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Introducción 

L 
as neumonías continúan siendo una de las principales 

. 

causas de muerte, aunque la recuperación es factible con el 
inicio oportuno de la terapéutica, en México son respon
sables de más de 30,000 muere es anuales,de las cuales poco 
más del 50% ocurren en menores de un añoU6>. La incidencia 

calculada de esta enfermedad varía extraordinariamenre con la edad de la persona, 
con el hecho de que viva o no en condiciones de hacinamiento y con su ocupación. 
La fuente de contagio la constituyen principalmenre las secreciones nasales y 
bucofarfngeas de personas infectadas. El mecanismo de transmisión es el contacto 
directo y el período de contagiosidad es muy variable dependiendo del agente 
etiológico causante de la neumonía. Los principales agentes etiológicos son:CIG.2ll 

1.- Virus 
-Influenza 
-Parainfluenza 
-.Adenovirus 
-Rinovirus 

2.- Bacterias 
-Neumococo 
-Estreptococo 
-H. influenzae 
-Klebsiella JmeNmoniae 
-Escafiloc<xo 
-E. coli 
-Otras bacterias Gram negativas 
-Mycoplasma pneumoniae 

3.- Otros 
-Toxoplasma gondi i 
-Histoplasma rapsulatum 
-Coccidiotks imitis 
-Pneumocystis carinii 



Existen otros agentes como los del Sarampión, rubéola, tifoidea, etc., que son 
causantes de neumonía, pero en forma secundaria. Sin lugaraduda, entre los agentes 
bacterianos más frecuentes, están los cocos Gram positivos; sin embargo, los bacilos 
Gr¡im negativos son de mucha importancia, particularmente en grupos de población 
de bajos niveles de vida, mal saneados y con desnutrición prevalente.0 6J 

Entre 40 a 70% de los adultos son portadores sanos de neumococos de uno 
o más tipos serológicos, aunque este estado no es permanente y el número de ellos 
es mayor en el invierno. La infección por neumococos es, en última instancia 
exógena, pero en la práctica puede considerarse endógena en la mayoría de los 
enfermos, ya que aunque el neumococo se encuentra muy a menudo en sujetos 
sanos, puede volverse patógeno bajo la influencia de diversos fii.ctores predisponen
tes,desenc:idenando la enfermedad; asimismo, existen ciertos riposde neumococos 
que son responsables de síndromes graves de origen exógeno<G.7 >. 

Aunque la neumonía lobar es la infección neumocóccica más importante en 
el hombre, los neumococos pueden atacar casi todos los órganos y tejidos bajo 
determinadas circunstancias. Las enfermedades neumoc6ccicas primarias de las 
vías respiratorias superiores, incluyen la sinusitis y la otitis media, de ésta última 
existe una revisión<10> en la cual se reporta que cerca del 70% las ocasionan bacterias 
que también sedettctan en la faringe del paciente y Streptoctxr'.1spne111noniae se considera 
como el agente etiológico de mayor incidencia, causante de cerca del 85% de todos 
los casos. Las enfermedades progresivas de los senos mascoideos y respiratorios se 
extienden, en ocasiones, hacia el espacio subaracnoideo, causando meningitis 
neumocóccica, la cual sigue siendo un problema grave por su elevada mortalidad. 
El neumococo constituye la segunda causa de meningitis bacteriana en adultos, 
además puede producir paroridiris, conjuntivitis, peritonitis y gran variedad de 
afecciones. Entre las complicaciones y secuelas de la neumonía por neumococos, se 
rienen las inflamaciones de pleura y pericardio. La neumococcemia es muy 
frecuente; en una serie de casos a lo largo de 14 años, se encontró septicemia en 
22.8% de los casos<6.7.9l. 

La mortalidad por neumonía neumocóccica no tratada es relativamente alta, 
y demuestra el gran poder patógeno de esta bacteria cuando llega a los pulmones. 

Los factores que participan en la aparición o en la gravedad de las infecciones 
neumocóccicas son: la edad, el sexo, la raza, el hecho de vivir en condiciones de 
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hacinamiento, la ocupación del individuo, el enfriamiento del cuerpo, la 
inhalación de anestésicos irritantes, las infecciones por virus gripal, la estasis 
pulmonar, el alcoholismo y la diabetes<69l. 



1 

2 

Objetivos 

Determinar cuáles son las condiciones óptimas para la conservación 
de cepas puras de Strtptococccus ¡metJmoniae. 

Determinar la capacidad y la especificidad de la aurolisina 
nt::wnoc&cica para US:lrse como r!!2ctivo di~gnósricn. 
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Capítulo 1 

Generalidades de 
Streptococcus pneumoniae 

1.1 Historia y Taxonomía 

Reino: Procariocae 
División: Bacterias 
Parce: Cocos Gram posicivos 
Familia: Streptococcaceae 
Género: Streptococcus 
Especie: pneumoniae «> 

El neumococo fue descubierto independiencemence en 1881, por Pasteur en 
Francia y por Scernberg en Estados Unidos. Quizá ninguna ocra bacceria tuvo canea 
importancia como ésca en el desarrollo cemprano de la Inmunología y la Genética 
Molecular. Losescudios sobre la neumonía neumocóccicafueron el punco de partida 
para la serotipia específica, ya que el reconocimiento de los discincos cipos 
serológicos de neumococo a partir de 1910, condujo a la obtención de sueros anci 
específicos, que constituyeron el tratamienco fundamencal para las enfermedades 
infecciosas hasca el descubrimienco de los antibióticos. Posteriormence, las 
invescigaciones sobre la transformación de los neumococos aportaron las pruebas 
inicia.les <le que sólo ei ADN es el portador de la información genécica.<6·7 •9•

21> 

Desde su descubrimienco, este pequeño micrococo ha recibido diversos 
nombres: Micrococcus larueola111s, Micrococcus pneunumiae, Diplococc11s pnmmoniae o, 
más brevemence, neumococo. Aunque escán estrechamence ligados con los 
estrepcococos, hasta hace poco tiempo algunos investigadores lo tenían situado en 
un género aparte, Diplococcus; sin embargo, la clasificación actual de Bergey los 
incluye como una especie del género Streptococcus, siendo el nombre formal menee 
aceptado en la actualidad el de Streptococcus pneumoniae <9~ 1>. 



Se emplean dos nomenclaturas distintas para los tipos de neumococos: el 
sistema Danés, que es una ampliación del sistema de Cooper, en el cual se agrupan 
tipos serológicamente relacionados para formar subtipos; y el sistema preparado 
por Eddy bajo los auspicios del Servicio de Salud Pública de Estados Unidos y la 
Asociación Estadounidense de Sanidad Pública, en el cual los cipos diferenciables 
reciben números seriados, cualesquiera que sean sus relaciones anrigénicas<9>. 

1.2 Morfología y fisiología 

En su forma más caracceríscica, los neumococos son cocos pequeños, Gram 
positivos, en furma 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 más corcas que las deSmjJtocrJCCUS pyogt:11é5. Su tendencia 
a formar cadenas aumenta cuando crecen en medios artificiales y desfu.vorables, par-. 
cicularmente a concentraciones bajas de Mg+ +.Aunque son Gram positivos en la fase 
exponencial de crecimiento, al envejerer los cultivos se pueden volver Gram negativos 
de modo progresivo, debido a la acción de enzimas aurolfcicas, las que después de 
transformar el Gram, causan su lisis<'il>. 

Los neumococos furman en agar sangre colonias pequeñas, de 0.5 a 1.5 mm 
de diámetro, redondas, brillantes, no pigmentadas, al principio cupuliforn:ies, que 
más carde desarrollan una depresión central con bordes elevados, debido a la 
autolisis. Presentan alfa hemólisis, por lo cual se pueden confundir con las colonias 
alfa hemolíticas de Streptocomu del grupo viridam. Las colonias que crecen en la 
profundidad del agar son ovoides<S. •"l. 

Cualquier atlcívo de neumococos contiene algunos microorganismos inOlpaa:s<le 
producir polisacáridos capsulares, dando lugar a oolonias rugosas. Sin embargo, la 
mayoría son bacterias productoras de polisacáridos capsulares, produciendo colonias 
lisas. I.as variantes lisa y rugosa que se observan en los neumococos, también se observan 
en muchas otras bacterias. Existen colonias intermedias entre escas variantes, pero el 
neumococo solo resulta virulento en la forma lisa. En la morfología microscópica, el 
cambio de liso a rugoso se traduce por pérdida de la cápsulal9l. 

En cultivos lfquidos, la mayor parce de las cepas capsuladas presentan un 
crecimiento difuso, tendiendo a sedimentar cuando el medio se vuelve ácido; las 
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cepas no capsuladas, en especial las que tienden a formar cadenas, muestran un 
crecimiento granular, del que resulta una sedimentación rápida<"l. 

El neumococo es un microorganismo fuculcacivo y loslfmicesdecemperarura para 
su cultivo son de 25º 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 óptima de 7.8. Sus 
requerimiento energéticos son aporcados fumencalmence por fermentaciones de cipo 
ácido láctico, por lo que se clasifican, junto con los estreptococos que se agrupan en 
c:idena, como bacterias acidoláct:iCIS, Es una bacteria no móvil, no esporulada, que no 
posee cacalasa ni peroxidasa y está provista de unaescrucrura muy imporcance, lacápsula. 
Li llamada solubilidad en bilis es una caraccerfstica prácticamente constante, aunque 
varfa de intensidad según le cepa de que se trate. la quiniM y elgunos de sus derivados, 
comoeldorhidratodeecilhidrocupreínauoproquinacienenaccividadancineumoc6ccica, 
así como el fenol, el cloruro mercúrico y los antisépticos ordinarios.G~u 

La fermentación de la inu1ina permite diferenciar algunos neumococos de los 
estreptococos del grupo viridans, pero no se considera una prueba específica debido 
a que sólo el 40 a 60% de las cepas la fermentan. 

Las siguientes son características bioquímicas del neumococo en fase S, pero 
debido a la facilidad con que estos microorganismos pasan de esca fa~ (cepa lisa) a 
fase R (cepa rugosa) no se usan para su identificación:<6> 

-No fermenta polialcoholes ni pentosas 
-Acidifica y coagula la leche tornasolada, pero no la reduce 
-Licúa la gelatina 
-Coogula e! suero 
-Es indo!(+) en agua pepconada 
-No reduce nitratos 
-Fermenta sacáridos sin desprendimiento de gas y con producción de 

mucho ácido láctico, algunos ácidos volátiles y alcohol etílico. 

1.3 Composición química y antigénica 

Mosser y Tomaz identificaron los dos principales componentes 
macromoleculares de la pared celular de Streptococcus pneumoniae (18) Uno, el 
pepcidoglicano, está compuesto por glucosamina, ácido murámico, lisina, alanina 
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y ácido glutámico. El otro componente, el ácido teicoico contiene O-glucosa, 
galactosamina, fosfato, colina y diamino trideoxihexosa y es considerado como el 
antígeno C-polisacárido. Aunque los neumococos no están incluidos dentro del 
esquema de l.ancefield, comparren un anrígeno somático común, un ácido teicoico 
ribitol de la pared celular, que es inmunológicamenre idéntico en todos los 
neumococos. A diferencia del grupo A de estreptococos, en el cual los tipos se 
diferencfan en base al antígeno proteico M de envoltura, los tipos de neumococos 
se distinguen por poseer carbohidratos específicos capsulares, conocidos con el 
nombre de sustancia específica soluble o SSS. En Ja actualidad se conocen 85 tipos 
de neumococos, los cuales también conrienen un antígeno envolvente, semejante 
a las proteínas M de los estreptococos del grupo A; aunque en los neumococos escoas 
proteínas no son antifogocfticas ni los Ac. frente a ellas son protectoras como en el 
curso de las estreptpcpccocas, sin embargo, estos antígenos no se utilian para 
tipificar, ya que la presencia de la SSS enmascara la aglutinación, por lo cual los 
sueros antineumococos capsulados son claramente específicos de tipo. 

Freeman menciona que <22l los esrudios de Dochez y Gillespie, en 1913, 
demostraron que los neumococos encontrados en los casos de neumonía lobar 
podían dividirse en cuatro grupos llamados tipos l, 2, 3 y grupo IV, los tipos 1, 2 
y 3 se encuentran en la mayor parre de los enfermos de neumonía y producen las 
infecciones más graves, teniendo características inmunológicas específicas, en tanto 
que el grupo IV es inmunológicamente heterogéneo00• 

I.ascápsulasneumocóccicasestánoompuestasporgrandespolímerosdepolisacáridos, 
los ruales son antigénicos e inicialmente provocan una respuesta de células B. 

