigénicos e inicialmente provocan una respuesta de células B.

También se han descrito tres tipos diferentes de antfgenos somdticos. Dos de
ellos, el antfgeno R, poco conocido, y la sustancia C, que es un hidrato de carbono,
son especificos de especie. El tercero es una proteina tipoespecifica (antigeno M),
que es inmunolégicamente independiente de los polisacdridos capsulares
tipoespecificos y no es antifagocitica @29,

1.4 Productos celulares

El neumococo produce algunas sustancias téxicas, pero nunca se ha
demostrado que produzca alguna exotoxina andloga a la del bacilo diftérico-o
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teténico a pesar de la aparici6n de intoxicaciones graves en algunos casos de
infecciones neumocéccicas en el hombre. 09

Dentro de las toxinas producidas por este microorganismo existe una
hemolisina filtrable que actia sobre eritrocitos de carnero, cobayo y hombre,
{lamada neumolisina, responsable de la alfa hem6lisis que se observaenagar sangre.
Esta hemolisina neumocéccica parece tener propiedades letales y dermot6xicas y
serelaciona inmunolégicamente conun grupo de toxinas citolfticas similares entre
sf, sensibles a colesterol y oxigenoldbiles, dentro de las que estdn incluidas la
estreptolisina O, la toxina tetdnica ® y la cereolisina @+ '»

El neumococo también produce una leucocidinasa y una sustancia
necrosante, similar a la que elaboran algunos estafilococos. Muchas cepas producen
hialuronidasa, especial mente cuandose desarrollan en presenciade 4cidohialurénico.
Duraate la autolisis también liberan una sustancia productora de lesiones purptiri-
cas que causa hemorragias cuténeas e internas cuando se inyecta a conejos, algunos
investigadores la han descrito como no antigénica, y parece ser un producto de
desdoblamiento de una protefna neumocéecica®.

También se conoce la particularidad de los neumococos de sufrir autolisis,
debido a la accién de una enzima aurolftica. Aunque no se han definido los
mecanismos moleculares que producen la activacién de esta enzima, ésta aparece
después que el cultivo inicia la fase estacionaria de crecimiento y el proceso
autolftico se estimula por medio de agentes tensoactivos, tales como sales biliares
(en especial el desoxicolato de sodio) e inclusive, por detergentes. La enzima
autolitica es una L-alanino-muramil-amidasa. Experimentos descritos indican
que la lisis de neumococos por desoxicolato, ocurre a través de la participacién de
esta enzima. El componente colina del 4cido teicoico juega un papel clave en la
sensibilidad determinante de la enzima autolftica®'*2Y,

Aunque los preparados de estas sustancias parecen aumentar la virulencia
de cepas relativamente avirulentas cuando se inyectan en forma simultsnea, dicha
virulencia depende directamente del carbohidrato antifagocitico capsular de la SSS
y de su invasividad. Aunque no existen pruebas de que ninguna de estas sustancias
desempeifie un papel en la patogenia de las infecciones neumocéccicas, es posible
que en los estadios terminales se produzca una toxina letal in vivo, andloga a la del



dntrax, que origine algunos efectos t6xicos, pero la causa real de las infecciones
neumocdccicas letales, permanece desconocida -9,

1.5 Patogenia

Los neumococos son transmitidos principalmente por secreciones de boca y
vias respiratorias altas, mediante contacto directo.

Siendo frecuente el estado de portador (arriba del-60% de las personas
examinadasalbergan neumococos en las vias respiratorias superiores), los neumococs
pueden desencadenar una infeccién cuando la resistencia baja lo suficiente. No se
sabe por qué algunos portadores no sufren neumonia, pero al parecer el pulmén
normal es muy resistente a esta infeccién. En gran parte, la resistencia a infecciones
neumoc6ccicas es cosa de predisposicién individual y aunque la inmunidad especificaes
de poco valor para ésta, el complejo de factores que acompaiian el estado de satud tiene
enorme importancia en la aparicién y la gravedad de estas infecciones: ¢-% 12

1) La edad: Las neumococcias son, ante todo, afecciones de las edades

extremas (nifios y adultos por arriba de los 50 afios).

2) El sexo: El hombre es atacado con mds frecuencia que la mujer, pero el

embarazo favorece laaparicién de neumonfa con aborro en 2/3 de los casos.

3) La raza: Se conoce la gravedad de la neumonfa en los anglosajones y los

sujetos de raza negra; la forma septicémica es frecuente en los asidticos.

4) Orros factores: La diabetes, el alcoholismo y las infecciones virales de vias

respiratorias altas, asi como los descensos sibitos de temperatura y la
exposicién prolongada al frio son factores que favorecen la infeccién por
neumococos. También el cansancio y los trastornos del drenaje respiratorio
como €n 105 pacientes encamados, fumadores inveterados y personas que han
inhalado irritantes t6xicos, son factores que predisponen a las neurnococcias.

Aunque la neumonia lobar es la enfermedad neumoc6ccica més importante
en el hombre, los neumococos no siempre quedan localizados en el pulmén, ya que
pueden emigrar por las vias nasales o distribuirse a través del sistema vascular a
distintas regiones del organismo hasta crear otros focos de infeccién, pues ya se sabe
que casi todos los 6rganos o tejidos pueden ser atacados por este microorganismo
bajo determinadas circunstancias. 49
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En ocasiones, la neumonfa neumocéccica puede revestir un aspecto
epidémico. El estudio de una epidemia mostr6 que el factor fundamental era el
estado de portador y el predisponente, la frecuencia de enfermedades respiratorias
no bacterianas. 1a exietencia de pequefias “epidemias”, llevé a algunos autores a
defender la teorfa de la infeccién exégena, sin embargo, aunque las epidemias de
neumonia neumocéccica son raras y su morbilidad baja, es muy probable que la
mayor virulencia de algunos tipos de neumococo actiie como factor selectivo para
la distribucién de los mismos en esta clase de infecciones. 1219

1a virulencia es el poder y la capacidad que tiene un microorganismo de
multiplicarse en un organismo dado . En el caso de Streprococus pnesimoniae, ta cipsula
juega un papel determinante con relaciéna la virulencia del mismo, asf, los neumococos
sobreviven y causan enfermedad, principalmente, debido a su cipsula. Se desconoce el
mecanismo por el cual &sta intetfiera con la fagocitosis, pero una vez que los neumococos
pierden la cipsula pueden ser fagocitados y destrufdos ficilmente. 82! 19

No se ha dilucidado la importancia de la neumolisina en la patogenia de las
infecciones neumocéccicas, pero los primeros informes indican que podrfa inhibir
las propiedades antimicrobianas de los neutréfilos y 1a actividad opsénica del
suero. @9

1.6 Requerimientos nutricionales y medios de cultivo

Los neumococos son microorganismos exigentes v sus necesidades nutricionales
son complejas debido a la gran variedad de tipos serol6gicos de este microorganismo. Es
bastante uniforme Ia necesidad de afiadir a los medios para su cultivo, colina y 4cido
nicotfnico y pantoténico; algumas cepas requieren biotina y 4cido ascérbico,
ocasionalmente el desarrollo se estimula por la edicién de purinas y pirimidinas. Las
necesidades de aminodcidos son complejas y varfan mucho de una cepa a otra, -7+9

El mejor medio liquido para el cultivo de neumococos es el caldo elaborado
con carne fresca, con un 10% de suero o sangre y a un pH final de 7.4 2 7.8. Para
lograr un crecimiento masivo, se prepara un medio rico en glucosa, con lo cual se
logra simultdneamente la producci6n de cipsula pero controlando constantemente
el pH. Otro factor muy importante para intensificar el desarrollo, es una atmésfera
de CO,al 50 10%. 79



Para el aislamiento de neumococos se recomienda el usode agar BHI, el cual
logra mantener uniforme la antigenicidad y algunos caracterfsticaas serol6gicas,
pero si se desean determinar reaccciones hemoliticas tfpicas, se puede usar como
base para el agar sangre, la tripticasefna, ya que es un medio neutro o escasamente
alcalino, por lo que se recomienda para el cultivo de neumococos y otros microor-
ganismos generalmente considerados como dificiles de cultivar, @79 '

Para evitar la oxidacién de los medios l{quidos, se afiade un agente reductor
como la cistefna o el tioglicolato, esto es imporcante ya que la oxidacién del medio
inhibe el crecimiento de los neumococos. &9

Para mantener la virulencia de una cepa de neumococos, se recomienda
conservarla en sangre de conejo en condiciones estrictas de anaerobiosis. Para
guardar cultivos de neumococos, se recomienda proporcionarles una fuente de
catalasa que evite la acumulacién de peréxido de hidrégeno, siendo la mids
adecuada, los eritrocitos. ©

Cuando la muestra biol6gica que presuntamente contiene neumococos es sangre,
se debe hacer un cultivo en caldo glucosado amortiguado, con carne de ternera.

1.7 Identificacién

El neumococo presenta dos etapas esenciales para realizar el diagnéstico
microbiolégico: ©-19

1) en los productes patolégices tomados direct nte del organismo o bien
en los cultivos j6venes obtenidos en medios amortiguados y enriquecidos, donde
caracteristicamente son diplococos capsulados que dan lugar al crecimiento de
colonias tipo S, pequefias y transparentes; es virulento para el rat6n y su
identificacién por pruebas bioquimicas es ficil,

2)en cultivos de varios dfasy en ocasiones desde la primera resiembrs, donde
el microorganismo ha perdido su cdpsula y su agrupamiento caracteristico y
aunque el cultivo es mds abundante, las colonias son de tipo R; se ha perdido la
virulencia para el rac6n y la mayorfa de sus propiedades bioqufmicas son inespecificas.
Aquf, se hace necesaria la inoculacién de un ratén para obtener neumococos que sean
ficilmente identificables.



Las pruebas que se usan para la identificacién de Streprococcus pneumoniae son

las siguientes; 0:3:6.7.9.14.17

*

Tincién de Gram: Se observan diplococos Gram positivos de 0.5 2 1.0
micras, lanceolados, 0 en cadenas cortas de 4 a 6 elementos -como méximo-
de aspecto rigido.

Tincién de cdpsula: Generalmente, 1a cdpsula se pone de manifiesto por
medio de una coloracién negativa, Existen varios métodos, pero el més
comuin es el de la tinta china, donde se oberva todo el fondo obscuro y los
diplococcos se ven como zonas claras, ya que no toman la coloracién negra
debido a su cipsula. Otro método es el del rojo congo, donde ademés del
colorante, se usa un mordiente, pero al igual que con la tinta china, las
cpsulas no toman color alguno y los diplococos se observan en un fondo rojo
marré6n. Existen otros métodos mds y al hacer la observacién se ven los
neumococos sin color con el fondo del colorante usado.

Observacién de alfa hemdlisis en agar sangre: Los neumococosdan lugar
a colonias brillantes, redondas, no pigmentadas, alfa hemolfticas, con un
didmetro de 0.5 a 1.5 mm en agar sangre. Cuando estas colonias envejecen,
sus centros se deprimen por la autolisis.

Solubilidad en bilis: Para realizar esta prueba que pone de manifiesto la
activaci6n de las enzimas autoliticas. se deben inocular 2 6 3 colonias
sospechosas en caldo Todd-Hewitt, soya tripticaseina o BHI, incubara 37°C
durante 18 h aproximadamente. Tomar 0.5 mi del cuitivoy si es nccesario
ajustar el pH a 7 con NaOH 1N, posteriormente, afladir 0.5 ml de
desoxicolato de sodip al 2%, incubar a 37°C y examinar periédicamente
durante 2 h si se presenta aclaramiento del tubo indica una prueba (+). Esta
prueba también se puede llevar a cabo usando una suspensién de células de
colonias sospechosas en solucién salina, la cual debe de tener una turbidez de
0.5 a 1 en la escala de McFarland. La prueba se efectiia de la manera ya
descrita. También se puede detectar fa solubilidad en bilis sobre agar, si
previamente se toc6 una colonia aislada con una asa conteniendo desoxicolato
e incubandoa 37°C durante 30 min. Las colonias de neumococos desaparecen
dejando sobre el agar sangre un 4rea de alfa hem6lisis.
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Sensibilidad ‘a optoquina: El clorhidrato de etilhidrocupreina, mejor
conocido como optoquina, es una sustancia antibacteriana, relativamente
especifica contra neumococos, por lo que se usa para la idencificacién de éstos.
En un cultivode 18 a 24 h al que se le colocé posterior a la siembra en
gelosa sangre un disco con optoquina, se observa el halo de inhibicién que
se produce sobre el crecimiento bacteriano; se consideraque el microorganismo
es sensible a la optoquina ,si el halo de inhibicién es de 14 mm cuando se us6é
un disco de 6 mm o de 16 mm si se usé un disco de 10 mm.

Reaccién de quellung o de hincharniento capsular: Esta prueba se basa
en el hecho de que si se mezclan bacterias capsuladas con anticuerpos
especificos de tipo, la cdpsula se “hincha”, es decir, cuando los neumococos
se tratan con su suero homélogo, el antipolisacdrido se combina con el
polisacdrido capsular y la cdpsula se vuelve refrdcril: el cambio del indice de
refraccién, hace que la cdpsula parezca hinchada, y se hace mds visible. Esta
reaccién, al igual que otras de precipirtacién de polisacdridos, se inhibe por
exceso de antigeno.

Antes del uso de los antibi6ricos, esta prueba se hacfa para saber especi-

ficamenteel tipo de neumococo causante de 12 enfermedad, para usar como terapia
el suero especifico, en la actualidad se puede emplear un suero que contenga
anticuerpos contra todos los tipos de neumococos (suero omnivalente) para la
identificacién precisa del neumococo.

*

Inoculacién de ratén blanco: Esta prueba se realiza tomando en cuenta la
extrema sensibilidad que muestra el ratén blanco a la inoculacién con
neumococos virulentos, para la pueba se inocula en el peritoneo de un ratén
blanco, esputo lavado y suspendido en suero fisiolégico estéril. Con cepas
virulentas de neumococo, el animal muestra signos de enfermedad en 5-8 h,
al hacer la necropsia, el examen microscépico del exudado peritoneal permite
observar muchos diplococos encapsulados.

Otras puebas: Para la identificaci6én de neumococos también pueden
emplearse pruebas de aglutinacién y precipitacién. Mediante la
contrainmunoelectroforesis se detecta igualmente el polisacdrido capsular
antigénico en el esputo procedente de pulmones infectados por neumococos,
atin cuando el cultivo no muestre al microorganismo.
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Capitulo 2

Autolisina

2.1 Composicién quimica

La enzima aurolitica de Srreprococeus presmoniae es una N-acecil-muramil-L-
alanina-amidasa, la cual divide i uni6én entre el 4cido murdmico y la alanina de la
porcién peptidoglicana de la pared celular, #4529

Sehademostrado que las autolisinas son factores importantes en la destruccién
de las bacterias por antibi6ticos. La destruccién de células neumocdecicas no
autolfticas, se llevé a cabo en un tiempo mucho mayor, en presencia de penicilina, -
D-cicloserina o fosfomicina, que cuando las células eran capaces de autolizarse."?

Mosser y Tomaz reportaron que las paredes que se solubilizaron con la enzima
autolitica, dieron una fraccién peptfdica de bajo peso molecular, la cual contenfa
principalmente, alanina, 4cido glutdmico y lisina (pero no aminoazicares) y una
fracci6n de alto peso molecular, que consist{a del polfmero del 4cido teicoico y el
polimero sacirido deficiente de aminodcidos de la porcién terminal del
peptidoglicano. Por lo tanto, la principal actividad autolftica de sus preparaciones
enzimdéticas, provenia de una amidase, que eliminé la cadena peptidica del
polisacdrido del peptidoglicano. 4

Lacolina del 4cido teicoicojuega un papel clave enlasensibilidad determinante
de la enzima autolitica, ya que se observé que preparados celulares de neumococos
en los que se reemplaz6 la colina de la pared celular por etanolamina, eran
toralmente resistentes a la accién de la enzima autolftica.*®

La importancia fisiol6gica de las macromoléculas conteniendo colina, se
manifiesta por el hecho de que los neumococos la requieren nutricionalmente;
~ ademds, cuando la etanolamina andloga reemplaza a la colina en la pared celular de
la bacteria, ésta desarrolla una serie de anormalidades fisiol6gicas: las células hijas
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no se separan al final de la divisién celular, y las células pierden su capacidad de
llevar a cabo la transformacién genética, no se autolizan en la fase estacionaria de

crecimiento y se hacen resistentes a la lisis inducida por detergentes %3,

2.2 Extraccién de la enzima autolitica de
Streptococcus preumoniae

Existen varios mérodos para la extraccién de enzimas bacterianas, a
continuaci6n se describen dos de ellos:

1.- Método de Howard y Gooder:"® Las células obtenidas de 1.5 | de un
cultivo en caldo Todd-Hewitt suplementado con 0.5% de glucosa, se lavan dos
veces en soluci6n salina a 4°C y se suspenden en 50 ml de fosfato de sodio 0.2M, a
pH 6. Se lleva a cabo la autolisis en 1.5 ha 37°C obteniéndose la fraccién soluble
del autolizado por centrifugacién a 29,000 rpm durante 30 min. El sedimento se
suspende en 50 ml de amortiguador de fosfatos y se centrifuga, el sobrenadante se
junta con la primera fraccién soluble. Todos los pasos restantes se hacen 4°C y las
centrifugaciones son de 20 mina 12,000 g. A los 100 m! de extracto crudo se le
afiaden 4 ml de sulfato de estreptomicina al 209 con agitacién constante. Se
contina agitando durante 30 min y se centrifuga. El material insoluble se desecha
y seafiade a la fraccién soluble sulfato de amonio s6lido, a una concentracién final
de 40% de saturacién. Después de 30 min se colecta el precipitado por
centrifugacién, mismo que se disuelve en 10 ml de fosfato de sodio 0.01 M a pH

durante 15 min y se centrifuga. La fase acuosa se dializa toda la noche contra 1 litro
de fosfato de sodio 0.01 Ma pH 6. La actividad enzimdtica es estable a 4°C durante
varias semanas. La precipitacién con sulfaco de amonio recupera 80 a 90% de la
actividad y el paso con butanol logra 55 a 75% de la actividad y alrededor de 1/3
de la purificacién.

2.- Método de Mosser y Tomazs: “® Se cosechan por centrifugacién las
células de un cultivo en fase exponencial, se lavan y se resuspenden en 0.01 volumen
de amortiguador de fosfatos-solucién salina, conteniendo 0.002 M de mercap-
toetanol. Se afiaden 0.5 a 1.0 mg/mi de DNasa pancredtica y de 0.03 2 0.1% de
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desoxicolato, a una suspensién de 5 x 10" bacterias por 5 ml. La suspensi6n se
incubaa 37°C, hastalograrla méxima clarificacién, loquesucedeentre 10y 15 min.
Esta suspensi6én clarificada se centrifuga 10 min a 12,000 rpm para remover las
partfculas gruesas. El sobrenadante se pasa a través de 2 filtros de fibra de vidrio
y sobre un filtro millipore tipo HA de 2.5 cms. El filtrado se pasa a través de una
columna de Sephadex G-75, de 3 x40 cms, usando como eluyente unamortiguador
de fosfatos soluci6n salina, conteniendo mercaptoetanol 0.002M, este paso se
realiza en el cuarto frfo para * remover el desoxicolato, La enzima se conserva
durante varios meses a 4°C, sin pérdida detectable de la actividad autolitica.

2.3 Caracterizacién y propiedades de la enzima

En el trabajo publicado por Howard y Gooder, “» se encuentra que algunas
de las caracterfsticas de la enzima autolitica de Streptococcus pneumoniae y cbmo
se demostraron, se ve a continuacién:

1.- Efecto del pH sobre la actividad de la enzima: Para demostrar esto, se
suspendieron paredes celulares de neumococos liofilizadas en fosfato de sodio 0.01
M conteniendo NaCl 0.1M a diferentes pH , en un rango de 5.5 a 8.0.La
autolisina se diluy6 en amortiguador y se registr6 el decremento de la D.O., en
un intervalo de 10 min para cada valor de pH. El mayor decremento de turbidez
se logr6 a pH 7.0.

2.- Efecto de la concentracién de diferentes sales sobre la actividad lftica: Se
probélaactividad Hricaen fosfato de sodio 0.01 M,a pH 7.0 conteniendo diferentes
cantidades de NaCl. La medida de la lisis observada en donde habfa mayor cantidad
de NaCl, fue aproximadamente 50% mis que cuando la lisis ocurrié en fosfato de
sodio 0.01 M solo.

La estimulacién de laactividad por KCI también se observé entre 0.01 y 0.025 M
y fué idéntica a la estimulacién por NaCl arriba de 0.1 M.

1a actividad litica no fue afecrada por MgCl, al 0.01%, por desoxicolato de sodio
al 0.1%, nipor eranolamina 0.01 60.1 M.

Concentraciones de colina en 0.02 a 0.05 M causaron alrededor de 50% de
decremento en la medida de la lisis.



3.- Distribucién de actividad autolitica en fracciones celulares: Se ley6 la
cantidad de actividad litica en la fraccién citoplasmérica, en el liquido del
lavado de paredes en salina y agua y en paredes autolizadas.

Se separaron por centrifugacién las paredes y la fraccién citoplasmética de
una suspensién de células lisadas. Las paredes sedimentadas se suspendieron en
soluci6n salina y se dividieron en 2 muestras iguales. Cada muestra se sediment6
y el Mquido sobrenadente se guardé (marcéndose como primer lavado de
paredes). Una de las muestras se suspendi6 y se lavé 2 veces en salina y el liquido
de los lavados se guard6 (marcindose como lavado con salina 1y 2). Laotra
muestra de paredes se suspendi6y lavé 2 veces en agua desionizads y el lfquido
del lavedo se guardé ( marcéndose como agua de lavado 1 y 2). Ambas
preparaciones de paredes lavadas finalmente se suspendieron en fosfato de sodio
0.1M a pH 7, a 37°C. Las paredes lavadas enagua se lisaron sélo después
de 3 h de incubacién.