También se han descrito tres tipos diferentes de anrígenos somáticos. Dos de 
ellos, el antígeno R, poco conocido, y Ja sustancia C, que es un hidrato de carbono, 
son específicos de especie. El tercero es una proteína cipoespecífica (antígeno M), 
que es inmunológicamente independiente de los polisacáridos capsulares 
tipoespecfficos y no es anrifagocítica (7,2ll, 

1.4 Productos celulares 

El neumococo produce algunas sustancias tóxicas, pero nunca se ha 
demostrado que produzca alguna exotoxina análoga a la del bacilo diftérico· o 
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teúnico a pesar de la aparición de intoxicaciones graves en algunos casos de 
infecciones neumocócciCllS en el hombre.0 ·9> 

Dentro de las toxinas producidas por este microorganismo existe una 
hemolisina ftltrable que actúa sobre eritrocitos de carnero, cobayo y hombre, 
llamada neumolisina, responsable de la alfa hemólisis que se observa en agar sangre. 
Esca hemolisina neumocóccica parece tener propiedades letales y dermotóxicas y 
se relaciona inmunológicamenre con un grupo de toxinas citolfticas similares entre 
sí, sensibles a colesterol y oxigmolábiks, dentro de las que están incluidas la 
estreptolisina 0, la toxina tetánica 0 y la cereolisina.0•9• Ul 

El neumococo también produce una leucocidinasa y una sustancia 
necrosante, similar a la que elaboran algunos estafilococos. Muchas cepas producen 
hialuronidasa, especial menee cuando se desarrollan en presenciade ácido hialurón ico. 
Durante la aucolisis también liberan una sustancia productora de lesiones purpúri
cas que causa hemorragias cutáneas e in cernas cuando se inyecta a conejos, algunos 
investigadores la han descrito como no antigénica, y parece ser un producto de 
desdoblamiento de una proteína neumocóccical9l. 

También se conoce la particularidad de los neumococos de sufrir aucolisis, 
debido a la acción de una enzima autolítica. Aunque no se han definido los 
mecanismos moleculares que producen la activación de esta enzima, ésta aparece 
después que el cultivo inicia la fase estacionaria de crecimiento y el proceso 
aucolftico se estimula por medio de agentes censoactivos, tales como sales biliares 
(en especial el desoxicolato de sodio) e inclusive, por detergentes. La enzima 
aucolítica es una L-alanino-muramil-amidasa. Experimentos descritos indican 
que la lisis de neumococos por desoxicolaco, ocurre a través de la participación de 
esca enzima. El componente colina del ácido ceicoico juega un papel clave en la 
sensibilidad determinante de la enzima aucolfcica<l>. •a. 21>. 

Aunque los preparados de escas sustancias parecen aumentar la virulencia 
de cepas relativamente avirulentas cuando se inyectan en forma simultánea, dicha 
virulenciadependedireccamentedel carbohidratoantifagocícicocapsular de la SSS 
y de su invasividad. Aunque no existen pruebas de que ninguna de escas sustancias 
desempeñe un papel en la patogenia de las infecciones neumocóccicas, es posible 
que en los estadíos terminales se produzca una toxina letal in vÍf/o, análoga a la del 
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ántrax, que origine algunos efectos tóxicos, pero la causa real de las infecciones 
neumocóccicas letales, permanece desconocida (7.9J. 

1.5 Patogenia 

Los neumococos son transmitidos principalmente por secreciones de boca y 
vías respiratorias alcas, mediante concacco directo. 

Siendo frecuente el estado de portador (arriba del· 60% de las personas 
examinadas albergan neumococos en las vías respiratoriassuperiores),los neumococs 
pueden desencadenar una infección cuando la resistencia baja lo suficiente. No se 
sabe por qué algunos portadores no sufren neumonía, pero al parecer el pulmón 
normal es muy resistente a esca infección. En gran parce, la resistencia a infecciones 
neumoc6ccicas es cosa de predisposición individual y aunque la inmunidad específica es 
de poco valor para ésta, el complejo de factores que ammpallan el estado de salud tiene 
enorme importancia en la aparición y la gravedad de estas infecciones: <•. 9, 12> 

l) La edad: las neumococcias son, ante codo, afecciones de las edades 
extremas (niños y adultos por arriba de los 50 años). 

2) El sexo: El hombre es atacado con más frecuencia que la mujer, pero el 
embarazo favorece la aparición de neumonía con ahorco en 2/3 de los casos. 

3) La raza: Se conoce la gravedad de Ja neumonía en Jos anglosajones y los 
sujetos de = negra; la forma septicémica es frecuente en los asiáticos. 

4) Otros fuctores: La diabetes, el alcoholismo y las infecciones virales de vías 
respiratorias alcas, así como los descensos súbitos de temperatura y la 
exposición prolongada al frío son f.ictores que fuvorecen la infección por 
neumococos. También el cansancio y los trastornos del drenaje respiratorio 
mmo en lo;; paciemes encamados, fumadores inveterados y personas que han 
inhalado irricances tóxicos, son faccores que predisponen a las neurnococcias. 

Aunque la neumonía lobar es la enfermedad neumocóccica más importante 
en el hombre, los neumococos no siempre quedan localizados en el pulmón, ya que 
pueden emigrar por las vías nasales o distribuirse a través del sistema vascular a 
distintas regiones del organismo hasta crear otros focos de infección, pues ya se sabe 
que casi todos los órganos o tejidos pueden ser atacados por este microorganismo 
bajo determinadas circunstancias. o.<,9J 
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En ocasiones, la neumonía neumoc6ccica puede revestir un aspecto 
epidémico. El· estudio de una epidemia mostró que el factor fundamental era el 
estado de portador y el predisponence, la frecuencia de enfermedades respiracorias 
no bacterianas. La exietencia de pequeñas "epidemias", llevó a algunos autores a 
defender la teoría de la infección exógena, sin embargo, aunque las epidemias de 
neumonía neumoc6ccica son raras y su morbilidad baja, es muy probable que la 
mayor virulencia de algunos cipos de neumococo actúe como factor selectivo para 
la distribución de los mismos en esca clase de infecciones. <9. 12• 19> 

La virulencia es el poder y la capacidad que tiene un microorganismo de 
multiplicarse en un organismo dado. En el caso de Strep1ocoam pnemnuniae, la cápsula 
juega un papel determinante con relación a la virulencia del mismo, así, los neumococos 
sobreviven y causan enfermedad, principalmente, debido a su cápsula. Se desconoce el 
mecanismo por el cual ésta interfiera con la fagocitosis, pero una vez que los neumococos 
pierden la cápsula pueden ser fagocitados y descrufdos fácilmente. <9.>I. 16> 

No se ha dilucidado la importancia de Ja neumolisina en la patogenia de las 
infecciones neumoc6ccicas, pero los primeros informes indican que podrfa inhibir 
las propiedades antimicrobianas de los neutrófilos y la actividad opsónica del 
suero. (2ll 

1.6 Requerimientos nutricionales y medios de cultivo 

los neumoaxns son microorganismos exigentes y sus necesidades nutricionales 
son complejas debido a la gran variedad de tipos serológicos de este microorganismo. Es 
bastante unifurme la necesidad de añadir a las medios para su cultivo, colina y ácido 
nicocínico y pantoténico; algunas cepas requieren biotina y ácido ascórbico, 
ocasionalmente el desarrollo se estimula por la edición de purinas y pirimidinas. las 
necesidades de aminoácidos son complejas y varían mucho de una cepa a otra. <6• 7• 9> 

El mejor medio líquido para el cultivo de neumococos es el caldo elaborado 
con carne fresca, con un l 0% de suero o sangre y a un pH final de 7 .4 a 7 .8. Para 
lograr un crecimiento masivo, se prepara un medio rico en glucosa, con lo cual se 
logra simultáneamente la producción de cápsula pero controlando constantemente 
el pH. Otro factor muy importante para intensificar el desarrollo, es una atmósfera 
de C0

2 
al 5 o 10%. C7.9l 
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Para el aislamiento de neumococos se recomienda el uso de agar BHJ, el cual 
logra mantener uniforme la antigenicidad y algunos caracrerfsticaas serológicas, 
pero si se desean determinar reaccciones hemolíticas típicas, se puede usar como 
base para el agar sangre, la tripcicasefna, ya que es un medio neutro o escasamente 
alcalino, por lo que se recomienda para el cultivo de neumococos y otros microor
ganismos generalmente ¿onsiderados como difíciles de cultivar. Cl. 7.1> 

Para evitar la oxidación de los medios líquidos, se allade un agente reductor 
como la cistefna o el tioglicolato, esto es importante ya que la oxidación del medio 
inhibe el creciiniento de los neumococos. 0 •61 

Para mantener la virulencia de una cepa de neumococos, se recomien<la 
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 acumulación de pec6xido de hidc6geno, siendo la más 
adecuada, los eritrocitos. <6> 

Cuando la muestra biológica que presunaunenre contiene neumococos es sangre, 
se debe hacer un cultivo en caldo glucosado amortiguado, con carne de remera. 

1.7 Identificación 

El neumococo presenta dos etapas esenciales para realizar el diagnóstico 
microbiológico: <6• t6J 

1) en lo:; pruductc=: p:ltolégkc=: tcm::.do:; direct2.m.ente de! C!'~nismo o bien 
en los cultivos jóvenes obtenidos en medios amortiguados y enriquecidos, donde 
01racreósticamente son diplococos capsulados que dan lugar al crecimiento de 
colonias tipo S, pequeñas y transparentes; es virulento para el ratón y su 
identificación por pruebas bioquímicas es fácil, 

2) en cultivos de varios días y en ocasiones desde la primera resiembra, donde 
el microorganismo ha perdido su cápsula y su agrupamiento característico y 
aunque el cultivo es más abundante, las colonias son de tipo R; se ha perdido la 
virulencia para el ratón y la mayoría de sus propiedades bioquímicas son inespeclficas. 
Aquí, se hace necesaria la inoculación de un ratón para obtener neumococos que sean 
fácilmente identificables. 
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Las pruebas que se usan para la identificación de Strtpttx:tx:íMI pneumoniae son 
las siguientes: 0 •5•6·" 9• 1~• 17l 

+ Tmci6n de Gram: Se observan .diplococos Gram positivos de 0.5 a 1.0 
micras, lanceolados, o en cadenas cortas de 4 a 6 elementos -como mbimo
de aspecto rígido. 

~ Tinci6n de cápsula: Generalmente, la cápsula se pone de manifiesto por 
medio de una coloración negativa. Existen varios métodos, pero el más 
común es el de la tinta china, donde se oberva tocio el fondo obscuro y los 
diplococcos se ven como zonas claras, ya que no toman la coloración negra 
debido a su cápsula. Otro método es el del rojo congo, donde a<lcm:!.s del 
colorante, se usa un mordiente, pero al igual que con la tinta china, las 
cápsulas no roman color alguno y los diplococos se observan en un fondo rojo 
marrón. Existen orros métodos más y al hacer la observación se ven los 
neumococos sin color con el fondo del colorante usado. 

+ Observación de alfa hem6lisis en 38at sangre: Los neumococos dan lugar 
a colonias brillantes, redondas, no pigmentadas, alfa hemolíticas, con un 
diámetro de O. 5 a 1.5 mm en agar sangre. Cuando estas colonias envejecen, 
sus ceneros se deprimen por la autolisis. 

+ Solubilidad en bilis: Para realizar esta prueba que pone de manifiesto la 
activación de las enzimas autolíticas. se deben inocular 2 6 3 colonias 
sospechosas en caldo Todd-Hewict, soya tripticaseínao BHI, incubar a 37"C 
durante 18 h aproximadamente. Tomar O.) mi del culcivo y si es ncce~rio 
ajustar el pH a 7 con NaOH lN, posteriormente, añadir º·' mi de 
desoxicolato de sodio al 2%, incubar a 37"C y examinar periódicarnence 
durante 2 h si se presenta aclaramienro del rubo indica una prueba(+). Esta 
prueba también se puede llevar a cabo usando una suspensión de células de 
colonias sospechosas en solución salina, la cual debe de tener una turbidez de 
0.5 a 1 en la escala de McParland. La prueba se efectúa de la manero ya 
descrita. También se puede detectar la solubilidad en bilis sobre agar, si 
previamente se tocó una colonia aislada con una asa conceniendodesoxicolaco 
e incubando a 3 7"C durante 30 min. l.as colonias de neumococos desaparecen 
dejando sobre el agar sangre un área de alfa hemólisis. 



+ Sensibilidad a optoquina: El clorhidrato de etilhidrocupreína, mejor 
conocido como optoquina, es una sustancia antibacceriana, relativamente 
específica contra neumococos, por lo que se usa para la identificación de éstos. 
En un cultivo de 18 a 24 h al que se le colocó posterior a la siembra en 
gelosa sangre un disco con opcoquina, se observa el halo de inhibición que 
se produce sobre el crecimiento bacteriano; se considera que el microorganismo 
es sensible a laopcoquina,si el halo de inhibición es de 14 mm cuando se usó 
un disco de 6 mm o de 16 mm si se usó un disco de 10 mm. 

+ Reacción de quellung o de hinchamiento capsular: Esta prueba se basa 
en el hecho de que si se mezclan bacterias capsuladas con anricuecpos 
específicos de cipo, la cápsula se "hincha", es decir, cuando los neumococos 
se tratan con su suero homólogo, el antipolisacárido se cumbiná con el 
polisacárido capsular y la cápsula se vuelve refráctil: el cambio del índice de 
refracción, hace que la cápsula parezca hinchada, y se hace más visible. Esca 
reacción, al igual que ocras de precipitación de polisacáridos, se inhibe por 
exceso de antígeno. 

Antes del uso de los antibióticos, esta prueba se hada para saber especí
ficamente el tipo de neumococo causante de la enfermedad, para usar como terapia 
el suero específico, en la actualidad se puede emplear un suero que contenga 
anticuerpos contra codos los tipos de neumococos (suero omnivalente) para la 
identificación precisa del neumococo. 

+ Inoculación de ratón blanco: Esta prueba se realiza comando en cuenta la 
extrema sensibilidad que muestra el ratón blanco a la inoculación con 
neumococos virulentos, para la pueba se inocula en el peritoneo de un nnón 
blanco, esputo lavado y suspendido en suero fisiológico estéril. Con cepas 
virulentas de neumococo, el animal muestra signos de enfermedad en 5-8 h, 
al hacer la necropsia, el examen microscópico del exudado peritoneal permite 
observar muchos diplococos encapsulados. 

+ Otras puebas: Para la identificación de neumococos también pueden 
emplearse pruebas de aglutinación y precipitación. Mediante la 
contrainmunoeleccroforesis se detecta igualmente el polisacárido capsular 
ancigénico en el esputo procedente de pulmones infectados por neumococos, 
aún cuando el cultivo no muestre al microorganismo. 
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Capítulo 2 

Autolisina 

2.1 Composici6n química 

La enzima autolítica de Strtptoroccus pnetmwniae es una N-acetil-mutamil-L
alanina-amidasa, la cual divide la unión entre el ácido murámico y la alanina de la 
porción pepcidoglicana de la pared celular. <18

-'
1> 

Se ha demostrad o que las autolisinas son factores importantes en la destrucción 
de las bacterias por antibióticos. La destrucción de células neurnocóccicas no 
autolfticas, se llevó a cabo en un tiempo mucho mayor, en presencia de penicilina, · 
D-cicloserina o fosfomicina, que cuando las células eran capaces de autolizarse.1131 

MosseryTomazreportaronquelasparedesquesesolubilizaronconlaenzima 
autolftica, dieron una fracción pepúdica de bajo peso molecular, la cual contenía 
principalmente, alanina, ácido glucámico y lisina (pero no aminoazúcares) y una 
fracción de alto peso molecular, que consistía del polímero del ácido teicoico y el 
polímero sacárido deficiente de aminoácidos de la porción terminal ·del 
peptidoglicano. Por lo canto, la principal actividad aucolítica de sus preparaciones 
enzimáticas, provenía <lt: un.;. amid!!S!!, que eliminó la cadena peptídica del 
polisacárido del pepcidoglicano. <18> 

La colina del ácido teicoicojuega un papel clave en la sensibilidad determinante 
de la enzima autolítica, ya que se observó que preparados celulares de neumococos 
en los que se reemplazó la colina de la pared celular por etanolamina, eran 
tocalmente resistentes a la acción de la enzima autolítica.<'Bl 

La importancia fisiológica de las macromoléculas conteniendo colina, se 
manifiesta por el hecho de que los neumococos la requieren nutricionalmente; 
además, cuando la etanolamina análoga reemplaza a la colina en la pared celular de 
la bacteria, ésta desarrolla una serie de anormalidades fisiológicas: las células hijas 
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no se separan al final de la división celular, y las células pierden su capacidad de 
llevar a cabo la transformación genética, no se autolizan en la fase estacionaria de 
crecimiento y se hacen resistentes a la lisis inducida por detergentes<••. " 1• 

2.2 Extracción de la enzima autolítica de 
Streptococcus pneumoniae 

Existen varios métodos para la extracción de enzimas bacterianas, a 
continuación se describen dos de ellos: 

1.- Método de Howard y Gooder:<13> Las células obtenidas de 1.5 1 de un 
cultivo en caldo Todd-Hewitt suplementado con 0.5% de glucosa, se lavan dos 
veces en solución salina a 4ºC y se suspenden en 50 mi de fosfato de sodio 0.2M, a 
pH 6. Se lleva a cabo la autolisis en 1.5 ha 37'C obteniéndose la fracción soluble 
del autolizado por centrifugación a 29,000 rpm durante 30 min. El sedimento se 
suspende en 50 mi de amortiguador de fosfatos y se centrifuga, el sobrenadance se 
junta con la primera fracción soluble. Todos los pasos resrantes se hacen 4'C y las 
centrifugaciones son de 20 mina 12,000 g. A los 100 mi de extracto crudo se le 
añaden 4 mi de sulfato de estreptomicina al 20% con agitación constante. Se 
continúa agitando durante 30 min y se centrifuga. El material insoluble se desecha 
y se añade a la fracción soluble sulfato de amonio sólido, a una concentración final 
de 40% de saturación. Después de 30 min se colecta el precipitado por 
centrifugación, mismo que se disuelve en 1 O ml de fosfato de sodio O.O 1 M a pH 
6, con ;::.gitzdén con~t::.cte se :?...ñ..2den 5 ml de 1-hurnnol. Se continúa agitando 
durante 15 min y se centrifuga. La fase acuosa se dializa coda la noche contra l litro 
de fosfato de sodio 0.01 M a pH 6. La actividad enzimática es estable a 4"C durante 
varias semanas. La precipitación con sulfato 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 purificación. 

2.- Método de Mosser y Tomazs: º"' Se cosechan por centrifugación las 
células de un cultivo en fase exponencial, se lavan y se resuspenden en O.O 1 volumen 
de amortiguador de fosfatos-solución salina, conteniendo 0.002 M de mercap
toetanol. Se añaden 0.5 a 1.0 mg/ml de DNasa pancreática y de 0.03 a 0.1 % de 
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desoxicolato, a una suspensión de 5 x 1010 bacterias por 5 mi. La suspensión se 
incuba a 3 7"C, hasta lograrla máxima clarificación, !oque sucede entre 10 y U mio. 
Esta suspensión clarificada se centrifuga 10 mio 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-7 5, de 3 x 40 cms, usando como el u yente un amortiguador 
de fosfatos solución salina, conteniendo mercaptoetanol 0.002M, este paso se 
realiza en el cuarto fdo para ' remover el desoxicolato. La enzima se conserva 
durante varios meses a 4'C, sin pérdida detectable de la actividad autolftica. 

2.3 Caracterización y propiedades de la enzima 

En el trabajo publicado por Howard y Gooder, n3> se encuentra que algunas 
de las características de la enzima autolítica de Streptococcus pruu11Wniae y cómo 
se demostraron, se ve a continuación: 

l.- Efecto del pH sobre la actividad de la enzima: Para demostrar esto, se 
suspendieron paredes celulares de neumococos liofilizadas en fosfato de sodio O.O l 
M conteniendo NaCI O.lM a diferentes pH , en un rango de 5.5 a 8.0. La 
autolisina se diluyó en amortiguador y se registró el decremento de la D.O., en 
un intervalo de 10 mio para cada valor de pH. El mayor decremento de turbidez 
se logró a pH 7 .O. 

2.- Efecto de la concentración de diferentes sales sobre la actividad lftica: Se 
proból:i.:i.crividad lfticHn fosfaro de sodio O.O l M, a pH 7 .O conteniendo diferentes 
cantidades de NaCI. La medida de la lisis observada e~ donde había mayor cantidad 
de NaCI, fue aproximadamente 50% más que cuando la lisis ocurrió en fosfato de 
sodio 0.01 M solo. 

La escimulaciónde laaa:ividad por KO también se observó entre 0.01 y 0.025 M 
y fué idéntica a la estimulaci6n por NaCI arriba de 0.1 M. 

La actividad lítica ro fue atecrada por MgCl, al 0.01%,pordalxirolarodenlio 
al 0.1 %. ni por ecanolamina 0.01 ó 0.1 M. 

Concentraciones de colina en 0.02 a 0.05 M causaron alrededor de 50% de 
decremento en la medida de la lisis. 
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3.- Distribución de actividad autolítica en fracciones celulares: Se leyó la 
cantidad de actividad lítica en la fracción citoplasmática, en el líquido del 
lavado de ~edes en salina y agua y en paredes aucoli:r.adas. 

Se separaron por centrifugación las paredes y la fracción citoplasmática de 
una suspensión de células lisadas. Las paredes sedimentadas se suspendieron en 
solución salina y se dividieron en 2 muestras iguales. Cada muestra se sedimentó 
y el Hquido sobrcnaclante se guardó (marcándose como primer lavado de 
paredes). Una de las muescras se suspendió y se lavó 2 veces en salina y el líquido 
de los lavados se guardó (marcándose como lavado con salina l y 2). La otra 
muestre de paredes se suspendió y lavó 2veces en agua desioni:zada y el líquido 
del lavado se guardó ( marcándose como agua de lavado l y 2). Ambas 
preparaciones de paredes lavadas finalmente se suspendieron en fosfato de sodio 
0.1 M a pH 7, a 3 7° C. Las paredes lavadas en agua se lisaron sólo después 
de 3 h de incubación. 

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

:,. 
' Fraéción probáda. .•.'"·"."Y'"'' uá.idades de E~irDa 

Citoplasma 20.S 
Primer lavado de paredes 
celulares 2.0 
Lavado con salina l 0.7 
Lavado con salina 2 menos de 0.4 
Lavado con agua l 4.2 
Lavado con agua 2 8.4 
Lisado de paredes celulares 
lavadas con salina 6.9 
Lisado de paredes celulares 
lavadas con agua menos de 1.2 

De la tabla anterior se deduce que se eliminó la actividad autol!tica de 
las paredes durante los lavados con H

2
0 descilada y que alrededor del 50% de la 

actividad se encontraba en la fracción citoplasmática. 
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4.- Poder de reducción de paredes durante la lisis: Las paredes neumoc6ccicas 
a una concentración de 1.5 mg/ml se incubaron con autolisina durante 90 min y 
se determinó el poder de reducción de la mezcla y la turbidez a intervalos 
periódicos. Hubo un decremento de la turbidez en aproximadamente un 60% 
después de la incubación, pero no hubo cambio detectable en el poder de 
reducción de las paredes, así como tampoco cwmdo se incubaron Las paredes o la 
autolisina solas a concentraaciones similares a las de la mezcla. 
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Capítulo 3 

Parte Experimental 

3 .1 Material 

3.1.1. Material de uso común en el laboratorio 
Cajas de Pctri 
Celdas para espectrofotómetro B & L 
Gradilla metálica 
Matraces Erlenmeyer de 125, 250, 500 y 1000 mi 
Matraces con tap6n de rosca de 125, 250 y 1000 mi 
Matraces aforados de 50, 100 y 1000 mi 
Pipetas graduadas de 1, 5 y l O mi 
Pipetas Pasteur con bulbo 
Probetas de 25, 100, 500 y 1000 mi 
Termómetro Taylor de -10 a 200" C 
Tubos metálicos con tap6n para ultracentrífuga 
Vasos de precipitado de 125, 250 y 500 mi 
Tubo de ensaye de 13 x 100 mm y de 16 x 150 mm 
Tubo de ensaye con tap6n de rosca de 16 x 150 mm 

3.1.2. Equipo 
Autoclave (Equipar S.A.) 
Balanza Analítica (Sartorius) 
Balanza Granataria (Ohaus) 
Centrífuga de 500 a 5000 rpm (Solbat) 
Espectrofotómctro (Baush & Lomb) 
Incubadoras (Riossa) 
Microscopio ( Karl Zeiss) 
Parrilla de calentamiento con agitación magnética (Molda Agitherm) 
Potenciómetro (Sargent-Welch, PBL 400) 
Refrigerador Philips 
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Sonicador (MSE, Amplitud: 0-30) 
Ultracentrffuga (Birman) 
Vórtex (Genie) 

· 3.1.3. Reactivos 
Acido Acético glacial 
.Acido Pirogálico 
.Acido Sulfúrico 
.Agua destilada 
.Alcohol-acetona 
Cloruro de bario 
Cloruro férrico 6% 
Cristal violeta 
Desoxicolato de sodio 
Fenol 5% 
Fosfato de sodio dibásico 
Fosfato de sodio monobásico 
Fucsina iicida 1 % 
Hidróxido de sodio 
Lugol 
Rojo congo 
Safranina 
Solución salina 
Sulfato de amonio 
Sulfato de estreptomicina 

3.1.4. Medios de cultivo 
Agar de infusión cerebco cora26n (Agar BHI) (Bioxon) 
Base de .Agar Sangre + sangre de carneco al 5% 
Infusión cerebro corazón (BHI) (Bioxon) 
Caldo de soya y tripticaseína adicionado con carne fresca y 
dextrosa 2.5% (Bioxon) 
Caldo tioglicolato (Bioxon) 

3.1.5. Material Biol6gico 
Cepas liofilizadas: (Cepario E.N.E.P. Zaragoza Campus II) 
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Stnptocomu f MCalis 
Stnpl«O«lls tflMtans 
Stnptococrus jmalmoniat 
StrtptOC0«1'S pyogems 
StrqJtocomu 1ali11arius 
Streptococí11J 1angui1 
Eritrocitos humanos 
Etitrocitos de carnero 

3.1.6. Otros 
Gasa 
jarra para atmósfera de C0

2 

Papel indicador pH (0.5 a 14.0) 
Masking tape 
Membrana para diálisis (poro número 4) 
Sensidiscos con optoquina (5 mg etil hidrocupreina BBL) 
Sensidiscos con becitracina (0.040 BBL) 
Sensidiscos con autolisina 
Tijeras 

3.2 Metodología 

3.2.1. Conservaci6n de la cepa de Strt!ploa>«lls ptreuWllHIÚU 

-Se hidrató una cepa liofilizada de Streptococcus pneumoniae con 3 mi de 
Caldo tioglicolaco. 