El nimero de unidades de enzima de cada fraccién derivada de las 2
mitades de células lisadas se encuentran en la siguiente tabla:

Fraccién probada; “:Unidades de Enzima
Citoplasma 20.5
Primer lavado de paredes

celulares 2.0
Lavado con salina 1 0.7
Lavado con salina 2 menos de 0.4
Lavado con agua 1 4.2
Lavado con agua 2 8.4
Lisado de paredes celulares

lavadas con salina : 6.9
Lisado de paredes celulares

favadas con agua menos de 1.2

De la tabla anterior se deduce que se eliminé la actividad autolftica de
las paredes durante los lavados con H,O destilada y que atrededor det 50% de la
actividad se encontraba en la fraccién citoplasmética.
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4.- Poder de reduccién de paredes durante la lisis: Las paredes neumocéccicas
a una concentracién de 1.5 mg/ml se incubaron con autolisina durante 90 min y
se determiné el poder de reduccién de la mezcla y la turbidez a intervalos
periédicos. Hubo un decremento de 12 turbidez en aproximadamente un 60%
después de la incubaci6n, pero no hubo cambio detectable en el poder de
reduccién de las paredes, asi como tampoco cuando se incubaron las paredes o la
autolisina solas a concentraaciones similares a las de la mezcla,
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Capitulo 3

Parte Experimental

3.1 Material

3.1.1. Material de uso comun en el laboratorio
" Cajas de Petri
Celdas para espectrofotémetro B & L
Gradilla metdlica
Matraces Erlenmeyer de 125, 250, 500 y 1000 mi
Matraces con tapén de rosca de 125, 250 y 1000 ml
Matraces aforados de 50, 100 y 1000 ml
Pipetas graduadas de 1, 5y 10 ml
Pipetas Pasteur con bulbo
Probetas de 25, 100, 500 y 1000 mi
Termémetro Taylor de -10 a 200°C
Tubos metdlicos con tapdén para ultracentrifuga
Vasos de precipitado de 125, 250 y 500 ml
Tubo de ensaye de 13 x 100 mm y de 16 x 150 mm
Tubo de ensaye con tapén de rosca de 16 x 150 mm

3.1.2. Equipo
Auroclave (Equipar S.A))
Balanza Analitica (Sartorius)
Balanza Granataria (Ohaus)
Centrifuga de 500 a 5000 rpm (Solbat)
Espectrofotémetro (Baush & Lomb)
Incubadoras (Riossa)
Microscopio ( Karl Zeiss) .
Parrilla de calentamiento con agitacién magnética (Molda Agitherm)
Potenciémetro (Sargent-Welch, PBL 400)
Refrigerador Philips
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- 3.1.3.

3.14.

3.1.5.

Sonicador (MSE, Amplitud: 0-30)
Ultracentrifuga (Birman)
Vérrex (Genie)

Reactivos

Acido Acético glacial
Acido Pirogélico
Acido Sulfirico

- Agua destilada

Alcohol-acetona

Cloruro de bario

Cloruro férrico 6%
Cristal violeta
Desoxicolato de sodio
Fenol 5%

Fosfato de sodio dibésico
Fosfato de sodio monobiésico
Pucsina cida 1%
Hidréxido de sodio
Lugol

Rojo congo

Safranina

Solucién salina

Sulfato de amonio
Sulfato de estreptomicina

Medios de cultivo

Agar de infusién cerebro corazén (Agar BHI) (Bioxon)
Base de Agar Sangre + sangre de carnero al 5%

Infusién cerebro corazén (BHI) (Bioxon)

Caldo de soya y tripticaseina adicionado con carne fresca y
dextrosa 2.5% (Bioxon)

Caldo tioglicolato (Bioxon)

Material Biolégico
Cepas liofilizadas: (Cepario E.N.E.P. Zaragoza Campus II)
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Streptococens faecalis
Ssreptococous mutans
Streptococeus prexumoniae
Streprococess pyogenes
Streprococens salivarius
Streptococeus sanguis
Eritrocitos humanos
Eritrocitos de carnero

3.1.6. Otros
Gasa
Jarra para atmésfera de CO,
Papel indicador pH (0.5 2 14 0)
Masking tape
Membrana para diilisis (poro nimero 4)
Sensidiscos con optoquina (5 mg etil hidrocupreina BBL)
Sensidiscos con bacitracina (0.040 BBL)
Sensidiscos con autolisina
Tijeras

3.2 Metodologia

3.2.1. Conservacién de la cepa de Strep pn fae

¥

-Se hidrat6 una cepa liofilizada de Streptococcus pneumoniae con 3 ml de
Caldo tioglicolaro.
-Se tomaron 2 ml de esta suspensién y se pasaron a un tubo con caldo
tioglicolato. Posteriormente se incub6 a 37°C durante 18,
-Con una pipeta estéril de 1 ml se procedi6 a inocular 0.1 ml del cultivo de
18 hr en una serie de tubos con tapén de rosca:.

l. | l l )

34 tubos 34 tubos con 34 tubos con caldo 34 tubos con caldo 34 tubos con
con ager sangre de infusiéa cerebro, tioglicalato caldo de soyn y
sgar de infusién (AS) comzbn (Tiog) eripticaselna.
cercbro, cormzén (@HD +came fresca
(ABHD +Dextroes 2.5%
5D+C
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-Todos los tubos inoculados se llevaron a incubacién a 37°C durante 48 hr
junto con otra serie de tubos sin inocular que posteriormente se usaron como
blanco para las lecturas de D.O.

-A las 24 horas se tomé un tubo de cada medio inoculado y 1 tubo de cada
medio sin inocular. A los 2 medios s6lidos (ABHI y AS) se les agregaron 7
ml de H,O destilada y con una asa estéril se desprendi6 con mucho
cuidado el crecimiento bacteriano. A todas las muestras se les midiel pH
con pape! indicador, se les hizo frotis para observar Gram y se les midi6 la
D.O. a 600 nm usando como blanco el medio de cultivo respectivo; para
los medios sélidos se us6 H O destilada como bianco.

-A las 48 horas se comaron muestras nuevamente y se procedié con ellas de
la misma manera que con las muestras tomadas a las 24 horas.

-Se procedi6 a separar los tubos restantes para conservarlos a diferentes
temperaturas de la siguiente manera:

a4°C a25°C a 37°C a55°C
8 ABHI 8 ABHI 8 ABHI - 8ABHI
8 AS 8 AS 8 AS 8 AS

8 BHI 8 BHI 8 BHI 8 BHI
8 Tiog 8 Tiog 8 Tiog 8 Tiog
8 ST+C 88T " 8S8T+C SwST+C

-Cada 5 dfas se tomaron muestras de todos los cultivos en todas las
temperaturas, midiéndoseles pH y D.O. Se realizaron frotis para
observar alternadamente Gram y cdpsula (para lo que se us6é el método de
Rojo Congo). Asimismo cada 10 dias se hicieron resiembras de las
muestras, con una asa bacteriol6gica sobre agar sangre para observar la
vigbilidad de las mismas. La metodologia que se sigui6 con todas las
muestras fue la misma que se realiz6 en las muestras a las 24 y 48 horas.
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3.2.2. Obtencién de la autolisina ¥

-Las células obtenidas de 3 litros de un cultivo de 18 hr en caldo tioglicolato

. se lavaron dos veces con solucién salina a 4°C.

- Las células se suspendieron en 50 ml de amortiguador de fosfatos 0.2 M,
pH6.

-Esta suspensi6n se incub6 1 hora a 37°C, o se someti6 a sonicacién 10 min
a-5C y posteriormente se centrifug6 a 12,000 rpm durante 40 min.®®

- El liquido sobrenadante se guardé y el sedimento se resuspendi6 en 50 ml
de amortiguador de fosfato 0.2M, pH 6 y se centrifugé a 12,000 rpm
durante 40 min. El sobrenadante se junt6 con la primera fraccién soluble.

-Se afladieron 4 ml de sulfate de estrepromicina al 20% con agitacién
constante y se continué agitando 30 min, posteriormente se centrifugé a
12,000 rpm durante 20 min.

-A la fraccién soluble se afiadi6 sulfato de amonio sélido a una concentracién
final de 40% de saturacién.

-Se agit6 con agitador magnético durante 30 min en un cuarto frioa 4°C y
se colect6 el precipitado por centrifugacién a 12,000 rpm, durante 20 min

y a4°C.

—El precipitado se disolvié en 10 ml de amortiguador de fosfatos 0.01M pH 6.

-Se aiiadieron 5 ml de 1-butanol con .agitacién constante. Se continub
agitando durante 15 min en cuarto frio y se centrifugé a 12,000 rpm,
durance 20 min a 4°C.

-El sedimiento se deseché y se dializ6 la fase acuosa contra 2.5 litros de
amortiguador de fosfatos 0.01 M. pH 6, durante 12 horas aproximadarnente
y a 4°C {en cuaito fiic).

-El producto se concentré por liofilizacién a 8 ml aproximadamente y se
guard§ en congelacién para pruebas posteriores.

3.2.3. Ensayo de la Autolisina
a) Actividad bemolftica ¢

-Se hicieron diluciones seriadas 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256
y 1:512 de la enzima en amortiguador de fosfatos-salina (PBS) con NaCl
0.138 M, NaH PO, 0.009 M y Na HPO, 0.009M, pH 7.4.

-Se mezcl6 1 ml de cada dilucién con 1 ml de una suspensi6n al 3 % de
eritocitos humanos en PBS.
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-Todos los tubosse agitaron perfectamente y se incubarona 37 ©C durante
60 min, junto con un tubo conteniendo Gnicamente la suspensién de
eritrocitos, para usarse posteriormente como blanco.

-Se volvieron a agitar todos los tubos y se centrifugaron a 2000 rpm durante
20 min.

- Se ley6 la absorbancia 2 540 nm.

&) Actividad autolftica

Segiin Mosscr y Tomazs, ® una unidad de enzima, es la cantidad de ésta
que causa un decremento de 0.10 unidades de D.O. en un intervalo de 10
min, a 500 nm.

- Se hizouna suspensién de neumococos en amortiguador de fosfatos 0.1 M,
pH 7.0, a la cual se le ajust6 la D.O. entre 0.6 y 0.65 unidades de
absorbancia, a 500 nm.

-Enuna gradilla se colocaron varios tubos de ensaye, en los cuales se pusieron
3 ml de la suspensién antes mencionada. En los primeros dos tubos se
adicionaron 0.1 y 1.0 ml de enzima, respectivamente. A los 10 min se leyé
12 D.O. a ambos tubos. Posteriormente se agregaron en 4 tubos més las
siguientes cantidades de enzima: 0.2,0.3, 0.4y 0.5 ml y exactamente a los
10 min de haberagregado la enzima en cada tubo se ley6 1a D.O.a 500 nm
para encontrar la cantidad de enzima causante del decremento en la
tutbidez, propuesto por Mosser y Tomazs.

Esta prueba se realizé en sutotalidada 37°C, lo cual se logr6 manteniendo
todos los tubos en un bafio de agua caliente circulante a dichu temperatura.