-Se tomaron 2 mi de esta suspensión y se pasaron a un cubo con caldo 
cioglimlato. Posteriormente se incub6 a 37"C durante 18, 

-Con una pipeta estéril de l mi se procedió a inocular 0.1 mi del cultivo de 
18 hr en una serie de tubos con tap6n de rosca:. 

34 tubol 

""' -S&r de infuai6n 
C'eftbro.coru6n 

(ABHO 

34 tubos con 
.. ar 1&111rc 

(AS) 

34 tubo& con caldo 
de iaf'uai6n cerebro, 

<OtUdn 
(BHO 

22 

34 tubo& coa caldo 
tiGilkaluo 

(rio¡) 

34 tubo&con 
nldodetof"y 

tripcicuetna 
+camcfraca 

+Datrou2.l96 
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-Todos los rubos inoculados se llevaron a incubación a 37'C durance 48 hr 
junco con ocra serie de cubos sin inocular que posceriormence se usaron como 
blanco para las lecturas de O.O. 

-A las 24 horas se comó un rubo de cada medio inoculado y l rubo de cada 
medio sin inocular. A los 2 medios sólidos (ABHI y AS) se les agregaron 7 
mi de H

2
0 descilada y con una asa estéril se desprendió con mucho 

cuidado el crecimiento bacceriano. A rodas las muestras se les midió el pH 
con papel indicador, se les hizo froris para observar Gram y se les midió la 
O.O. a 600 nm usando como blanco el medio de cultivo respectivo; para 
los medios sólidos se usó H

2
0 destilada como blanco. 

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

-Se procedió a separar Jos cubos restantes para conservarlos a diferentes 
temperaturas de Ja siguiente manera: 

a4'C 

8ABHI 
BAS 

8BHI 

t@i4A'.2j Blancos 

a 25"C 

8ABHI 
BAS 

8BHI 
8Tiog 

a 37"C 

8ABHI 
8AS 
8BHI 

a 55"C 

8ABHI 
8AS 
8BHI 
8Tiog 

-Cada 5 días s~ comaron muestras de codos los cultivos en codas las 
temperaturas, midiéndoseles pH y O.O. Se realizaron frocis para 
observar alternadamente Gram y cápsula (para lo que se us6 el método de 
Rojo Congo). Asimismo cada 10 días se hicieron resiembras de las 
muestras, con una asa bacceriológica sobre agar sangre para observar la 
viabilidad de las mismas. la metodología que se siguió con codas las 
muestras fue la misma que se realizó en las muestras a las 24 y 48 horas. 
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3.2.2. Obtención de la autolisina <13l 

-las células obtenidas de 3 litros de un cultivo de 18 hr en caldo tioglicolato 
se lavaron dos veces con solución salina a 4"C. 

- las células se suspendieron en 50 mi de amortiguador de fosfatos 0.2 M, 
pH6. 

-Esta suspensión se incubó 1 hora a 37"C, o se sometió a sonicación 10 min 
a -5 e y posteriormente se centrifugó a 12,000 rpm durante 40 min.120> 

- El líquido sobrenadante se guardó y el sedimento se resuspendió en 50 mi 
de amortiguador de fosfato 0.2M, pH 6 y se centrifugó a 12,000 rpm 
durante 40 min. El sobrenadante se juntó con la primera fracción soluble. 

-Se afiadieron 4 mi de sulfato de estrepromicina al 20% con agitación 
constante y se continuó agitando 30 min, posteriormente se centrifugó a 
12,000 rpm durante 20 min. 

-A la fracción soluble se añadió sulfato de amonio sólido a una concentración 
final de 40% de saturación. 

-Se agitó con agitador magnético durante 30 min en un cuarto frío a 4"C y 
se colectó el precipitado por centrifugación a 12,000 rpm, durante 20 min 
y a 4"C. · 

-El precipitado se disolvió en 10 mi de amortiguador de fosfatos 0.0lM pH 6. 
-Se añadieron 5 mi de 1-butanol con .agitación constante. Se continuó 

agitando durante 15 min en cuarto frío y se centrifugó a 12,000 rpm, 
durante 20 min a 4"C. 

-El sedimienro se desechó y se dializó la fase acuosa _contra 2.5 litros de 
amortiguador de fosfatos 0.01 M. pH 6, durante 12 horas aproximadamente 
y a 4"C {en cuarto fríe). 

-El producto se concentró por liofilización a 8 mi aproximadamente y se 
guardó en congelación para pruebas posteriores. 

3.2.3. Ensayo de la Aucolisina 

a) Actividad bemolltica <15l 

-Sehicierondilucionesseriadas 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 NaCI 
0.138 M, NaH,PO, 0.009 M y Na2HP0

4 
0.009M, pH 7.4. 

-Se mezcló l mi de cada dilución con l mi de una suspensión al 3 % de· 
eritocicos humanos en PBS. 
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-Todos los tubos se agitaron perfectamente y se incubaron a 37 ° C durante 
60 min, junco con un tubo conteniendo únicamente la suspensión de 
eritrocitos, para usarse posteriormente como blanco. 

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

- Se leyó la absorbancia a 540 nm. 

b) AdiflúMd autolltica 

Según Mosscr y Tomazs, !IBl 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 hizo una suspensión de neumococos en amortiguador de fosfatos 0.1 M, 
pH 7 .O, a la cual se le ajustó la D.O. entre 0.6 y 0.65 unidades de 
absorbancia, a 500 nm. 

-En una gradilla se colocaron varios tubos de ensaye, en los cuales se pusieron 
3 mi de la suspensión antes mencionada. En los primeros dos tubos se 
adicionaron 0.1 y 1.0 mi de enzima, respectivamente. A los 10 min se leyó 
la D.O. a ambos ruk>os. Posteriormente se agregaron en 4 tubos más las 
siguientes cantidades de enzima: 0.2, 0.3, 0.4 y 0.5 mi y exactamente a los 
10 mindehaberagregado la enzima en cada tubo se leyó la D.O.a 500 nm 
para encontrar la cantidad de enzima causante del decremento en la 
turbidez, propuesto por :Mosser y Tomazs. 

Esca prueba se realizó en su totalidad a 3 7"C, lo cual se logró manteniendo 
todos los tubos en un baño de agua caliente circulante a dicha tempcra;:u.-:i.. 

&) EspecifieiáaJ Je la auto/isina 

l. Prueba en tubo: a 5 mi de un cultivo de 18 hr en BHI de cada una de las 
siguientes cepas: S. pneumoniae, S. sanguis, S. pyogenes, S. mutans, S. fMCalis, 
S. salivarius, se adicionaron 0.5 mi de la autolisina y se incubaron a 37"C 
durante 15 min. Posteriormente se observó la lisis causada en cada tubo. 

II. Prueba en caja: se hicieron siembras en AgarSangre de las siguientes cepas: 
S. pneumoniae, S. sanguis, S. pyogents, S. mutans, S. faecalis, S. salivarius e 
inmediatamente se colocaron discos estériles de papel filtro de 4 mm de 
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diámetro , impregnados con la aurolisina (con la ayuda de una pinza de 
disección flameada), se incubaron a 3 7"C durante 24 hr. Se leyeron los 
halos de inhibición y la hemólisis causada por la enzima en todas las cajas. 

III. Prueba en caja, con atmósfera de C0
2

: se hicieron s.iembras en Agar 
Sangre de las 6 cepas de los estreptococos antes mencionados, se colocaron 
discos de papel fi\tro de 4 mm de diámetro impregnados con laautolisina 
y se metieron todas las cajas en una jarra con vela para lograr una 
atmósfera de C0

2
• Se incubaron a 37"C durante 24 hr., y se leyeron el 

halo de inhibición y la hemólisis causada por la enzima en todos los 
cultivos. 

IV. Prueba comparativa de inhibición de estreptococos frente a optoquina 
bacitracina y autolisinaen condiciones de anaerobiosis: Se hicieron siembras 
de las 6 cepas de neumococos en cajas de agar sangre, se colocaron discos 
de 4 mm de diámetro impregnados con autolisina y discos comerciales con 
optoquina y bacitracina. Anteriormente se esterilizaron cajas de Petri 
vacías, a las cuales se les colocaron en las rapas pedazos de gasa de 
aproximadamente 10 cm de largo x 8 cm de ancho, doblados, a que 
quedaran más o menos de 3 cm de ancho. Estas tapas con gasa estériles se 
colocaron inmediatamente sobre los cultivos en condiciones de esterilidad 
y con una pipeta Pasteur estéril se agregaron 3 o 4 gotas de pirogalol 
al 20%, más 3o 4gotasde NaOH al 30% y se sellaron perfectamente 
con masking tape, posteriormente se metieron en una jarra con vela 
y se incuharon a 37"C durante 24 hr, se leyeron el halo de inhibición y la 
hemólisis causados por los discos con aurolisina, optoquina y bacrracina. 

V. Prueba comparativa de inhibición 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 
colocaron discos comerciales de optoquina y bacitracina y discos de 4 mm 
de diámetro impregnados con la autolisina obtenida en cada caja , se 
taparon e incubaron a 37"C durante 24 hr. Se leyeron halos de inhibición 
de los sensidiscos sobre las diferentes cepas. Para las condiciones de 
anaerobiosis se siguió 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 método del pirogalol (anteriormente descrito) y se metieron 
todas a una jarra con vela. Se incubaron a 37'C durante 24 hr y se leyeron 
halos deinhibicióndecadadiscosobre cada cepa probada.Secompararon 
los resultados de ambas pruebes. 
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Capítulo 4 

Resultados 

4.1. Obtención y Conservación de la cepa de 
Streptococcus pneumoniae 

4.1.1. Obser-::dén de frotis 

Tabla No. 1 Observación microscópica de frocis teñido por el método de Gram 
de un· cultivo de S.pneumoniae a 3 7° C, a las 24 y 48 hrs. 

24 horas 48 horas 

BHI 
Abundantes diplococos Cocos Aislados y diplococos 
pequeños, escasos cocos G ( +) algunas cadenas de 
individuales y cadenas 3-4 células 

Abundantes cocos Abundantes diplococos G 

Trioglicolaco lanceolados, diplococos y ( +), escasas células aisladas y 
cadenas de 4-8 células cadenas 3-4. 

Abundantes diplococos Cocos lanceolados y 
G( +), escasos cocos redondos G ( +), escasas 

ST lanceolados. cadenas de 3-4 células. 

Cocos muy pequeños escasas Cocos pequeños, lanceolados 
cadenas y diplococos de y abundantes diplococos 

Agar Sangre mayor tamaño que los cocos lanceolados, escasas cadenas 
aislados. de 4-8 células. 

Cocos muy pequeños y Abundantes diplococos y 
AgarBHI cadenas G ( + ), algunas cocos lanceolados G ( +), 

cadenas de 3-4 células. escasas cadenas. 
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Tabla No. 2 Observación microscópica de frotis teñidos por el método de 
Gram, de S. pmimwniae cultivado en Olido BHI y conservado 35 días a diferentes 
temperaturas. 

4º 25° 37º 55º 

5 Días Abundantes cocoo Cocos aislados, Casi exclusivamente C.OCOS aislados no se 
a.ishdos. casos abundantes., muy COCOI redondos, regular ven diplococos, 

diplococcos y eocuos cantidad de pota de al¡unu cadenas de 
cadcmas.. diplococos, no se cocos, escas&S cadenas 3-4 cadenas. 

vencadenu. de 3-4 ~ulu. Gram 
con tendencia a neguiYO. 

15 Días Cocos aislados y Casi tólo cllulu Abundantes cocos Muy esca.sas cllulas 
diplococos. eocuu aisladas, alj¡unos G ( + ), muchas célulu de forma regulu, 

cadcnude3-4 pues de cooos, no irreaularu, sin bordes diplococos, 
~ulu.Nobay haycadenu. definidos, condenucl6n abundantes re.aros 

célulu lancocladu. de cromatina en muchas ce1u1 ...... 
~ulu. Escasos 

diplococos y cadenas G 
(+), - de a!lulas 

lonoooladu. 