<) Expea'f' tdad de la tolisina

I, Prueba en tubo: a 5 ml deun cultivo de 18 hr en BHI de cada unz dé las
siguientes cepas: S. pneumoniae, S. sanguis, S. pyogenes, S. mutans, S. faecalis,
§. salivarius, se adicionaron 0.5 ml de la autolisina y se incubaron a 37°C
durante 15 min. Posteriormente se observé la lisis causada en cada tubo.

II. Prueba en caja: se hicieron siembrasen Agar Sangre de las siguientes cepas:
S. pneumoniae, S. sanguis, S. pyogenes, S. mutans, S. faecalis, S. salivarius e
inmediatamente se colocaron discos estériles de papel filtro de 4 mm de
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didmetro, impregnados con la autolisina ( con laayuda de una pinza de
diseccién flameada), se incubaron a 37°C durante 24 hr. Se leyeron los
halos de inhibicién y 1a hemélisis causada por la enzima en todas las cajas.

III. Prueba en caja, con armésfera de CO_: se hicieron siembras en Agar
Sangre de las 6 cepas de los estreptococos antes mencionados, se colocaron
discos de papel filtrode 4 mm de dismerro impregnados con laautolisina
y se metieron todas las cajas en una jarra con vela para lograr una
atmésfera de CO,. Seincubaron a 37°C durante 24 hr., y se leyeron el

. halo de inhibicién y la hemélisis causada por la enzima en todos los
cultivos.

IV. Prueba comparativa de inhibicién de estreptococos frente a optoquina
bacitracinay autolisinaen condiciones de anaerobiosis: Se hicieronsiembras
de las 6 cepas de neumococos en cajas de agar sangre, se colocaron discos
de4mm de didmetroimpregnados conautolisina y discos comerciales con
optoquina y bacitracina. Anteriormente se esterilizaron cajas de Petri
vacfas, a las cuales se les colocaron en las tapas pedazos de gasa de
aproximadamente 10 cm de largo x 8 cm de ancho, doblados, a que
quedaran més o menosde 3 cm de ancho. Estas tapas con gasa estériles se
colocaron inmediatamente sobrelos cultivos en condiciones de esterilidad
y conuna pipeta Pasteur estérilse agregaron 3 o 4 gotas de pirogalol
al 20%, mds 3 0 4 gotasde NaOH al 30% vy se sellaron perfectamente
con masking tape, posteriormente se metieron en una jarra con vela
v se incubaron a 37°C durante 24 hr, se leyeron el halo de inhibicién y la
hemélisis causados por los discos con autolisina, optoquina y bactracina.

V. Prueba comparativa de inhibicién de los estreptococos frente a optoquina,
bacitracina y autolisina en condiciones de aerobiosis y anaerobiosis: Se
realizaron siembras de las cepas de estreptococos sobre Agar Sangre, se
colecaron discos comerciales de optoquina y bacitracina y discos de 4 mm
de didmetro impregnados con la autolisina obtenida en cada caja, se
taparon e incubaron a 37°C durante 24 hr. Se leyeron halos de inhibicién
de los sensidiscos sobre las diferentes cepas. Para las condiciones de
anaerobiosis se sigui6 el mismo procedimiento que para las condiciones de
aerobiosis pero después de colocar los discos de optoquina, bacitracina y
autolisina en cada caja se obtuvieron condiciones de anaerobiosis en cada
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caja por el mérodo del pirogalol (anteriormente descrito) y se metieron
todas a una jarra con vela. Se incubaron a 37°C durante 24 hry se leyeron
halos de inhibicién de cada discosobre cada cepa probada. Se compararon
los resultados de ambas pruebes.
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Capitulo 4

Resultados

4.1. Obtencién y Conservacién de la cepa de

Streptococcus pneumoniae

4.1.1. Observacién de frotis

Tabla No. 1 Observacifn microsc6pica de frotis tefiido por el método de Gram
de un cultivo de S.pnesmoniae a 37° C, a las 24 y 48 hrs.

24 horas

48 horas

BHI

Abundantes diplococos
pequeiios, escasos cocos
individuales y cadenas

Cocos Aislados y diplococos
G (+) algunas cadenas de
3-4 células

Trioglicolato

Abundantes cocos
lanceolados, diplococos y
cadenas de 4-8 células

Abundantes diplococos G
(+), escasas células aisladas y
cadenas 3-4,

ST

Abundantes diplococos
G(+), escasos cocos

Cocos lanceolados y
redondos G (+), escasas

lanceolados. cadenas de 3-4 células.
Cocos muy pequefios escasas | Cocos pequefios, lanceolados
cadenas y diplococos de y abundantes diplococos
Agar Sangre mayor tamafio que los cocos | lanceolados, escasas cadenas
aislados. de 4-8 células.
Cocos muy pequefios y Abundantes diplococos y
Agar BHI cadenas G (+), algunas cocos lanceolados G (+),

cadenas de 3-4 células.

escasas cadenas.
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Tabla No. 2 Observacién microscépica de frotis tefiidos por el mérodo de
Gram, de S. pnesmoniae cultivado en caldo BHI y conservado 35 dfas a diferentes

temperaturas.
ol 25° 37° 55°
5 Dias | Abundantes cocos | Cocos aislad Casi excl Cocos gislados no se
sistados, escasos bund muy | cocos redond ven diplococos,
diplococos y escasos cantidad de pares de slgunas cadenas de
cadenas. diplococos, nose | cocos, escasas cadenas 3-4 cadenas.
ven cadenas, de 34 cflulas. Gram
con terdencia a negativa.
15 Diag| Cocosuisiadosy Casi s6lo célules Abundantes cocos Muy escasas células
diplococos, escasas islad Ig G(+), has células de forma regular,
cadenas de 3.4 | pares de cocos, no | irregulares, sin bordes diplococos,
células. No hay hay cad definid ok i6 bund! restos
células lanceoladas. de en h 1ul
células. Escasos
diplococos y cadenas G
{+), pares de células
fanceoladas.
25 Dias| Cocosyparesde Escasos cocosy | Facasos cocos redondos G | Escasos cocos y
€OCOs, escasas dipl () Abun restos diplococos G (+).
y alg: d {ulares de calor rojo. Abundantes
diplococos. Cocos de 34 célules scimulos de restos
agrupados en G (-)y células de celutares.
racimos de 3-5 bordes no '
cdlulus. regulares,
Abundantes
restos celulares.
35 Dfas| Muy pocas células Muy escasas | Muy eacasoe cocos G (+) | Muestra desccada
G (+) con bordes células con [Mayocmente se observan por calor.
definidos, pero mocfologia acimulos de restos
algunas con car: ica, tul Aband.
< i de 4 con cflules con Gram
3 y dc b ! & de indefinido o eg 0
formas icregulares. |  cromatina. Casi
A A, restos I R se
celulares de células | observan restos
individualesoen ful
acimulos.
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Tabla No. 3 Observacién microscépica de frotis tefiidos por el método de Gram,
de S. pneumoniae cultivado en caldo tioglicolato y conservado durante 35 dfas a
diferentes temperaturas.

4° 25° 37° 55°
5 Dias Abund; Dipl ¥ Gran cantidad de pares Cocos en pares,
diplococos, es- cocos aislados, de cocos, regular canti- ao diplococos,
Casos Cocos escasss cade- dad de cadenas de muchas célu-
sislados pero nas de 3.4 4-6 células. Cacos re- las de forma
de mayor - células dondos y tanceolados. irregular como
mafio que en con acdmulos
BHI, algunas de citoplasma.
cadenas,
15 Dias Abundantes cocos | Cocos aislados, la| Células G(+) y G{-), conden-| Pocos diplococos,
en pares, poces ca- | mayoria redondos,} saciones de cromating en mu-|  pares de cocas y
denas. Dipl y| algunos | £ chas células, las G(-) de for- cadenas de 4-6,
cocos aislados, re~ | dos se ven diploco{ definida. Cocos aislados y di-| sbund: célu-
dondos y lanceola- cos, no hay plococos escasos, algunas 1as de los 3 tipos
dos, agrupaciéa en | cadenas aproxima-{  cadenas de 3-5 y algunos | de agrupacién con
racimos de 4-B cé- | damente la mitad pares de cocos. bordes indefini-
fulas, se ven células }  de las células con dos y con conden-
G(-) algunas de foc- | Gram indefinido saci6n de croma.
ma irregular o sin tina, restos celu-
contornos definidos. Iares en mucho
menor cantidad
que en BHI,
25 Dfas | Scobservancflulas | Cocosaisladosy | Escasos cocos y diplococos | Abundantes restos
irregulares y con escasos pares, Grnm positi Much Tulares. Muchas
d iones de Gmulos de célufas Gram negativas y células de forma
cromatin células con Gram con condensaciones de irregular o con
Cocos redondos, indefinidoo | cromatina. candensaciones de
escasas diplococos Gram +. cromatina, Escasos
y cadenas de 3-4 diplococos y pares
células. de cocos G (+).
35 Dias Escasoe cacos, Pocos diplococas Algunos los de M d d
diplococos y cadenas | Gram positivos. rtescos celulares. Muchas por calor.
de 3.5 micmbros Muchas cflulas células deformadas o con
Gram positivo. con Gram spariencia de haberse
Abundantes células indefinido, reventado. Escasos cocos y
con Gram indefinid defc das o con dipl Gram positivos.
o negativo. Células acdmuios de
deformadss o con cromstina,
condenmcién de
cromatina.

30




“TablaNo.4 Observacién microsc6pica de frotis tefiidos por el método de Gram,
de §. presmoniae cultivado en caldo soya tripticaselna y conservado durante 35 dfas
a diferentes temperaturas.

4 25° 37° 55°
5 Dfas Cocos y diplococos Diplococos y cocas Cocos gislados y en Mucsta
mfs o menos en redondos, escasas pares, no se ven desecada por
igusl proporciéa, células L lad célufss L lad. caloc, por falta
pocas cadenas de 34 pocas cadenas de 3-5 algunes cadenas de de tapén
células., 3.5 célulns. rOsCH,
15 Dfas Cocos, diplococos y Cocos y diplococos, Células G (+), Muestra
racimos. Cadenss de | escasss cadenss de 3.5 €scasns cadets y deseeads per
4.8 células, pocas c€lulas. 1/3 de cflulas diplococos, la calor y por
célulss, fas G (-). Conglomerados mayorfa cocos falta de apén
fanceoladss, celulares G (+) de 100 rosca,
generalmente mos cflulas.
formando cadenas.
25 Dfas Abundantes células Cocos redondos, Cocos, diplococos
de G indefinido, diplococos y pares de y cadenss de G (+). Muestna
tendiente a negativo, cocos. Células Gram Células con desecada por
Células con positivo y negativo. condensacién de calor.
condentaciones de Célules icreguleres y cromasina. Restos
cromatina. Noseven| con ') de ul
restos celulares. individuales sin
formar scdmulos.
35 Dfas | Cocos, pares de cocos |  Escasos cocos, paresde | Abundan cflulas
y diplococos G (+) cocos § cadenss G (+) defc d M
€n Muy escaso Células deformadas y actimulos de restos desecads por
ndmero. Abund con cond i de ful Escasos calor.
restos celul Acdmul, cocos, pares de
células irregulares, de rescos celulares. cocos y diplococas
con G indefinido.