25 Días Cocos y pares de Escuos cocos y l!acaoos cocas redondos G Escasos cocos y 

cocoo, escasas diplococos. (-). Abundonres ~ diplococoo G ( +). 
c.denuy algunot1 racimos cclul.ua de cdoc rojo. Abundantes 

diplococoo.. Cocos de 3-< célulu ICdmulos de restos 

agru¡.dos en G(-)y~ulude ce!W...... 
racimos de 3·5 bonlesno I 

~iawlil.So ~ol1u'•M. 

Abundantes 
rc'St05 cclul.a.rcs. 

35 oras Muy pocas cilulu Muyesc:uu Muy eacuoo coc:oo G (+) Muestra des.ecada 
G (+)con bon! .. células con Mayormente se observan po<c:alor. 
defmidos, pero moñok>gf'a acómulos de resros 

algunas con ca.racterlstica., celuluea. Abundantes 
condensaciones de d.,~m.scon ~ulu con Gtam 

cromatina y de c:ondenuci6n de indefinido o negativo. 
fonnu irregulares. cromarina. Cui 
Abundances restos exclusivamente se 

celulares de cilulu observan restos 
individuales o en celularos. 

acúmulos. 
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Tabla No. 3 Observación microscópica de frocis tellidos por el método de Gram, 
de S. fmemnoniae cultivado en caldo tioglicolaro y conservado duranre 35 días a 
diferentes temperaturas. 

4º 2Sº 37º S5º 

5 Días Abundantes Diploc:CXO$ y Gn.n cantidad de pares Cocos en pares, 
diplococos, es- cocos aislados, de cocos. regular canti- no diplococos, 

casos cocos c=ad.- dad ck adcnu de muchas ci!lu-
aislados pero nu de ~-4 4-6 ci!lulas. Cocos re- las de forma 
de mayor u- cAuLu dondos y lanccoladcs. irregular como 
maño que en con acómulos 
BHI, algunu de citoplasma. 

a&. nas. 

15 Días Abundantes cocos Cocos aisbdos, la Cilulas G{+) y G{-), condcn- Pocos Jiplococos, 
en pues, pocas es- nuyorfa ...!ondos u.cioncs de cromatina en mu- pues de cocos y 
den.as. Diplococos y algunos lanccola- dw cilulu, las G{-) de for- cadcnu de 4-6, 
cocos aislados, re- dm. "ven dipk>co definida. Cocos aislados y di- abundantes cilu-
dondos y lanceola- cos, no hay plococos cscuos, algunas las de los 3 tiPoS 
dos, agrupación en cadenas apros:ima- cadenas de 3-~ y algunos de agrupaciOO con 
racimos de 4-8 el!- d.&mmtc la mitad pares de cocus. b<xdcs indcfini-
lulas, se ven ciluW de lu cii!lulas con dos y con canden-
G{-) algunas de foc- Gnm indcfintdo saci6n de croma· 
ma irngulat o sin tina, restos cclu. 

contornos definidos. lares en mucho 
menor cantidad 

quecnBHl. 

25 Días Se cbse,...,, ~lulu Cocos aislados y EseaJos COCOl y diplococos Abundantes restos 
irregulares y con escasos pues, Gn.m ¡>OSitivos. Muchas celulattt. Muchas 
cc::.d<:n!!<:if,n~ <'le acúmulos de 1 cAulas Gcam negativas y c~lulas de forma 

croma.tina. cllulas con Gmn con condensaciones de irregula.ru,uu 
Cocos redondos, indefinido o cromatina. condcnucionc. de 
~diplococos Gnm+. cromatin..~ 

y cadenas de 3-4 diplococos y pues 
eAuta.. ele cocm G (•). 

35 Días Escaso& cocos, Pocos diplOOOCO$ Afaunos actlmulos de Muestra dciecada 
di ploc:ocos y cadenu. Gram positivos. rtcstos celulares. Muchas por calor. 

de 3·) micmbml Muchas ctlulu células deíorm¡.d¡s o ccn 
Gram p01iti~. cooGtam apariencia de haberse 

Abundantes cflulas indefinido, reventado. Escasos cocos y 
coa Gram indefinido deformadas o con diplocos Gnm ¡x.itivos. 
o neptivo. ú!lula.5 acdmuloa de 
ddOnnodu o coo cromatina. 
conkruKi6n ele 

cromatina. 
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Tabla No. 4 Observación microscópica de frocis teñidos por el método de Gram, 
de S. pnamwniae cultivado en caldo soya tripticasef na y conservado durante 3 5 días 
a diferentes temperaturas. 

4• 25º 37º 55ª 

5 Días C.OC:os y Jiploc:ocos Diplococos y cocos Cocos aidados y en Muestra 
mLs o menos en ccdondos, C!SCU&S pues, no se ven dcs<cada poc 

igu.ol propo<ei6n, cilulu lanceoladas y cilulas lanceoladas, caloc. poc falta 
pocu cadcnu de 3-4 pocü cad<nu de 3-). alguou cadenas de de tapón de 

cilulas. 3-)dlulas. rosca. 

15 Días Cocos, diplococos y Cocoa y diplococos, CllulasG(+), Muestra 
ncimos. Cadenu de c.scasa.s adenu de ~' cacas.as adcniu y d==l:pcr 

4-8 álulas, pocu cilulas. 113 de a!lulas diplococm, la calar y poc 
cilulas, las G (.).Conglomerados mayor(& cocos falta de tapón 
lanceoladas, cclularca G (+)de 10 o rodoodos. rosca. 

gcnenlJnemc múa!lulas. 
fotmando cadenas. 

25 Días Abundantes c~lulaa CocX>s rodoodoa, Cocos, diplococos 
de G indefinido, diplococm y pares de y cadcnu de G (+). Muestra 

tendiente a oegativo. cocos. atulas Gram Cllulas con desecada por 
Cllulas con positiYo y negativo. condensación de calor. 

ccodcnsacioocs de Cllulas~y avmarina. Restos 
cromatina. No a.e ven con coadc:macioocs de celulares 

restos cclul&n:s. cromatina. individuales sin 
formar aC1l.mulos. 

35 Días Cocos, pares de COC:OI Esca>OS COCXJS, pares de Abundan cilulas 
y diplococos G (+) cocoa y cadcnu G ( +) defarmadu, Mucst,. 

en muy escaso Cllulas deformadas y a.ct1.mulos de restos desecada pe>< 
ndmttn. Abundantes can condcna&doncs de celulares, Escasos calor. 

restos celulares y cromatina. Ac:dmuln1 cocm:, pares de 
cilulu irttgula.rcs, de renos celulares. COCOI y diplococos 
con G indefinido. G(+). 
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Tabla No. 5 Observación microscópica de froris reñidos por el mérodo de Gram, 
de S. pneunwniae culrivado en agar BHI y conservado duranre 35 días a diferentes 
remperaruras. 

4º 25º 37º 55º 

5 Días Cocos, dip&ococos y Diplococos y cocos Cocos aislados y en Mucnn 
cadcm.sde6-8 aislados, cadcou de 6- pues, pocos des<cadapor 

cllulas, muchos cocos Bctlulu. diplococos y caloc. 
agrupmdos en pues, cl!lulu lanccoladll, 
ctlulu lanccoladu y algwuu caderas de 

redondas. 3-~ c~lulas. 

15 Días Diplccoeos j' e~~ G =1·dip!a<c<coG Cocm y diplococos Mucnra 
(+)todas las c~lulu ( + ), todos de forma G ( + ), algunos desecada por 
de forma regular, la rcgulu. diplococos calor. 

mayorta cocos lanceolados. 
redondos, algunos 

lanceolados. 

25 Días Cocos redondos, Se observan cocos y Cocos rcdondC6, Mucsrr.a 
diplococos, adcnas pares de lsros, escasos diplococos y desecada por 

de 4-6 c~lul.., y diplococos. No se ven a.lgunas cadenas de calor. 
racimos de cocos, cllulas con 3 6 4 levaduras en 

todosG(+). condensaciones de el frocis, 
cromatina, cambio en conrarninantcs de 

clGr.am. la muestra. 

35 Días Cocos redondos y ll.rgular cantidad de Regular cantidad Muestra 
lauccolados. cocos y pares de cocos, de cocos y desecada por 

Diplococos y c:scasa.s escasos diplococos. diplococos, algunas calor. 
cadenas. No se ven Todo Gnm (+),No se cadena.s de 4-6 
c~lubs deformad.as. aprecia deformación miembros. Nu M: 

celular ni variación del aprecian 
Gram. anormalidades 

morfológicas. 
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Tabla No. 6 Observación microscópica de frocis ceñidos por el mécodo de Gram, 
de S. pnetmwniae culcivado en agar sangre y conservado 3 5 días a diferences 
cemperacuras. 

<(• 25º 37º SSº 

5 Días Cocos pequeños y Cilulu muy pcqu<ñas, Cocos aislados muy M....,ra 
diplococm G ( + ), cocos y diplococo G pcqudk>J, c.scuos desecada poc 
escasas cadenas de ( + ), esas.u cadenas de diplococos y calor. 

3-' dlulu. 3-4 ctlulu. cadenu de 3-4 
Conuminaci6n poc ctlulas, algunas 

lcvaduru. cilulas lanceoladas. 

15 Días Cocos y diplococos Cocos y diplococos G Cocos G (+), Muestra 
G ( + ). Cadenu de 3- (+)oo se ven cadenas. C$CUOa diplococos desecada por 
4 ctlulu lanccoladu. y codcnu de 3-5 calo<. 

c~lulu. 

Coros, diplococos, Cocos n:dondos, Cocos y pam de MU«<ra 
racimos y caderw: de ~pues de cocos y cocos y •l&ww desecada por 

25 Días ctlulas lanccoladu diplococm, algunu cadenas de Gram caloc. 
de 4 miembros o de codcnas de 4-6 positivos. 

cocos rcdoa.dos. miembros. Eseuos 
diplococos. Todo G 
( + ). No se ap~ia 

dcf'ormaci6o celular. 

Cocos .. dondos y Cocos n:doodoo y Regular cantidad Muescn 

35 Días 
lanceolados, la.nccota.doi, menos de COCOI rcdondc» desecada por 

diplococoa y cadenu, anddad de diplococos y lanceoladas, calo<. 
aunque no en gran G(+). Todu luctlulu paresdcc~y 

ca.ntichd. Gcam con m<ri>logra escuos diplococos 
positivos y canc:tcónica. G (+).No se ven 

morfol6gicamcnte c~lulu anornulcs. 
normales. 



4.1.2. Observaci6n microscópica de cápsula en frotis teñidos 
por el método de Rojo Congo. 

Tabla No. 7 Observación microscópica de frotis teñidos por el método de rojo 
congo, de S. pnemnrmiae cultivado en BHI y conservado 40 días a diferentes 
temperaturas. 

·-
.(• 25º 37º 55° 

10 Días Abwxlantcs cocos Oxos y dipk>cocoa coo Cocos y dipk>cocos Cncos y 
individuales y dpsula que doblan sw coodpsulas diplococos cnn 

escasos diplococos tamallo>. pcqucñu. c.fpsulas de 
conápsulas regular tamaño. 

grandes. 

20 Días Cocos y diplococos Cocos pequei'ios y Nosc pudo Esca.sos cocos 
CCXl escasa dpsula. escasos diplococos con realizar la aislados con 

cipsulu pequeñas. obscrvaci6n. pocadpsula. 

30Días Cocos y di plocos, la Cocos y diplococos con Escasos cocos y Esca.sos cocos 
mayorCa sin ápsula. muy escasa ápsul.a. diplococ~ con normales con 

ápsulamuy c.fpsula 
pequeña. pequci'ia. 

40Días Cocos y esa.o. C.OCOS aislados sin Cocos aislados Muestra 
diplococm a.si sin ápsul& C1CU01 con ápsula desecada por 
ápsulu y sin clla.s, muy pcquci'la. caloc. 
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Tabla No. 8 Observación microscópica de frotis teñidos por el método de rojo 
congo, de S. pneimumüu culciviido en tiog!ico!:ro y ronse!V!!do 40 dfas a diferentes 
temperaturas. 

.(• 25° 37• 55º 

lODías Diplocoroo Diplacoms J adcnas Codcoas y Cooos, 
abundan res. de '.6dlulas. diplocQcos con diplococos y 

Cl¡>oulas de mayor Clpsulas mllJ podes. dpsula ¡¡randes. ademscoo 
tamaOO que en el cipsulu 
DHJ.~dc3-4 grandes. 

c6ulu. 

20Dfas Abundantes Diplococm y adcnas Cocos, diplococos Cocos, 
diplococos y &lgunos con escasas ápsulu. y cadenas con diplococos y 

cocos aislados y Algunos coroo aisladas cipsub. de regular tdadas con 
cadcoas con cfpsulas <ambiio eco ápsula wnallo. cfpsuludc 

que doblan .... p<qUOila. ..¡¡u1u runailo. 
amalloa. 

;-...-....----

30 Dfas Diplococos y cadenas Diplococos y cadenas, Díplococ:os y cocos Esc:iuc. Cuc.uá y 
con dpsulas la mayada sin ápsula. con c..:asa ápsu!&. diplococos coa 

pcqudlas escasa ápsula o 
sin ella. 