G (+).
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TablaNo. 5 Observacién microsc6pica de frotis tefiidos por el método de Gram,

de §. pneumoniae cultivado en agar BHI y conservado durante 35 dfas a diferentes
temperaturas.

4 25° 37° 55° :

5 Dfas Cocos, diplococos y Diplococos y cocos Cocos aislados y en Muestra

cadenas de 6-8 aislados, cadenss de 6- pares, pocos desecada por
células, muchos cocos 8 células. diplococos y calor,
agrupados en pares, células lanceoladas,
células lanceoladas y algunzs cadenas de
redondas. 3-5 células.

15 Dfas |Diplococos ycoces G| Cocos y diplococes G | Cocos y diplococos Mucstra
{+) todas las c€lulas (+), todos de forma G (+), algunos desecada por
de forma regular, |2 regular. diplococos calor.

mayorfa cocos tanceolados,
redondos, algunos
lanceolzdos.
25 Dias Cocos redondos, Se cbservan cocos y Cocos redondos, Muestra
diplococas, cadenas pares de éstos, escasos diplococos y desecada por
de 4-6 células y diplococos. No se ven 2lgunas cadenas de caloc.
racimos de cocos, células con 3 64 levaduras en
todos G (+). condensaciones de el frocis,
cromatina, cambio en contaminantes de
el Gram. la muestra.
35 Dias Cocos redondas y Regular cancidad de Regular cantidad Muestra
Ianceolados. cocos y pares de cocos, de cocos y desecada por
Diplococos y escasas escasos diplococos. diplococos, alg| calor,
eadenas. No se ven | Todo Gram (+). No se cadenas de 4-6
células deformadas. aprecia deformacién miembros, INu se
celular ni variaciéa del aprecian
anormalidades
morfolégicas.
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Tabla No. 6 Observacién microscépica de frotis tefiidos por el método de Gram,
de S. pnexmoniae cultivado en agar sangre y conservado 35 dfas a diferentes

temperaturas,
4 25° 37° 55°
5 Dias Cocos pequciios y Células muy pequedas, | Cocos islados muy Muestr
diplococos G (+), cocos y diplococo G pequefios, escasos desecads por
escasas cadenas de (+), escasas cadenas de diplococos y calor.
3-5 célulss. 34 células. eadenas de 3-4
Contaminacién poc células, algunas
levadurus. células lanceoladas.
15 Dfas Cocos y diplacocos Cocos y diplococos G Cocos G (+), Muestra
G (+). Cadenas de 3- | (+) 00 s¢ ven cadenas. escasos diplococos desecada por
4 células lanceoladas. y eadenas de 3-5 calor.
céluas.
Cocos, dipl ' Cocos redond Cocos y pares de Muestra
racimos y cadenas de | escason pasres de cocos y cocos ¥ algunas desccada por
25 Dfas c€lules lanceoladas diplococos, algunas cadenas de Gram calor.
de 4 miembros o de cadenas de 4-6 positivos.
cocos redondos miembros. Escasos
diplococos. Todo G
(+). No s¢ aprecis
deformaciéa celular.
Cocos redondos y Cocos redondos y Regular cancidad Muestm
p L lados L tados, menos de cocos redondos desecads por
35 Dias | diplocaco y exdenss, | ot ae s ocos redo ccad,
aunque no en gran | G (+). Todas las células pares de cocos y
cantidsd. Gram con marfologfa escasos diplococos
pasitivos y caracterdstica. G (+). No se ven
morfol6gicamente células anocmales.
normales.

33




4.1.2. Observaci6én microscépica de cdpsula en frotis tefiidos
por el método de Rojo Congo.

Tabla No. 7 Observacién microscépica de frotis teflidos por el mécodo de rojo
congo, de S. pnexmoniae cultivado en BHI y conservado 40 dfas a diferentes
temperaturas.

v 2 25° 37° 55
10 Dfas Abundantes cocos Cuxos y diplococos con Cocos y diplococos Cocos y
individuales y cépsula que doblan sus con chpsulas diplococos con
escasos diplococos tamadios. pequeiias, cépsulas de
con chpsulas regular tamafio.
20 Dias Cocos y diplococos Cocos pequefios y No se pudo Escasos cocos
con escasa cfpsula. escasos diplococos con realizar Iz aistados con
cpsulas pequeiias. observacién. poca chpsula.
30 Dfas | Cocos ydiplocos,la | Cocos y diplococos con Escasos cocos y Escasos cocos
mayorfa sin cépsula. muy escasa cipsula. diplococos con normales con
chpsula muy chpsula
40 Dias Cocos y escasos Cocos aistados sin Cocos aislados Muestra
diplocacos casi sin cipsuls eacasos con cépsula desecada por
cpsulas y sin ellas, muy pequeiia, calor.




‘Tabla No. 8 Observacién microscépica de frotis teilidos por el método de rojo
congo, de S. pnexmoniae cultivado en tioglicolato y conservado 40 dfas a diferentes

temperaturas.
£ 25° 370 55°
10 Dias Dipt Dipl y cadenss Cadenas y Cocas,
sbundantes. de 3-6 cftulas. diplocaces con diplococas y
Cépsulas de mayor | Cépsulas muy grandes. chpsula grandes. cadenss con
tamaiio que en el chpsulas
BHI, Cadsnas d= 34 grandes.
células.
20 Dfas Abund Dipl y cadenas Cocos, diplococos Cocos,
diplococos y algunos | con escasas cfpsul y aad con diph ¥
cocos aisiados y Algunas cocos aislades cipsula de regul wriadas con
denas coa cipsul bién con chpsula tamalBo, cfpsulas de
que doblan sus pequedia, regular amadio.
amaiios.
30 Dfas | Diplococos y cadenas | Diplococos y cadenas, Dipiococos y cocos Escusos cocos y
con copsulas ia mayoela sin chpsula. | con escasa cipsula. diplococos con
pequefias escasa cpsula o
sin ella.
40 Dfas Escasos cocos, Escasos cocos con Dip! y M
diplococos y cadenas | cpsulas pequeitas o sin o con muy desecada por
con escasas cipsulas ecllss, poca cfpsula o sin calor.
y sin ellas. ells.
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Tabla No. 9 Observacién microscépica de frotis tefiidos por el método de rojo
congo, de S. preumoniae cultivado en Caldo Soya Tripticaseina y conservado 40 dias
a diferentes temperaturas.

& 25° 37° 55°
10 Dfas Dipl Abund. cocos y Diplococos, cocos Muestra
bund: con dipl con cipsul y cadenas con desecada por
chpsulas muy de regular tamadio. escasas cdpsulas. calor.
grandes
20 Dias Abundantes cocos y | Cocos y diplococos con Diplococos y Muestra
escasos diplococos y muy escasa cipsula. algunos cocos con desecads por
cadenss con cdpsulas escasa chpsula, calor.
grandes.
30 Dias Escasos cocos y Cocos y diplococos con Cocos y diplocacos Muestm
diplococos con escasa cfpsula o con escasa cdpsula desecada por
cipsulas pequzfias, sin ella. osinella. calor.
40 Dfas Escasos cocos y Muy escesos cocos y Escasas cocos sin Muestra
dipl ,aasisin | diplococos con cfpsula cdpsula. desccada por
cpsulas y sin cllas, muy pequefia o sin calor.
ells,

36




Tabla No. 10 Observacién microscSpica de frotis tefiidos por el método de rojo
congo, de S. presmoniae cultivado en Agar BHI y conservado 40 dfas a diferentes

temperaturas.
- & s 27 550
10 Dfas Diplococos de Cocos y diplococas con Cocos y diplococos Muestrz
tamafio pequedo con | cfpsula al doble de sus casi sin cfpsulas. desecada por
cipsulas més o mmados. calor.
menos al doble de su
tamafio.
20 Dfas Cocos y diplococos | Cocos y diplococos con Abundantes cocos Muestra
casi sin cfpsula. escasa cfipsula, slgunas ¥ escasos desecada por
czdenzs con poan diplococos con calor.
cépsula eambién, chpsulas muy
pequeiias.
30 Dfas Cocos con escasa Cocos sistados con muy Cocos aislados sin Muestra
poca cfpsuts. chpsula. desecada por
calor,
40 Dfas Cocos escasos sin Muy escasos cocos sin Muescrs
cipsula. chnaila. desecada poc
calor,
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Tabla No. 11 Observacién microscépica de frotis tefiidos por el método de rojo
congo, de S. preumoniae cultivado en Agar Sangre y conservado 40 dfasa diferentes
temperaturas. :

" 4 25° 37° 55°
10 Dfas | Cocosy diplococos No se pudo realizar Pocos cocos Muestra
pequedios con frotis. aislados con desecada por
copsulas 2| doble de chpsules muy calor.
sus camadios. escasas.
Conglomenados de
<ocos.
20 Dfas Cocos y diplococos Diplococos, cocos Cocos y escasos Muestra
con chpsulas aislados o cadenas de diplococos con desecada por
pequeiias, 4-6 miembros con chpsula muy calor.
fpsulas muy pequef peq osinella
o sin ellas.
30 Dfas Cocos con escass Cocos y algunos Escasos cocos y Muestra
chpsula, se ven diplococos con escasa diplococos con desecada por
coaglomerados de chpsula o sin ells. poca cfpsula o sin calor.
células, ella,
40 Dizs Cocos uisludos sin Escasoscatos y Cocns y diplococes Muzziez
copsula. diplococos casi sin escasos sin cfpsula, desecada por
cApsula o sin ella. calor.
Conglomendos de
células.
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4.1.3. Lectura de pH empleando papel indicador,

TablaNo. 12 Lectura de pH con papel indicador, en los cultivos de S. prexmoniae
237 C en 5 diferentes medios de cultivo, a las 24 y 48 hrs.

24 hes. 7 3 YO
BHI 5-6 5-6
Tioglicolato 5 : 5
sC 5 5
Agar BHI 6-7 6-7
Agar sangre 6-7 6-7

Tabla No. 13 Lectura de pH con papel indicador en cultivos de S. presmoniae en

caldo BHI y conservado durante 40 dfas en diferentes temperaturas.

. 4 fiogge % 's5°'" o
S Dfas 5-6 5-6 5-6 5-6
10 Dias 5-6 5-6 5-6 5-6
15 Dias 5-6 5-6 5-6 5-6
20 Dfas 5-6 5-6 5-6 5-6
25 dfas 5-6 5-6 5-6 5-6
30 Dfas 5-6 5-6 5-6 5
35 Dias 5-6 5-6 5-6 -
40 Dias 5-6 5-6 5-6 -

39




Tabla No. 14 Lectura de pH con pape! indicador, en cultivos de §. pmesmoniae en
caldo tioglicolato y conservado durante 40 dias en diferentes temperaturas,

4 25° 37° 55°

5 Dfas 4-5 4-5 4-5 45

10 Dfes 4-5 45 4.5 4-5
15 Dfas 4-5 45 4-5 4
20 Dias 4-5 4-5 45 4
25 dfas 4-5 45 as o4
30 Dfas 4-5 4.5 4 4
35 Dfas 45 45 4 -
40 Dfas 4-5 45 4 -

Tabla No. 15 Lecturade pH con papel indicador, en cultivos de S. prexmoniae en
caldo Soya y Tripticaseina conservado durante 40 dias en diferentes temperaturas.