40Días l!ICUOS eocos, ExuosCOGOSCOO Dipl=cosy Muestni 

diplococos y cadenas ápsulu pequd\as o sin adcnas con muy dcseadapoc 
eco C>CaJU ápsulas ellas. poca dpsul& o sin calor. 

y sin ellas. cll:. 



Tabla No. 9 Observación microscópica de frotis teñidos por el método de rojo 
congo, de S. pnmmonitn cultivado en Caldo Soya Tripticaseina y conservado40 días 
a diferentes temperaturas. 

4• 25° 37" 55º 

10 Dfas Diplococos Abundantes cocos y Diplococos, cocos Muestra 
abundantes con diplol:ocoa con ápsuW y cadenas con desecada por 

clpsulas muy de R"gular tamallio. escasas c~psulas. calor. 
grandes 

20 Dfas Abundantes cocos y Cocos y diplococos con Diplococos y Muestra 
esca.sos diploccx:os y mUy cscua ápsub.. algunos cocos con dcsccada por 
ad<nas con ápsulu cKasa ápsub.. calor. 

gnndes. 

30Días Escasos cocos y Cocos y diplococos con Cocos y diplococos Mucstn. 
diplococos con eK.asa ápsula o con escasa dpsula deseada. por 

clpsulas p<qu:ñas. sin ella. o sin ella. calor. 

40 Dfas Escasos cocos y Muy escasos cocos y Escasos cocos sin Muestra 
diplococos, casi sin diplococos con ápsula dpsula. desecada por 
cfpsulu y sin clla.s. muy pcqUCÑ. o sin calor. 

ella. 

- -
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'.fabla No. 10 Observación microsmpica de frotis teñidos por el método de rojo 
congo, de S. jmelnfloni~ cultivado en Agar BHI y conservado 40 días a diferentes 
temperaturas. 

4º ;·2;~ 37º 55~ 

10 Días Diplococos de Cocm y diplococos con Cocos y diplococos Muestra 
tamaAo pequeño con dpsulr. al doble de sus casi sin ápsulas. desecada por 

ctpaulu mis o ..-. calor • 
menos al dobk de su 

wnal!o. 

20 Días Coto& y diplococos C.OCO. y diplocoeos coo. Abundantes cocos Muestra 
casi sin ápsu1a. esas.1 cipsula, alsunas y es<uos desecada por 

c:c!..'"""-' con po<a diplococos con calor. 
ápsula rambiln. ápsulasmuy 

pequeñas. 

30Días Cocos coa escua Cocos aisladol con muy Cocos aiabdos sln MueJtra 
dpsula. pocadpw!L c:i¡»u!&. desecada por 

calor. 

40Dfas Cocos esca.sea sin Muy esa.sos cocos sin Muestra. 
c.t¡uu!L 

1 
ef!'cula. cl<secada por 

e&lot. 
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Tabla No. 11 Observación microscópica de frotis tellidos por el m~odo de rojo 
congo, de S. pneumoniae cultivado en Agar Sangre y conservado 40 días a diferentes 
temperaturas. 

4º 25° 37º 55º 

10 Días Cocos y diploaJa>s No se pudo realizar Pocos cocos Muestra 
pequeños con frotis. aislados con desecada por 

dpsulas al doble de ápsulasmuy calor. 
sus ramailios. escasas. 

Conglome..d°' de 
cocos. 

20Días Cocos y diplococos Diplixocos, cocos Cocos y esca.sos Muestra 
conápsulas aislados o cadenas de diplococos con desecada por 

pcqucñu. 4--6 micmbroi coo <ipwlamuy calor. 
cfpsulu muy pequeñas pequeña o sin ella. 

o sin ellas. 

30 Días C.OCOS con cscua Cocos y algunos Esca.sos cocos y Muestra 
dpsub.. se ven diplococos coo escasa dipLococos con desecada por 

cooglomendoo de ápsula o sin ella. poca ápsula o sin calor. 
c~lula.s. ella. 

40Dfa~ Cucu. •ist..Jo. iiu E...:.....:.; e~;· Coco:; y d.i¡:!occ:c:; 

.;;;;;;;';., 1 
ápsula. dipLococm casi sin escasos sin ápsula. 

dpsub. o sin ella.. calor. 
Con¡¡lomeradm de 

cilulu. 
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4.1.3. Lectura de pH empleando papel indicador. 

Tabla No. 12 Lectura de pH con papel indicador, en los cultivos de S. ~moni~ 
a 37• C en 5 diferentes medios de cultivo, a las 24 y 48 hrs. 

2<( brs. 
' 

.· .24brs •. 

BHI 5-6 5-6 

Tioglicolato 5 5 

se 5 5 

AgarBHI 6-7 6-7 

Agarsangre 6-7 6-7 

Tabla No. 13 Lectura de pH con papel indicador en cultivos de S. ¡momtoniae en 
caldo BHI y conservado durante 40 dfas en diferentes temperaturas. 

40 '·, 25° 37º 55° 

5Dfas 5-6 5-6 5-6 5-6 

10 Días ;-6 ~-6 5-6 5-6 

15 Días 5-6 5-6 5-6 5-6 

20Dfas 5-6 5-6 5-6 5-6 

25 dfas 5-6 5-6 5-6 5-6 

30Dfas 5-6 5-6 5-6 5 

35 Días 5-6 5-6 5-6 --
40Días 5-6 5-6 5-6 --
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Tabla No. 14 Lectura de pH con papel indicador, en cultivos de S. jmellmoniae en 
caldo tioglicolato y conservado durante 40 días en diferentes temperaturas. 

4• 25º 37º 55° 

5 Días 4-5 4-5 4-5 4-5 

lODfas 4~5 4-5 4-5 4-5 

15 Días 4-5 4-5 4-5 4 

20 Días 4-5 4-5 4-5 4 

25 días 4-5 4-5 4-5 4 

30Dfas 4-5 4-5 4 4 

35 Días 4-5 4-5 4 --
40Días 4-5 4-5 4 

---¡ 
i -- ___J 

Tabla No. 15 Leccura de pH con papel indicador, en cultivos de S. pna¡moniae en 
caldo Soya y Tripticaseína conservado durante 40 días en diferentes temperaturas. 

4• 25° 37º 55• 

5 Días 5 5 5 --
10 Días 5 5 5 --
15 Días 5 5 5 --
20 Días 5 5 5 --
25 días 5 5 5 --
30Días 5 5 5 --
35 Días 5 5 5 --
40 Días 5 5 4-5 --
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Tabla No. 16 Lectura de pH con papel indicador, en cultivos de S. /Jnell1lf0ni11e en 
Agar BHI y conservado durante 40 días en diferentes temperaruras. 

4• 25° 37• 55° 

5 Días 6-7 6-7 6-7 --
10 Días 6-7 6-7 6-7 --
15 Días 6 6 6 --

' . 

20 Días 6 6 6 --
.... ·' 25 días 6 6 6 --

30 Días 6 6 6 
> \ -- » 

35 Días 6 6 6 --
40Días 6 6 6 --

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

4º 25º 37° 55• 

5 Días 6-7 6-7 6-7 --
10 Días 6-7 se rompió 6-7 --
15 Días 6-7 6-7 6-7 --
20 Días 6-7 6-7 6-7 --
25 días 6-7 6-7 6-7 --
30 Días 6-7 6-7 6-7 --
35 Días 6-7 6-7 6-7 --
40Días 6-7 conraminado 6-7 --
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4.1.4. Lectura de densidad óptica a 600 nm. 

Tabla No. 18 Lectura de D.O. a las 24 y 48 h, de cultivos de S. pneumoniae a 
3 7º e en 5 diferentes medios de cultivo. 

24 hrs. 24 hrs. 

BHI 221 0.653 211 0.663 

Tioglicolaro 18 0.745 17 0.770 

STC 10' 0.969 75 1.1115 

AgarBHI 6' 1.2045 5' 1.2805 

Agar sangre 272 . 0.561 25 0.602 

TablaNo.19 LecturadeD.O. deS.pneumoniaeculrivadoen caldoBHiyconservado • 
durante 40 dfas en diferentes temperaturas. 

9&T 4º Aba. 9&T 25º Abs. %T 37º Abs. 9&T 55º Abs. 

5Dfas 23 0.638 241 0.6155 232 0.629 17' 0.751 

lODfas 2'13 0.6065 272 0.'.561 23' 0.645 242 0.611 

15 Días 40' 0.3895 46' 0.332 43 0.367 49 0.611 

20Días 41 2 0.382 47 0.328 45' 0.342 52' 0.278 

25 dfas 41 3 0.3795 45 3 0.3395 463 0.330 563 0.247 

30Dfas 41 3 0.3795 46 0.337 47 0.328 593 0.226 

35 Dfas 44 0.357 48' 0.312 47 0.328 -- --
40Días 45 3 0.3395 51 0.292 49' 0.305 -- --
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Tabla No. 20 lectura de D.O. de S. p.m.oniae culdvado en caldo Tioglicolaco 
y conservado durante 40 días en diferentes temperaturas. 

'> ··.·. .··· •T 
,. 

Ahs. •T 25º Abo. •T 37º Abo. •T S5º Abt. 

5 Días 17J 0.7'.51 16' 0.782 16' 0.776 7' 1.1115 

lODías 181 0.739 16' 0.782 16 0.796 10• 0.9895 

15 Días 32' 0.485 321 0.491S 27' 0.557 26' 0.9895 

20Días 32 0.495 31 0.509 30 0.523 41 1 0.3845 

25 días 321 0.4915 30' 0.516 30 o.n3 525 0.232 

30 Días 32 0.495 311 0.5055 30' 0.516 59' 0.226 

.35 Días 32 0.495 321 0.49IS 321 0.4915 -- --
40Días 335 0.472 32 0.495 32 0.495 -- -

TablaNo.21 lecturadeD.O. deS.fr.="=-~culrjYlldoen Cs.ldoSoya Tdpdcaseina 
y ronservado durante 40 días en diferentes temperaturas. 

W.T 
,. 

A""- •T 25º Abo. M" 37º AbS. !lliT 55º Abo. 

5Días 9' 1.022 9' 1.022 9' 1.034 -- --
lODfas 9' 1.034 9' 1.034 9 10.46 -- --
15 Días 301 0.5195 29' 0.534 29' 0.530 -- --
20Dfas 29 0.538 30 0.523 29' 0.530 -- --
25 dfas 29 0.538 29' 0.5265 295 0.5265 -- --

30Dfas 285 0.5415 281 0.549 291 0.534 -- -
35 Días 285 0.5415 301 0.5195 29' 0.530 -- --
40Días 315 0.4985 31 0.509 30' 0.516 -- --
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Tabla No. 22 Lectura de O.O. de S. pneumoniae cultivado en Agar BHI y 
conservado durante 40 días en diferentes temperaturas. 

'16T 4º Abs. '16T 25º Aba. '16T 37º Aba. 'lllT 55º Abs. 

5 Días 5• 1.241 5 1.301 41 1.3725 -- --
10 Días 5' 1.2805 5 1.301 5' 0.241 -- --
15 Días 4' 1.324 6' 1.2045 6' 1.171 -- --

.. 

20 Días 211 0.673 21• 0.663 221 0.643 -- --
25 días 21 0.678 22 0.6581 22' 0.643 -- --
30Días 21 o.678 221 0.648 222 0.648 -- --
35 Días 221 0.653 26 0.585 241 0.6155 -- --
40Dfas 211 0.665 25• 0.5895 25 0.602 -- --

Tabla No. 23 Lectura de O.O. de S. pneumoniae cultivado en Agar Sangre y 
conservado durance 40 días en diferentes temperaturas. 

.·. "'T 4º Abs. W.T 25º Abo. '16T 37º Abs. %T 55° Abs. 

5 Días 24' 0.6065 242 0.611 24' 0.6065 -- --
10 Días 242 0.611 -- -- 231 0.6245 -- --
15 Días 301 0.5195 34' 0.4655 40 0.398 -- --
20 Días 321 0.488 43 0.367 46 0.337 -- --
25 días 33 0.482 47 0.328 47 0.328 -- --
30 Días 33 0.482 39 0.310 47 0.328 -- --
35 Días 33 0.482 48 0.319 481 0.3165 -- --
40Días 35 0.456 -- -- 48 0.316 -- --
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4.1.5. Cálculo del número aproximado de bacterias (ver anexo) 

Tabla No. 24 Número aproximado de bacterias(X 106),de cultivosdeS. pnemnoniae 
en diferentes medios de cultivo a las 24 y 48 hrs. 

24hn. 24hrs. 

BHI 157'.5 1605 

Tioglicolaco 181'5 1875 

STC 2355 2685 

AgarBHI 2910 +de 3000 

Agarsangre 1365 1455 

Tabla No. 25 Número aproximado debacterias(Xl06),decultivosdeS.pneumoni« 
en caldo BHI y conservados 40 días en diferentes temperaturas . 

.·' . 4º 25~ 37°. 55º :· ·' 

5 Días 1560 1500 1530 1815 

lODfas 1485 1365 1500 1485 

15 Dfas 945 810 900 750 

20Días 930 810 825 690 

25 días 930 825 810 615 

30Días 930 825 810 570 

35 Días 885 750 810 --
40Días 825 705 750 --
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Tabla No. 26 Número aproxima.do de bacterias(Xl06), de cultivosdeS. ¡meumoniae 
en caldo Tioglicolato y conservados 40 dfas en diferentes temperaturas. 

4º 2s· 37º SSº 

5 Días 1815 1890 1890 2685 

lODías 1800 1890 1935 2400 

15 Días 1200 1200 1365 1410 

20Dfas 1215 1245 1260 930 

25 días 1200 1260 1260 690 

30Dfas 1215 01245 1260 570 

35 Días 1215 1200 1200 --
40Días 1140 1215 1215 --

Tabla No. 27 Número aproximado de bacterias(Xl06), de cultivos de S. pneumoni.u 
en aldo de Soya tripticasa y conservados 40 días en diferentes temperaturas. 

4• 25ª 37º 55ª 

5 Dft>s 2475 2475 2490 --
lODías 2505 2505 2550 --
15 Días 1260 1305 1290 --
20Días 1305 1260 1290 --
25 días 1305 1290 1290 --
30 Días 1305 1335 1290 --
35 Días 1305 1260 1290 -- .· 

. 
40 Días 1215 1245 1290 --
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Tabla No. 28 Número aproximado de bacterias (X106),de cultivos de S. prtantwniae 
en Agar BHI y conservados 40 días en diferentes temperaturas. 

4ª 25º 37ª 55ª 

5Días 3000 + de3000 +de 3000 --
lODías +de 3000 +de 3000 3000 --
15 Días +de 3000 2910 2835 --
20Días 1620 1605 1560 --
25 días 1650 1560 1560 

·: .. · --
30Dfas 1650 1575 1575 --
35 Días 1575 1410 1500 -
40Días 1505 1440 1455 --

TablaNc.29 Númeroaproximadodebacterias(XlG6},decultivosdeS.Jmoltt10niae 
en Agar Sangre y conservados 40 días en diferentes temperaturas. 

"º 25º :37~:, 55° ,,, 

5 Días 1485 1485 1485 --
10 Días 1485 -- 1500 --
15 Días 1260 1140 975 --
20 Días 1200 900 825 --
25 días 1170 810 810 --

30Días 1170 750 810 --
35 Días 1170 780 780 --
40 Días 1125 -- 780 --
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4.1.6. Lectura de resiembras, cada 10 días, de S. Jnln_,.;.,e en diferenteS 
medios, conservados a diferentes temperaturas durante 40 días. 

Tabla No. 30 Lectura del crecimiento de S. JJ1u#mtl1liM en resiembras del mismo 
a los 1 O, 20, 30 y 40 días de conservación a diferentes temperaturas. 

-· 
BHI 40 2Sº . 3.,- 55º ... 

lODfas +++ +++ +++ ++ 

20Días ++ ++ ++ + 

30Días ++ ++ + (-) 

40Días ++ + + ---
;:-~ ',: ... 

10 Dlas ++++ ++++ ++++ ++ 

20Dlas ++ +++ +++ + 

30Dfas + +++ ++ (-) 

40Dlas + +++ ++ ---
, r.;1<:1«> Soya Tripticaseína .. • -- .. 

lODfas ++ .... + ++++ ++++ ---
20Dfas +++ +++ +++ ---
30 Días ++ +++ ++ ---
40Dfas + +++ + ---

Continúa ... 
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Continuación de tabla No. 30 

··ABHi 
.. 

4• . . . .. ~r. .. ";> .·· . ······.550. 

lODfas +++ +++ +++ 

20Dfas ++ + + 

30Dfas + + (-) 

40Dfas (-) (-) (-) 

>·M· 
lODfas +++ +++ 

20Dfas + + + 

30Dfas + + (-) 

40Dfas (-) (-) (-) 

Menos de 10 colonias + 

De lOa lOOColooias ++ 

De 101 a 200 Colonias + + + 

De 201 a incontables Colonias + + + + 
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4.2. Ensayo de la autolisinaneumoc6ccicaobtenida 

4.2.1. Actividad Hemolítica de la autolisina. 

Tabla No. 31 l«tura de la absorbsncia de la enzima a diferentes diluciones para 
encontrar el % de hemólisis. 

Dilución Autolisina Absorbancia % Hemolisis 

1:2 1.824 91 
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 

Noa.: para 96 hcm6Hsís ver anexo. 

4.2.2. Aetividad Autolítica de la autolisina. 

Tabla No. 32 Lectura de Absorba ocia a 500 nm de una serie de rubos conteniendo 
3 mi de una suspensión de neumococos con una O.O. inicial de 0.64 unidades de 
ahsorb:md~ mezclados con diferentes cantidades de autolisina. 

mi enzima Absorbancia decremento de la D.O. 
a los 10 mio 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 disminución de la turbidez de suspensiones de diferentes 
estreptococos frente a la aur:olis na neumocóccica. 

Cepa Probada Deaernento visible de la Turbidez 

Prueba 1 Prueba2 Prueba3 

S.pnt1Jmonita (-) (+) (-) 
S. 1'Ulfans (+) (-) (-) 
S.pyogmes (-) (-) (-) 
S. sa11guis (-) (-) (-) 
S.faecalis (-) (-) (-) 
S. Sllli11ari11s (-) (-) (-) 

Tabla No. 34 SensibiHdad de diferentes cepas de estreptococos frente a discos 
impregnados con autolisina neumoc6ccica. 

Cepa Probada 
Decremento visii>ie <ie ia L.ona<ie 

Turbidez Hem6lisis 

Prueba 1 Prueba2 Prueba 1 Prueba2 

S. pnannonita (+) lOmm (+) 5mm. Se Observaron zonas de 'alfa-
S. tr1Mtans (-) (+) 5mm. hem6lisis alttdedor de los 
S. pyogenes (-) (+) 5mm. discos de aproximad.menee 7 a 
S. sang11is (-) (-) 8 mm. de difmccro. Esta 
S.f«Calis (-) (-) cancterútica fue constante para 
S. sali11arius (-) (-) todas la mues<ra.s 
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Table No. 35 Sensibilidad de diferentes ce¡:>QS de estreptococos frente a discos 
impregmdos con autolisina neumocócdca en ausencia y en presencia de CO, 

Cepa Probada Aerobios is Atmósfera de C02 

Halo do lnbs0ici6n Z.,,,.doHemdfuio Halo do lnbs0iá6n Zott& e H6mdlW. 

S.p-11111niM {-) Zonas de 0.6mm. Zonas de 

s.~ (-) hemóli•i• 0.6mm. hem6lisisde 
al~orde los 

0.6mm. 
op<OXimodammo: 

S. pyogenes (-) discos de 8mm.de 

S. sanguis (-) opro>cirnidamente 0.45 mm. diámetro 
Bmm.de alt«lcdor de 

S. faettJ/is (-) diolmttrop&ra (-) todos los discos. 

S. salivari11s (-) todas las (-) 
muestras 

Tabla No. 36 Sensibilidad compuativa de diferentes cepas de estreptococos fienre a 
optoquina, baciaacina y autolisina neumocóccica en condiciones de aerobiosis y 
anaerobiosis. 

Cepa Probada Optoquina Bacitracina Autolisina 

Acrob. Anaerob. Aerob. Anacrob. Acrob. Anacrob. 

S.p*"11f(JniM 6.5mm. 6.5mm. 9.5mm. 9.5mm. 6.5mm. 9mm. 
s. -tans 6.5mm. 7.0mm. 7.0mm. 8.0mm. (-) 9mm. 
s. pyogmes (-) (-) (-) 9.5mm. (-) 9mm. 
S. sangtlis (-) 9mm. 9mm. (-) 7mm. Smm. 
S.ft#C4/is (-) (-) (-) 7mm. (-) (-) 
S. salwarius (-) 7.5mm. 7.5mm. 8mm. (-) 9mm. 

52 



Capítulo 5 

Análisis de los resultados 

En el presente trabajo se planteó el aspecto de la conservación de la cepa de 
StrtplococCJJI pne11moni<U debido a que siendo una bacteria exigen ce, causa problemas 
en los ceparios bacteriológicos; para dicho estudio se emplearon los medios de 
cultivo más comunmente reportados en la bibliograffa,incluyendo canto medios 
líquidos como sólidos y así poder encontrar el óptimo para su conservación. 

Con fines de estandarización del método, se hiw necesaria una fase inicial de 
obtención de la cepa en los diferentes medios empleados, en la cual se midieron y 
observaron los mismos parámetros que en la fase de conservación (Tablas l, 12, 18 
y 24). 

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

i) Por falca de material, algunos de los tubos usados no contaron con tapón de 
rosca, lo que dió como resultado la pérdida de los cultivos, por desecación 
ala temperatura de conservación más elevada y, en consecuencia, igualmente 
la pérdida de algunos de los daros de la información coral recabada. 

ii) La remperatura de conservación a 55º C se eligió con la intención de 
mantener inactiva a la c:11z.in·1a ilUlolfck.a, pero rc:>ult6 ~=- C!{Cesiva, dando 
algunos resultados falsos en el número aproximado de bacterias, además de 
causar la desecación anees mencionada. 

iii) El empleo de papel indicador de pH dió como resultado la obtención de 
datos poco precisos; aunque era obvio que esto sucedería, se prefirió su uso 
al de un potenciómetro debido a que se trataba de culrivos biológicamente 
activos. 

A lo largo del período de 40 días de conservación de la cepa y dentro de la 
observación microscópica canco de Gram como de cápsula en los diferentes medios 
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de cultivo, así como de las diferentes temperaturas de conservación estudiadas, se 
lograron ver muchas de las características de los neumococos reportadas por 
diferentes autores, así 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 pues de cocos, sin que este cipo de agrupación fuera modificado 
por la temperatura de conservación; por otro lado, aunque inicial menee se observaron 
cápsulas de gran tamaño a 4º y 25º c, éstas desaparecieron alrededor de los 20 días 
y a 37º y 55º C, aún desde los primeros 10 días no se favoreció la formación de la 
misma. Se observaron anormalidades celulares entre los 25 y 35 días en los medios 
co!W.!rv!ldosa4º y 25ºC yen las temperaturas máselevadas(37ºy 55ºC) ésto sucedió 
desde los primeros 5 días. 

Se realizaron frocis de los cultivos en Caldo Tioglicolaco, en los que se observó 
la agrupación caracceríscica de diplococos y también se observaron células lanceoladas; 
igualmente se favoreció la formación de cápsulas de gran tamaño en este medio, pero 
alrededor de los 20 días empezaron a disminuir de tamaño y a desaparecer sin 
importar cual fuese la temperatura de conservación. 

Se empezaron a observar anormalidades de morfología y Gram en los frocis 
realizados a los 15 días para los cultivos guardados a 4º, 25º y 37º e y desde los 5 
días para los conservados a 5 5º C. 

En los frocis hechos a parcir de los cultivos en Caldo Soya Tripcicasa + carne 
fr::~C!. aunque se observó la agrupación típica de diplococos, casi no se vieron células 
lanceoladas, observándose además cadenas de 4-8 células; la presencia y uunal\o de 
las cápsulas también se favorecieron en este medio, pero tendieron a hacerse 
pequeñas e, inclusive, a desaparecer entre los 20 y 30 días. 

Se observaron anormalidades morfológicas yde Grama parcir de los primeros 
15 días de conservación a4º, 25º y 37ºC, las muestras conservadas a 55ºC se secaron 
desde los primeros 5 días. 

Las células observadas en los frocis de los cultivos en Agar BHI no presentaron 
anormalidades morfológicas ni de Grama lo largo del período que duró este estudio. 
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Se observaron cocos aislados principalmente y en mucho menor proporción 
diplococos y cadenas de 6-8 células. No se favoreció la formación de cápsula y las 
pocas que se observaron eran pequeflas y desaparecieron entre los 10 y 20 días. 

Otro de los medios sólidos empleados, el Agar Sangre, también mostró de 
manera predominante cocos aislados y en menor proporción diplococos y cadenas 
de 3-4 células, siendo estas últimas mucho más cortas que las observadas en Agar 
BHI y, por el contrario, la escasa presencia de cápsula y la ausencia de anormalidades 
celulares fueron semejantes en los dos medios sólidos. 

Con respecro a las lecturas de pH, se puede notar que todos los medios 
esrudi;dcs sufrieron un decremento del mismo a las 24 h, en la fase de obtención 
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 registró un descenso significativo de este parámetro 
en todos los medios (Tabla No. 12), los cuales se mantuvieron casi constantes 
durante la serie de lecruras hechas periódicamente a lo largo de 40 días, únicamente 
el Caldo Tioglicolato y el Caldo Soya Tripricasa + carne variaron pero en forma 
mínima alrededor de los 25 días (Tablas 13-17), siendo estos mismos medios los que 
registraron el cambio de pH más marcado en la primera lectura. 