4° 25° 37° 55°
S Dias 5 5 5 --
10 Dias 5 5 5 --
15 Dias 5 s 5 -
20 Dias 5 5 5 -
25 dfas p] 5. s -
30 Das 5 5. s -
35 Dfas 5 5 s -
40 Dias 5 ] 4-5° -
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‘Tabla No. 16 Lectura de pH con papel indicador, en cultivos de S. pnesmoniac en
Agar BHI y conservado durante 40 dfas en diferentes temperaturas.

4 258° 37¢ 55°
5 Dfas 6-7 6-7 6-7 -
10 Dfas 6-7 6-7 6-7 -
15 Dias 6 6 6
20 Dias 6 6 6
25 dfas 6 6 6
30 Dfas 6 6 6
35 Dfas 6 6 6
40 Dfas 6 6 6 -

Tabla No. 17 Lectura de pH con papel indicador, en cultivos de S. presmoniae en
Agar Sangre y conservado durante 40 dfas en diferentes temperaturas.

- 255 37° 55°
S Dfas 6-7 6-7 6-7 -
10 Dias 6-7 se rompi6 6-7 --
15 Diss 6-7 6-7 6-7 -
20 Dias 6-7 6-7 6-7 -
25 dfas 6-7 6-7 6-7
30 Dfas 6-7 6-7 6-7 -
35 Dfas 6-7 6-7 6-7 -
40 Dfas 67 contaminado 6-7 -
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4.1.4. Lectura de densidad dptica a 600 nm.

Tabla No. 18 Lectura de D.O. alas 24 y 48 h, de cultivos de §. prneumoniac a
37°C en 5 diferentes medios de cultivo.

24 hrs. 24 hrs,
BHI » 22! 0.653 21! 0.663
Tioglicolato 18 0.745 17 0.770
STC 10* 0.969 7} L1115
Agar BHI 6 12045 | 5! 1.2805
Agar sangre 27 0.561 25 0.602

TablaNo. 19 Lecturade D.O. deS. preumoniae cultivadoen caldo BHI y conservado
durante 40 dfas en diferentes temperaturas.

v ®T 4 abu|wr 25° Abs | wT 37° Abs |wT 55° Ams.

5 Dfas 23 0.638| 24' 0.6155| 232 0.629 | 17° 0.751
10 Cfas 243 060650 272 0.561! 233 0.645 | 242 0.611
15 Dias 40°  0.3895| 46 0.332) 43 0.367 | 49 0.611
20 Dx’as 4172 0.382] 47 0.328] 45?2 0.342 | 52° 0.278
25 dfas 41*  0.3795{ 45* 0.3395| 46° 0.330 | 56 0.247
30 Dfas 413 0.3795] 46 0.337| 47 0.328 | 59? 0.226
35 Dias 44 0.357| 48* 0.312| 47 0.328 | -- -
40 Dfas 45>  0.3395| 51 0.292] 492 0.305 - -
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Tabla No. 20 Lectura de D.O. de 5. pmesmoniae cultivado en caldo Tioglicolato
y conservado durante 40 dfas en diferentes temperaturas.

s i) s 40 Ak T 25 At | %7 377 Aba [ wT 55° At

5Dhas | 17° 0751 162 0.782] 16° 0376 { 7 1.1115
10 Dras 18! 0.739| 16* 0.782| 16 0.796 | 10" 0.9895
15 Dfas 328 0.485{ 32' 0.4915( 27° 0.557 | 26* 0.9895
20 Dias 32 0.495| 31 0.509| 30 0.523 | 41' 0.3845
25 dias 32'  0.4915| 307 0.516} 30 0.523 | 528 ©.282
30 Dias 32 0.495] 31' 0.5055| 30? 0.516 | 59° 0.226
35 Dias 32 0495, 32' 0.4915] 32' 04915 - -
40Dfas | 33° 0.472| 32 0495 32 0495 | -- -

TablaNo.21 LecturadeD.O. deS. p=zsmomize cultivadoen CaldoSoya Tripticaseina
y conservado durante 40 dfas en diferentes temperaturas.

55°

wr £ atalwT 25° Abe| ot 377 Abe | %T Abs.

5 Dias 9? 1.022) 9 1.022| 9' 1.034 - -
10 Dfas 9! 1.034| 9 1.034; 9 10.46 - -
15 Dias 30" 0.5195| 29 0.534| 292 0.530 { -- -
20 Dfas 29 0.538} 30 0.523] 29? 0.530 - -
25 dias 29 0.538| 29° 0.5265] 29* 0.5265 -~ -
30 Dfas 28° 0.5415| 28t 0.549| 29! 0.534 | -- -
35 Dias 28* 0.5415| 30' 0.5195| 29? 0.530 | -- -
40 Dias 312 04985 31 0.509| 30? 0.516 [ -- -=
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Tabla No. 22  Lectura de D.O. de S. pnewmoniae cultivado en Agar BHI y
conservado durante 40 dfas en diferentes temperaturas.

w1 4° Abs|%T 25° Abs. | %T 37° Abs |%T 55° Abs.
5 Dias 53 1.241 S 1.301{ 4! 1.3725 - -

10Dfas | 5' 1.2805| 5 1301 5*  0.241 ] -- -
15Dfs | 4  1324] 6 12045| 6 1171 -- =)

20Dfs | 21'  0.673| 21 0663 222 0643 | - R

25 dfas 21 0.678 22 0.658 22} 0.643 - -

30 Dias 21 0.678| 22! 0.648| 22? 0.648 | -- --

35 Dfas 22 0.653| 26 0.585| 24' 0.6155 | -- -

40 Dfas 2y 0.665| 25° 0.5895| 25 0.602 | -- -

Tabla No. 23 Lectura de D.O. de S. preumoniae cultivado en  Agar Sangre y
conservado durante 40 dfas en diferentes temperaturas.

T % Abs)oerT 25° Abs | wT 37° Abs [#r 55° Abs
5 Dias 24> 0.6065| 24? 0.611} 24> 0.6065 - -

10 Dias 247 0.611( -- - 23  0.6245 - -

15 Difas 30" 05195 34' 0.4655| 40 0.398 | -- e

20 Dfas 32! 0.488| 43 0.367| 46 0.337 | -- -

25 dias 33 0482} 47 0.328] 47 0.328 | -- -

30Dfas | 33 0482 39 0310 47 0328 | -- e

35Dfas | 33 0482 48  0319] 48' 03165 | --

40Dfas | 35  0456] - ~| 48 o316 --
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4.1.5. Célculo del nimero aproximado de bacterias (ver anexo)

Tabla No. 24 Niimeroaproximadode bacterias (X 10°), de cultivosdeS. prexmoniae
en diferentes medios de cultivo a las 24 y 48 hrs.

. 24hrs, .24 hrs.
BHI 1575 1605
Tioglicolato 1815 1875
STC 2355 2685
Agar BHI 2910 + de 3000
Agar sangre 1365 1455

TablaNo.25 Niimero aproximado debacterias(X10%),de cultivosdeS$. pnesmoniae
en caldo BHI y conservados 40 dfas en diferentes temperaturas.

TS SO SEAREN PURNUN 1 L ERIs Y BRCREE. = y AP | ORI,
5 Dfas 1560 1500 1530 1815
10 Dias 1485 1365 1500 1485
15 Dfas 945 810 900 750
20 Dfas 230 810 825 690
25 dfas 930 825 810 615
30 Dias 930 825 810 570
35 Difas 885 750 810 -
40 Dfas 825 705 750 -
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TablaNo. 26 Nimeroaproximadode bacterias (X 10%), de cultivosdeS. prexmoniae
en caldo Tioglicolato y conservados 40 dfas en diferentes temperaturas.

4° 25° 37° 55°
5 Dfas 1815 1890 1890 _2685
10 Dfas 1800 1890 1935 2400
15 Dfas 1200 1200 1365 1410
20 Dias 1215 1245 1260 930
25 dfas 1200 1260 1260 690
30 Dfas 1215 01245 1260 570
35 Dias 1215 1200 1200 -
40 Dfas 1140 1215 1215 --

‘TablaNo. 27 Niimeroaproximadode bacterias (X 10%),de cultivosdeS. prieumoniae
en caldo de Soya tripticasa y conservados 40 dias en diferentes temperaturas.

£ 25° 37° 55°

5 Dfas 2475 2475 2490 -
10 Dias 2505 2505 2550 -
15 Dfas 1260 1305 1290 -
20 Dfas 1305 1260 1290 -
25 dfas 1305 1290 1290 -
30 Dias 1305 1335 1290 -
35 Dfas 1305 1260 1290 -
40 Dias 1215 1245 1290 2
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TablaNo. 28 Nimeroaproximadode bacterias (X10%), de cultivosdeS. pnesmoniac
en Agar BHI y conservados 40 dfas en diferentes temperaturas.

L 4 25° 37° 55°

5 Dfas 3000 + de 3000 + de 3000 -
10Dfas | +de3000 | +de3000 | 3000 -
15Dfas | +de 3000 2910 2835 -
20 Dfas 1620 1605 1560 o
25 dfas 1650 1560 1560 A
30 Dfas 1650 1575 1575 AN
35 Dias 1575 1410 1500 ~
40 Dfas 1505 1440 1455 -

Tabla Ne. 29 Niimeroaproximadode bacterias (X 10%), de cultivosdeS. presmorniae
en Agar Sangre y conservados 40 dfas en diferentes temperaturas.

4. 1 a5l LTS e

S Dias 1485 1485 1485 -
10 Dfas 1485 - 1500 -
15 Dfas 1260 1140 975 -
20 Dfas 1200 900 825 -

25 dfas 1170 810 810 -
30 Dias 1170 750 810 -
35 Dfas 1170 780 780 el
40 Dias 1125 - 780 =
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4.1.6. Lectura de resiembras, cada 10 dias, de S. pwesmonsae en diferentes
medios, conservados a diferentes temperaturas durante 40 dfas.

‘Tabla No. 30 Lectura del crecimiento de S. presmoniae en resiembras del mismo

a los 10, 20, 30 y 40 dias de conservacién a diferentes temperaturas.

. BHI 4 25° Y " 55%
10 Dfas e e+t e 4
20 Dias 4+ 4+ +4 +
30 Dias +4 ++ + )
40 Dfas ++ + + -
10 Dfas Ere e P 4
20 Dias ++ e s +
30 Dfas + Fr +4 S
40 Dfas + e ++

i €aldo Soya Tripticaseina
10 Dfas e d e s —
20 Dfas e +44 s R
30 Dfas +4 Forem 4 -
40 Dias + Jre + ——-
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Continuacién de tabla No.