Las lecturas de la O.O. de los cultivos se hicieron con la finalidad de calcular 
el número aproximado de bacterias con la ayuda del nefelómetro de MacFatland 
(Anexo). 

Del cálculo de estos números, se encuentra que el mayor número de bacterias 
se obtuvo en los cultivos en Agar BHi canto t:u lti fase el.: abtcndén, como en!!. fu~ 
de conservación en las diferentes temperacuras, siguiéndole en rendimiento el 
Caldo Soya Tripticasa + carne y en tercer lugar el Caldo Tioglicolato; el Caldo BHI 
y el Agar Sangre fueron los medios que dieron los rendimientos más bajos. Aunque 
el Agar BHI mantuvo hasta el final el mayor número de bacterias, la diferencia entre 
las cuentas iniciales y finales también fué la mayor, siendo el Caldo Tioglicolaco el 
que dió la diferencia menos notable. Por otro lado, se vió que los tres medios 
líquidos estudiados tuvieron un descenso significativo de este parámetco entre el 
décimo y el décimo quinto día y que los dos medios sólidos registraron este descenso 
entre el décimo quinto y el vigésimo día. 



El resultado de las resiembras efectuadas a los cultivos en los diferentes 
medios a distintas temperaturas, indica que los medios que mantuvieron el mayor 
número de células viables hasta el final del trabajo fueron, primeramente, el Caldo 
Soya Tripticasa + carne, seguido del Caldo Tioglicolato. 

Con respecto a la segunda parte de este trabajo, que fué la obtención y ensayo 
de la aucolisina de Streptococcus pn¿¡¡moniae, se puede decir lo siguiente: 

-Se escogió el Caldo Tioglicolato como fuente de obtención de la masa celular 
necesaria para extraer la enzima, a pesar de que el Caldo Soya Tripticasa fué 
el medio que resultó ser el óptimo para la conservación de los neumococos, 
ya que que este segundo contenía pedacitos de carne, lo cual habría 
interferido con la técnica de obtención de la enzima, pués difícilmente se 
habría podido elimiruir b carne sin perder gran cantidad de células. 

-La obtención de la enzima se llevó a cabo por triplicado según el método 
descrito por L. Howard (13). En la primera ocasión se logró un rendimiento 
mínimo y a este producto se le hicieron dos pruebas de especificidad, una 
en caja y ocraen rubo, la primera se hizo de manera similar a las pruebas de 
sensibilidad a opcoquina o bacicracina y se logró ver un halo de inhibición 
de S. pneumoniae frente a la enzima obtenida y la segunda prueba se hizo de 
manera similar a la prueba de solubilidad en bilis, colocándose la enzima 
obtenida en presencia de diferentes cepas de estreptococos y en esca prueba 
se observó una disminución de la curbidéz en el cubo que contenía S. mutans 
(Tablas No. 33 y 34). 

-En el producto obtenido la segunda ocasión se lograron hacer las mismas 
pruebas que la primera ocasión, pero <lé la pm::b en caj~ ~demás de 
observarse el halo de inhibición frenceaS. pneumani~cambién se vió inhibición 
de otras cepas de estreptococos frente a la enzima obtenida (Tabla No. 34) 
y la prueba en tubo también dió un resultado diferente a la primera ocasión 
(Tabla No. 33). 

-Considerando la variabilidad de los resultados de las dos primeras veces, se 
consideró necesario obtener la enzima por tercera ocasión y con la intención 
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de lograr un producto de mejor calidad se hizo una ligera variación al 
método, introduciéndose el uso de la vibración ultrasónica descrito por 
Shumway y Klebanoff (20) para romper las células en lugar de la incubación 
con amortiguador de fosfatos por l h a 37º C, además el producto obtenido 
fué sometido a liofilia:ación con la finalidad de concentrarlo. A este producro 
se le hicieron las mismas prueba que a los dos primeros productos obtenidos 
además de otras; las pruebas de inhibición frente a diferente estreptococos 
se realizaron de manera paralela con el producto de la segunda obtención, 
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 <H>, quien define a una unidad de 
enzima como la candd:>.d de ésta que es capaz de causar un decremento de 
0.1 unidades de O.O. en un intervalo de 10 min.Seencontróqueel producto 
obtenido en el presente trabajo causaba dicho decremento con 4 mi (Tabla 
No. 32). 

-Otra de las pruebas realizadas a esre tercer producto y que no se le hicieron 
a los dos primeros fué su capacidad hemolítica según el método descrito por 

• M.K. Johnson°», encontrándose que el 50% de hemólisis se encuentra en 
la dilución 1:4 (Tabla No. 31). 

-Se realizó otra prueba en caja para este tercer producto en la cual de 
incubaron las cajas en armósferadeC0

2
para ver si había alguna modificación 

en los resultados, encontrándose que efectivamente se acriva o incrementa 
la capacidad autolírica de la enzima en presencia de C0

2 
(Tabla No. 35). 

-Considerando el resultado anterior se decidió hacer una prueba más en caja, 
en esca prueba se crearon condiciones estrictas de anaerobios is (método del 
pirogalol) y además se probaron de manera simultánea discos comerciales de 
optoquina y bacirracina junco con los discos preparados con aurolisina, 
enconrrándose que para la gran mayoría de las cepas probadas, la auto! isina 
aumentó su capacidad de inhibición en condiciones ese rieras de anaerobiosis, 
cosa que no ocurrió, de manera general, para los discos con optoquina y 
bacitracina. 



U no de los objetivos del presente tmbajo fué ver si la aurolisina era espedfica 
para StnpttJCO(ctlS ¡mnmoniat, para lo cual se hicieron las pruebas en cubo y en caja, 
previamente descritas. Los discos empleados se prepararon en el laboratorio 
corcando discos de papel filtro de 4 mm de diámetro los cuales se esterilizaron y en 
el momento de usarse se impregnaron de aucolisina con la ayuda de una pinza 
flameada. 

Aunque solamente se hizo la prueba de hemólisis al tercer producto, 
siguiendo una metodología descrita, cabe señalar que en todas las pruebas hechas 
en caja se observó la capacidad hemolítica del producto al existir zonas de hem61isis 
alrededor de los discos impregnados con aucolisina de manera constante. 

De lo anterior podemos concluir que el producto obtenido es una enzima con 
capacidad hemolítica y autolftica pero esca última propiedad se ve afectada por la 
presencia de oxigeno, es decir que la enzima se inactiva parcial menee; o bien, podría 
tratarse de una mezcla de enzimas que actúan por separado, una con capacidad 
hemolítica y orra con capacidad aurolírica. 

58 



ESTA 
SAllR 

Capítulo 6 

Conclusiones 

TESIS 
DE LA 

NO DEBE 
BIBLIOfEGA 

1. La mejor temperatura a la cual se conservan viables las cepas de Slrt/Jl«omlS 

Jma11ftOnia4 es a 25ºC ó a temperatura ambiente hasta por 30 ó 40 días. 

2. De Jos medios estudiados, ~ c!:!!!Slderen ó;>timos P""'" 1::. cons::r;;aci6n de cepas 

de Slrt/JIO<OCal! P-niae el Caldo Tioglicolato y el Caldo Soya Tripticasa 
adicionado de carne fresca y a una concenctración final de 2.596 de dextrosa. 

3. Aunque los medios sólidos dieron lugar al menor número colonias posteriores 

a las resiembras, las células en estos medios no presentaron variaciones 
morfológicas ni de Gram. 

4. El pH no es un parámetro que afecte la viabilidad de las cepas de Slrt/JkKrx:an 

pttamwnkle.. 

5. El producto obtenido a parcir de la masa celular deSlrt/JIOaalU p~ posee 

wllO actividad hemolítica como autolícica. 

6. El producto obtenido a parcir de la masa celular de neumococos es parcialmente 

oxigenol:fbil, ya que su actividad aucolCcica se potenció o se activó en algunos 
casos, en condiciones de anaerobiosis estricta. 

7. El producto obtenido a parcirdeSlrt/Jlrx:rx:au pnmmoniaeconserva sus propiedades 

hemolíticas y aucolícicas aún después de 5 meses. 

59 



8. El producto obtenido a partir de Strtptoal«l4 pneumoniae resiste temperaturas de 

congelación sin modificar sus propiedades hemolíticas y autolíticas. 

9. La autolisina de Strt:p1'X0«1n p_,,,,,,,iae no funciona como reactivo diagnóstico 

debido a su falta de especificidad y a la falta de reproducibilidad en los 
resultados. 
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Anexo 
l. Preparación de Medios de Cultivo 

Todos los medios de cultivo empleados se prepararon a partir de medios de 
cultivo deshidratados formulados por Bioxon y todos los rubos se prepararon con 
7 mi de cada medio. 

- Caldo BHI: Se suspenden 3 7 g del medio deshidratado en 1000 mi de agua 
destilada y se calienta ligeramente, si es necesario. 

- Se esteriliza a 121 º e (15 lb) durante 15 min. 

- Caldo Tioglicolaco: Se suspenden 28.5 g del medio deshidratado en 1000 
ml de agua destilada, se mezcla bien. Se calienta agitando frecuentemente 
ysehiervehastadisolución. Se esteriliza a 12lºC(l51b)durante 18 min. 
De preferencia se prepara el mismo día que se va a usar porque se oxida 
fácilmente. 

-Caldo de Soya Tripticasefna + carne fresca +dextrosa 2. 5%: Se suspenden 
30 g del medio deshidratado en 1000 mi de agua destilada. Se mezcla bien. 
Se calienta hasta lograr la disolución. Se esteriliza de 118 a 121 o e (pero 
no más de 15 lb de presión) durante 15 min. 

Anees de distribuir en los cubos se adicionó dextrosa a una concentración final 
de 2.5%, se hizo la distribución y con la ayud!!. de una espátula curva se agregó a cada 
rubo una pequeña porción de carne fresca seca, la cual se preparó previami:ntc 
picando lo más finamente posible carne de res libre de grasa y metiéndose a secar 
a una estufa a 45º C por aproximadamente 2 h. 

- AgarBHI: Se suspenden 52gdel mediodeshidraradoen 1000 mi de agua 
destilada. Se remoja de 10 a 15 min. Se calienta agitando frecuentemente 
y se hierve durante l min. Se esteriliza a 121 º C (l 51b) durante 1 S mín. 
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- Agar Sangre: Se suspenden 40 g del medio deshidratado en 1000 ml de 
agua destilada. Se remoja entre 10 y 15 min. Se hierve durante l min. Se 
esteriliza.a 12lºC(lS lb) durante 15 min. Seenftíaa45-50º Cyseañade 
de 5-10% de sangre desfibrinada estéril. 

Se llevó a cabo la distribución del medio en los tubos antes de esterilizarlos. 
Se enfriaron a la temperatura indicada y se adicionaron O. 5 mi de sangre de camero 
a cada tubo, en condiciones de esterilidad. 

2. Nefe16mctro de MacFacland 

Se prepararon una serie de tubos de acuerdo con la la siguiente tabla y se leyó 
JaD.O. a 510 nm 

BaCl2 H 2S04 Número Aproximado de Absorbancia 
(ml) (mi) Bacterias (Xla6) 

o.os 9.95 150 0.0645 

0.10 9.90 300 0.134 

0.15 9.8S 450 0.204 

0.20 9.80 600 0.235 

0.25 9.75 750 0.284 

0.30 9.70 900 Q.3645 

0.35 9.65 1050 0.444 

0.40 9.60 12(){) 0.485 

0.45 9.55 1350 0.565 

o.so 9.50 1500 0.581 

0.55 9.45 1650 0.688 

0.60 9.40 1800 0.745 

0.65 9.35 1950 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 Número Aproximado de 
Bacterias de los cultivos de Strtptot:o«uS ¡ma.moniae. 

3. Preparación de Soluciones Amortiguadoras 

Fosfato de Sodio 0.2 M, pH 6 

ll9.99gdeNaH2P04 ------ l.OM 
23.99 g de NaH,P04 0.2 M 

141.95 g de Na2HPO 4 l.O M 
28.39 g de Na2HP04 ------ 0.2 M 

Fosfato de Sodio 0.01 M, pH 6 

138.0 g de NaH
2
P04 LO M 

1.380 g de NaH2P0
4
------ O.OlM 

141.95 g de Na,HP04 .O M 
l.4195 g de Na2HP0

4
------ 0.01 

4. Curva de Hem6lisis 

Se prepararon una serie de tubos de la siguiente manera para obtener la curva 
de hem61isis necesaria y así encontrar los 96 de hem6lisis correspondientes a la 
enzima obtenida a partir de S. fJNM""'11iae. Se ley6la D.O. a 541 nm contni un blanco 
de Svh:d6r: ~i!"-9. 

Susp. Etit. 3% Sol. Salina Agua Hem6lisis D.O. 
(mi) (mi) (mi) (%) 

3.0 - 3 100 l.912 
2.25 0.75 3 75 l.3725 
l.5 l.5 3 50 l.000 
o.n 2.25 3 25 0.663 
o 3.0 - o --
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