30

CABHI ] 40 R
10 Dfas . .+++ 4 +++ -
20 Dfas ++ + + —
30 Dfas + + ©) -—

10 Dfas 4+ - 4+ ——
20 Dfas + + + —
30 Dias . + &) —
40 Diss O 3 [5) —

Menos de 10 colonias +
De 10 2 100 Coloniss ++
De 101 a 200 Colonias + ++

De 201 a incontables Colonias ++++
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4.2. Ensayodela autolisina neumocéccicaobtenida

4.2.1. Actividad Hemolitica de la autolisina.

Tabla No. 31 Lectura de la absorbencia de la enzima a diferentes diluciones para
encontrar el % de hemélisis.

Dilucién Autolisina Absorbancia % Hemolisis

12 1.824 21

1:4 1.55 58

1:8 0.688 34

1:16 0.395 20

1:32 0.226 10

1:64 0.155 7
1:128 0.122 6
1:256 0.111 5
1:512 0.108 5

Nota: para % hemélisis ver anexo.
4.2.2. Actividad Autolftica de la autolisina.

‘TablaNo. 32 Lecturade Absorbanciaa S00 nm de una serie de tubos conteniendo
3 ml de una suspensién de neumococos con una D.O. inicial de 0.64 unidades de
absorbancia mezclados con diferentes cantidades de autolisina.

mi enzima Absorbancia decremento de 1a D.O.
2 los 10 min unidades de absorb.

0.1 0.573 0.067
0.2 0.565 0.07

0.3 0.553 - 0.09

0.4 0.534 0.109
0.5 0.519 0.1235
1.0 0.4915 0.1485
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4.2.3. Especificidad de la Autolisina

‘Tabla No. 33 Lectura de la disminucién de la rurbidez de suspensiones de diferentes
estreptococos frente a la aurolis na neumocSecica.

Cepa Probada Decremento visible de la Turbidez
Prueba 1 Prueba 2 Prueba 3
S. presmoniae ) (+) )
S. musans (+) ) -)
S. pyogenes ' (] )
S. sanguis © (] )
S. faecalis - () -
S. salivarius - (& -

Tabla No. 34 Sensibilidad de diferentes cepas de estreptococos frente a discos
impregnados con autolisina neumocéccica.

Decremenuo visibie de ia Zona de

Cepa Probada Turbidez Hemélisis

Prueba 1 Prueba 2 Prueba 1 Prueba 2
S. pnesmoniae (+) 10mm (+) Smm. Se Observaron zonas de “alfa-
S. mutans [&] (+) Smm. hemélisis alrededor de los
S. pyogenes -) (+) S5mm. discos de aproximadamente 7 a
S. sanguis - - 8 mm. de difmetro. Esta
S. fawcalis - - caracteristica fue constante para
S. salivarius (&) (&) todas la muestras
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Table No. 35 Sensibilidad de diferentes cepas de estreptococos frente a discos
impregnados con autolisina neumocéecica en susencia y en presencia de CO,

Cepa Probada Aerobiosis Armésfera de CO,
Hedo de Inhibicida| Zore de Hemdlisis | Hato de Inhibicida | Zone do Hamdlisi
S. preumoniae (] Zonas de 0.6 mm. Zonas de
- hemélisis .6 . hemélisis de
S. mutans & drodedor de los | 00T | s
S. pyogenes &) discos de 0.6 mm. 8 mm. de
N = sproximadamente | 0.45 mm., difmetro
S. sanguis e 8mm. de " alrededor de
8. faccalis ) difmetro para - todos los discos.
S. salivarius (C0] todss las “)
muestmas

Tabla No. 36 Sensibilidad compamtivade diferences cepas de estreptococns frentea
optoquina, bacitracina y autolisina neumocbecica en condiciones de aerobiosis y

anaerobiosis.

Cepa Probada | Optoquina Bacitracina Autolisina
Aerob. {Anaercb.| Aerob. | Anaercb.! Aerob. | Anaerob,

S. pmexmoniae | 6.5 mm. | 6.5 mm.|9.5 mm.} 9.5 mm. [6.5 mm.} 9 mm,

S. mutans 6.5mm.| 7.0 mm.{ 7.0 mm.| BOmm.| () 9 mm.

S. pyogenes - -) & {1 95mm.} (=) 9 mm.

S. sangwis - 9mm, | 9mm. {2 7mm, | §mm.

S, faecalis - ) ) 7 mm. &) (]

S. salivarius ) 7.5mm.{7.5mm.| 8 mm. - 9 mm.
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Capitulo 5

Analisis de los resultados

En el presente trabajo se plante6 el aspecto de la conservacién de la cepa de
Streptococcus pneumoniae debidoa que siendouna bacteria exigente, causa problemas
en los ceparios bacteriol6gicos; para dicho estudio se emplearon los medios de
cultivo més comunmente reportados en la bibliograffa,incluyendo tanto medios
liquidos como s6lidos y asi poder encontrar el 6ptimo para su conservacién.

Con fines de estandarizacién del método, se hizo necesaria una fase inicial de
obtenci6n de la cepa en los diferentes medios empleados, en la cual se midieron y

observaron los mismos pardmetros que en la fase de conservacién (Tablas 1, 12,18
y 24).

De manera general, se consideran como fuente de error los siguientes puntos:

i) Por falta de material, algunos de los tubos usados no contaron con tapén de
rosca, lo que di6 como resultado la pérdida de los cultivos, por desecacién
alatemperarurade conservacién méselevaday, en consecuencia, igualmente
la pérdida de algunos de los datos de la informacién total recabada.

ii) La temperatura de conservacién a 55°C se eligi6é con la intencién de
mantener inactiva a lu enzima autolftica, pero resulté ser excesiva, dando
algunos resulrados falsos en el nimero aproximado de bacterias, ademéds de
causar la desecaci6n antes mencionada.

iii) El empleo de papel indicador de pH di6 como resultado ia obtencién de
datos poco precisos; aunque era obvio que esto sucederia, se prefiri6 su uso
al de un potenciémetro debidoa que se trataba de cultivos bioiégicamente
activos.

A lo largo del periodo de 40 dias de conservacién de la cepa y dentro de la
observaci6n microscépica tanto de Gram como de cépsula en los diferentes medios

33



de cultivo, asf como de las diferentes temperaturas de conservacién estudiadas, se
lograron ver muchas de las caracterfsticas de los neumococos reportadas por

diferentes autores, asf como variaciones del Gram y anormalidades en las células al
envejecer los cultivos.

En los cultivos en Caldo BHI se observaron de manera preponderante los
cocos aislados y los pares de cocos, sin que este tipo de agrupacién fuera modificado
porlatemperatura de conservacién; por otro lado, aunque inicialmente se observaron
cipsulas de gran tamafio a 4° y 25° C, éstas desaparecieron alrededor de los 20 dfas
ya37° y 55°C, atin desde los primeros 10 dias no se favoreci6 la formaci6n de la
misma. Seobservaron anormalidades celulares entre los 25 y 35 dfas en los medios
conservadosa4° y 25°Cy enlas temperaturas mds elevadas (37°y 55°C) éstosucedié
desde los primeros 5 dfas.

Se realizaron frotis de los cultivos en Caldo Tioglicolato, en los que se observé
laagrupacién caracteristica dediplococosy también se observaron células lanceoladas;
igualmente se favoreci6 1a formacién de cdpsulas de gran tamafio en este medio, pero
alrededor de los 20 dfas empezaron a disminuir de tamafio y a desaparecer sin
importar cual fuese la temperatura de conservacién.

Se empezaron a observar anormalidades de morfologia y Gram en los frotis
realizados a los 15 dias para los cultivos guardados a 4°, 25° y 37° C y desde los 5
dfas para los conservados 2 55° C.

En los frotis hechos a partir de los cultivos en Caldo Soya Tripticasa + carne
fresca sunque se observé lasgrupaci6n tipica de diplococos, casi no se vieron células
lanceoladas, observdndose adem4s cadenas de 4-8 células; la presencia y tamafio de
las cdpsulas también se favorecieron en este medio, pero tendieron a hacerse

pequefias e, inclusive, a desaparecer entre los 20 y 30 dfas.

Seobservaron anormalidades morfolégicas y de Grama partir de los primeros
15 dias de conservacién24°,25° y 37°C, las muestras conservadasa 55°C se secaron
desde los primeros 5 dias,

Las células observadas en los frotis delos cultivosen Agar BHI no presentaron
anormalidades morfol6gicas ni de Gram alolargo del perfodoque duréesteestudio.
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Se observuron cocos aislados principalmente y en mucho menor proporcién
diplococos y cadenas de 6-8 células. No se favoreci6 la formaci6n de cépsula y las
pocas que se observaron eran pequefias y desaparecieron entre los 10 y 20 dfas.

Otro de los medios s6lidos empleados, el Agar Sangre, también mostré de
manera predominante cocos aislados y en menor proporcién diplococos y cadenas
de 3-4 células, siendo estas titimas mucho més cortas que las observadas en Agar
BHl y, porel contrario, la escasa presencia de cipsula y laausencia de anormalidades
celulares fueron semejantes en los dos medios sé6lidos.

Con respecto a las lecturas de pH, se puede notar que todos los medios
estudiados sufrieron un decremento del mismo a las 24 h, en la fase de obrencién
de la cepa, ya que el pH original en todos los medios fué de 7 y al efectuarse la
primera lectura, a las 24 h, se registré un descenso significativo de este parimetro
en todos los medios (Tabla No. 12), los cuales se manruvieron casi constantes
durante la serie de lecturas hechas periédicamente a lo largo de 40 dfas, tinicamente
el Caldo Tioglicolato y el Caldo Soya Tripticasa + carne variaron pero en forma
minimaalrededordelos 25 dias (Tablas 13-17), siendo estos mismos medios losque
registraron el cambio de pH mds marcado en la primera lectura.

Las lecturas de Ia D.O. de los cultivos se hicieron con la finalidad de calcular
el nimero aproximado de bacterias con la ayuda del nefelémetro de MacFarland
(Anexo).

Del cdlculo de estos nlimeros, se encuentra que el mayor nimero de bacterias

se obtuvo en los cultivos en Agar BHI wanto en la fase de sbiencibn, como enla fase
de conservacién en las diferentes temperaturas, siguiéndole en rendimiento el
Caldo Soya Tripticasa + carne y en tercer lugar el Caldo Tioglicolato; el Caldo BHI
yel Agar Sangre fueron los medios que dieron los rendimientos mds bajos. Aunque
el Agar BHI mantuvo hasta el final el mayor niimero de bacterias, la diferenciaentre
las cuentas iniciales y finales también fué la mayor, siendo el Caldo Tioglicolato el
que di6 la diferencia menos notable. Por otro lado, se vi6 que los tres medios
liquidos estudiados tuvieron un descenso significativo de este pardmetro entre el
décimoy el décimo quinto dfay que los dos medios s6lidos registraron este descenso
entre el décimo quinto y el vigésimo dfa.
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El resultado de las resiembras efectuadas a los cultivos en los diferences
medios a distintas temperaturas, indica que los medios que mantuvieron el mayor
nimero de células viables hasta el final del trabajo fueron, primeramente, el Caldo
Saoya Tripticasa + carne, seguido del Caldo Tioglicolato.

Con respectoa la segunda parte de este trabajo, que fué la obtenci6n y ensayo
de la aurolisina de Streptococcus pneumoniae, se puede decir lo siguiente:

-Se escogi6 el Caldo Tioglicolate como fuente de obtencién de la masa celular
necesaria para extraer la enzima, a pesar de que el Caldo Soya Tripticasa fué
el medio que resultd ser el Gptimo para la conservaci6n de los neumococos,
ya que que este segundo contenfa pedacitos de carne, lo cual habria
interferido con la técnica de obtenci6n de la enzima, pués dificilmente se
habria podido eliminar 1z carne sin perder gran cantidad de células.

-La obtencién de la enzima se llevé a cabo por triplicado segin el método
descrito porL. Howard (13). Enlaprimera ocasi6n se logréun rendimiento
minimo y a este producto se le hicieron dos pruebas de especificidad, una
en cajay otraen rubo, la primera se hizo de manera similar a las pruebas de
sensibilidad a optoquina o bacitracina y se logré ver un halo de inhibicién
de S. pneumoniae frente a la enzima obtenida y la segunda prueba se hizo de
manera similar a la prueba de solubilidad en bilis, colocdndose la enzima
obtenida en presencia de diferentes cepas de estreptococos y en esta prueba
se observé unadisminucién de la turbidéz en el tubo que contenfa S. mutans
(Tablas No. 33 y 34).

-En el producto obtenido la segunda ocasién se lograron hacer las mismas
pruchas que la primera ocasién, pero de la prucbz en caja ademds de
observarseel halo de inhibici6n frenteaS. preamoniae también se vié inhibicién
de otras cepas de estreptococos frente a la enzima obtenida (Tabla No. 34)
y la prueba en tubo también dié un resultado diferente a la primera ocasién
(Tabla No. 33).

-Considerando la variabilidad de los resultados de las dos primeras veces, se
consideré necesario obtener la enzima por tercera ocasién y con la intencién
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de lograr un producto de mejor calidad se hizo una ligera variacién al
método, introduciéndose el uso de fa vibracién ultrasénica descrito por
Shumway y Klebanoff @ para romper las células en lugar de la incubacién
con amortiguador de fosfatos por 1 h a 37°C, ademds el producto obtenido
fuésometidoa liofilizacién con la finalidad de concentrarlo. A este producto
se le hicieron las mismas prueba que a los dos primeros productos obtenidos
ademds de otras; Ias pruebas de inhibici6n frente a diferente estreptococos
se realizaron de manera paralela con el producto de Iz segunda obtencién,
con la finalidad de comparar los productos.

-Una de las pruebas adicionales hechas al tercer producto obtenido fué una
prueba de autolisis descrita por L. Howard ¥, quien definea una unidad de
enzima como la cantidad de ésta que es capaz de causar un decremento de
0.1 unidadesdeD.O.en unintervalode 10 min.Seenconcré que el producte

obtenido en el presente trabajo causaba dicho decremento con 4 ml (Tabla
No. 32).

-Otra de las pruebas realizadas a este tercer producto y que no se le hicieron
a los dos primeros fué su capacidad hemolitica segiin el mérodo descrito por
M.K. Johnson"?, encontréndose que el 50% de hemdlisis se encuentra en
la dilucién 1:4 (Tabla No. 31).

-Se realiz6 otra prueba en caja para este tercer producto en la cual de
incubaronlas cajasen atmésfera de CO, para ver si habiaalguna modificacién
en los resultados, encontrdndose que efectivamente se activa o incrementa
la capacidad autolitica de la enzima en presencia de CO, (Tabla No. 35).

-Considerando el resultado anterior se decidi6 hacer una prueba mds en caja,
en esta prueba se crearon condiciones estrictas de anaerobiosis (método del
pirogalol) yadema4s se probaron de manera simultdnea discos comerciales de
optoquina y bacitracina junto con los discos preparados con autolisina,
enconrrdndose que para la gran mayorfa de las cepas probadas, la autolisina
aumenté sucapacidad de inhibicién en condicionesestrictas deanaerobiosis,

cosa que no ocurri6, de manera general, para los discos con optoquina y
bacitracina.
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Unode los objetivos del presente trabajo fué ver si 1a autolisina era especifica
para Stveprococcous puesmoniae, para lo cual se hicieron las pruebas en tubo y en caja,
previamente descritas. Los discos empleados se prepararon en el laboratorio
cortando discos de papel filtro de 4 mm de didmetro los cuales se esterilizaron y en

el momento de usarse se impregnaron de autolisina con la ayuda de una pinza
flameada.

Aunque solamente se hizo la prueba de hemélisis al tercer producto,
siguiendo una metodologia descrita, cabe sefialar que en todas las pruebas hechas
en caja se observé la capacidad hemolftica del producto al existir zonas de hem6lisis
alrededor de los discos impregnados con autolisina de manera constante.

De loanterior podemos concluir que el producto obtenido es una enzima con
capacidad hemolitica y autolitica pero esta dltima propiedad se ve afectada por la
presencia de oxigeno, es decirque la enzima se inactiva parcialmente; o bien, podria
tratarse de una mezcla de enzimas que acttan por separado, una con capacidad
hemolftica y otra con capacidad autolftica.
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Capitulo 6

Conclusiones

l.1a mejor tempenatura a la cual se conservan viables las cepas de Strgprococrns
presmoniac es a 25°C 6 a ternperatura ambiente hasta por 30 6 40 dfas.

2. De Jos medios estudisdos, se consideran dptimos perz 2 conservacién de cepas
de Streprococcus presmoniae el Caldo Tioglicolato y el Caldo Soya Tripticasa
adicionado de carne fresca y a una concenctracién final de 2.5% de dextrosa.

3. Aunque los medios sélidos dieron lugar al menor niimero colonias posteriores
a las resiembras, las células en estos medios no presentaron variaciones
morfolégicas ni de Gram.

4. g pH no es un parimetro que afecte la viabilidad de las cepas de Strgprococcus
pneumoniae.

5.E productoobtenido a partir de la masa celular de Sereprococens pexmoniae posee
tainto actividad hemolitica como autolftica.

6.El producto obtenido a partir de la masa celular de neumococos es parcialmente
oxigenol£bil, ya que su actividad autolftica se potencié o se activ6 en algunos
casos, en condiciones de anaerobiosis estricta.

7.8 productoobtenidoa partir de Streprococrus puesmoniae conserva sus propiedades
hemoliticas y autoliticas aiin después de 5 meses.
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8.m producto obtenido a partir de Streprococcus pneumoniae resiste temperaturas de
congelacién sin modificar sus propiedades hemoliticas y autoliticas.

9. Lasutolisina de Streprococcus presmoniae no funciona como reactivo diagnéstico

debido a su falta de especificidad y a la falta de reproducibilided en los
resultados.
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Anexo

1. Preparacién de Medios de Cultivo

Todos los medios de cuitivo empleados se prepararon a partir de medios de

culrivo deshidratados formulados por Bioxon y todos los tubos se prepararon con
7 ml de cada medio.

- Caldo BHI: Se suspenden 37 g del medio deshidratado en 1000 mldeagua
destilada y se calienta ligeramente, si es necesario.

- Se esteriliza a 121° C (15 tb) durante 15 min.

- Caldo Tioglicolato: Se suspenden 28.5 g del medio deshidratado en 1000
ml de agua destilada, se mezcla bien. Se aalienta agitando frecuentemente
y se hierve hasta disolucién. Seesterilizaa 121°C(15 Ib) durante 18 min.

De preferencia se prepara el mismo dia que se va a usar porque se oxida
ficilmente.

- Caldo de Soya Tripticasefna + carne fresca + dextrosa 2.5%: Se suspenden
30 g del medio deshidratado en 1000 ml deagua destilada. Se mezcla bien.
Se calienta hasta lograr la disoluci6n. Se esteriliza de 118 a 121° C (pero
no mis de 15 Ib de presién) durante 15 min.

Antesdedistribuiren los cubos se adicioné dextrosa a una concentracién final
de 2,5%,sehizoladistribucién y conla syuda de una espétula curva seagregb a cada
tubo una pequeiia porcién de carne fresca seca, la cual se preparé previamente

picando to més finamente posible carne de res libre de grasa y metiéndose a secar
a una estufa 8 45° C por aproximadamente 2 h.

- Agar BHI: Se suspenden 52 g del medio deshidratado en 1000 mi de agua

destilada, Seremojade 10215 min. Secalienta agitando frecuentemente
v se hierve durante 1 min. Se esteriliza a 121°C (151b) durante 15 min.
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- Agar Sangre: Sesuspenden 40 g del medio deshidratado en 1000 mi de
agua destilada. Se remoja entre 10 y 15 min. Se hietve durante 1 min. Se
esterilizaa 121°C (15 Ib)durante 15 min. Seenfrfaa45-50° Cy seafiade
de 5-10% de sangre desfibrinada estéril.

Se llev6 a cabo la distribucién del medio en los tubos antes de esterilizarlos.
Se enfriaron a la temperatura indicada y se adicionaron 0.5 m) de sangre de carnero

2 cada tubo, en condiciones de esterilidad.

2. Nefelémetro de MacFarland

Se prepararon una serie de tubos de acuerdo con la la siguiente tabla y se ley6
12aD.0.a510nm

BaCl, H,SO, Namero Aproximado de Absorbancia
(ml) (ml) Bacterias (X10%)

0.05 9.95 150 0.0645
0.10 9.90 300 0.134
0.15 9.85 450 0.204
0.20 9.80 600 0.235
0.25 9.75 750 0.284
.30 9.70 900 0.3645
0.35 9.65 1050 0.444
0.40 9.60 1200 0.485
0.45 9.55 1350 -0.565
0.50 9.50 1500 0.581
0.55 9.45 1650 . 0.688
0.60 9.40 1800 0.745
0.65 9.35 1950 i 0.824
0.70 9.30 2100 0.846
0.74 9.25 2250 0.912
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Se graficaron los resultados para poder calcular el Niimero Aproximado de
Bacterias de los cultivos de Streprococcus pnesmoniae.

3. Preparacién de Soluciones Amortiguadoras

Fosfato de Sodio 0.2 M, pH 6

119.99 g de NaH,PO,
23.99 g de NaH,PO,

141.95 g de Na, HPO,

28.39 g de Na, HPO,

Fosfato de Sodio 0.01 M, pH 6

138.0 g de NaH,PO,
1.380 g de NaH,PO;

141.95 g de Na,HPO,

1.4195 g de Na,HPO,

4. Curva de Hemélisis

1L.0M
0.2M

1.0M

0.2 M

1.0M
0.01M

oM
0.01

Se prepararon una serie de tubos de la siguiente manera para obtener la curva
de hemélisis necesaria y asf encontrar los % de hemélisis correspondientes a la
enzimaobtenidaa partir deS. pmesmoniae. Seley61aD.0.a 541 nm contrd un blanco

de Solucién Salina,

Susp. Erit. 3% Sol. Salina Agua Hemélisis D.O.
(ml) (ml) (ml) (%)
3.0 - 3 100 1.912
2.25 0.75 3 75 1.3725
1.5 1.5 3 50 1.0600
0.75 2.25 3 25 0.663
0 3.0 —_ 0 _—
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