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RESUMEN 

Streptococcus pneumonlae persiste como una de las principales 

causas de enfermedades infecciosas, cuyas manifestaciones clínicas requieren 

la hospitalización del paciente. Recientemente el tratamiento de estos 

padecimientos se ha visto obstaculizado debido al desarrollo de cepas 

resistentes y multiresistentes a diversos antimicrobianos. La resistencia en S. 

pneumon/ae está mediada por cambios en la afinidad de enzimas conocidas 

como proteínas ligadoras de penicilina (PLPs), las cuales catalizan la síntesis 

de mureina en la pared celular. 

En el presente trabajo se estudió un total de 17 cepas sensibles a 

penicilina, 22 resistentes y 13 con resistencia intermedia aisladas de procesos 

netamente invasivos ; asi como un grupo de cepas aisladas de niños sanos. Los 

lisados bacterianos fueron marcados con penicilina tritiada y procesados por 

electroforesis en geles de poliacrilamida -SOS, seguido de la técnica de 

fluorografia con salicilato de sodio; utilizando como controles una cepa sensíble 

(CMI 0.06 ug/ml) y una cepa control resistente (CMI 2.5-5 ug/ml). 

Los resultados obtenidos demostraron que las cepas resistentes 

presentaron cambios electroforéticos en las proteinas 1a,2a y 2b, la afinidad de 

éstas PLPs a la penicilina se vió disminuida en las cepas resistentes a 2 ug/ml : 

en las cepas con concentración minima inhibitoria (CMI) de 4 ug/ml se 

observaron alteraciones en la movilidad electroforética de estas proteinas 

acompañadas con la disminución en la afinidad de unión PLP-penícilina. En las 

cepas resistentes a B ug/ml se detectaron alteraciones en las PLPs 2a y 2b. 
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Con respecto a los aislamientos intermedios se visualizaron tres patrones 

diferentes. Los resultados de las cepas de niños sanos mostraron perfiles más 

homogéneos tanto en movilidad electroforética, como en intensidad de las 

bandas cuando se compararon con los fluorogramas de cepas invasoras. 

El estudio de los perfiles electroforéticos de estas proteínas permite 

agrupar a las cepas por familias, utilizándolas de esta forma como marcadores 

epidemiológicos, conocimiento indispensable para estudiar los factores que 

contribuyen a la selección, diseminación y prevalencia de las cepas resistentes 

de S. pneumonlae. 
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INTRODUCCION 

Streptococcus pneumoniae (neumococo) es una bacteria Gram 

positiva de forma lanceolada que se encuentra agrupada en pares o cadenas 

cortas. No presenta movilidad y no forma esporas, son microorganismos 

anaerobios facultativos y en algunas ocasiones requieren para su desarrollo la 

presencia de bióxido de carbono (1 ). S. pneumonlae posee una estructura 

capsular constituida de polisácaridos, los cuales son antígenicos y son la base 

de un sistema de tipificación por medio del cual se han identificado 913 serotipos 

diferentes de acuerdo al sistema de clasificación danés, el cual combina las 

relaciones estrechas de polisacáridos capsulares en tipos y grupos (2,3). 

En fa actualidad S. pneumonlae persiste como una de las principales 

causas de morbi-mortalidad en niños menores de 5 años y adultos mayores de 

60 años de edad. Es causante de severos cuadros clínicos como neumonía, 

septicemia y meningitis que en ocasiones , surgen como consecuencia de 

infecciones en el aparato respiratorio superior y cuyas manifestaciones clínicas 

requieren de la hospitalización del paciente (4,5). 

Actualmente en paises desarrollados, Ja incidencia anual de neumonías 

causadas por neumococos es de 5.9 millones de casos en menores de 5 años, 

4.5 millones de casos en niños de 5-14 años, 9.3 millones de casos en el grupo 

de 15-59 años y 4.8 millones de casos en personas de más de 60 ai"los (6). 

4 



En América Latina y el Caribe, la neumonía ocupa el séptimo lugar por 

morbilidad y el segundo lugar por mortalidad entre las enfermedades 

transmisibles. En México las defunciones por neumonía e influenza pasaron del 

sexto lugar en 1990, con una tasa de mortalidad (TM) de 27.3, ar octavo lugar 

en 1995, con una TM de 21.5 por 100,000 habitantes. Por grupos de edad los 

más afectados son los menores de 1 año con una tasa media de mortalidad de 

238.4. S. pneumonlae es causante del 30 al 45 % de los casos de neumonías 

en niños menores de 5 años y ancianos mayores de 60 años (7. 8). 

Recientemente el tratamiento de estos padecimientos se ha obstaculizado 

debido al desarrollo de cepas resistentes a diversos antimicrobianos. 

La historia de la resistencia neumocócica a agentes antimicrobianos se 

inicia a principios del siglo XX con el uso de la optoquina como tratamiento de 

infecciones neumocócicas (9). La resistencia clínica de S. pneunioniae a 

penicilina fue reportada por primera vez en Bastan, E.U.en 1965 (10). A partir 

de entonces cepas con concentraciones mínimas inhibitorias(CMJ).:: 2 ug/ml da 

penicilina, se han reportado en casi todo el mundo (11 ). 

La susceptibilidad a penicilina de neumococo permaneció unirormemente 

constante durante las dos primeras décadas desde la introducción del 

antibiótico, (CMI 0.005-0.001 ug/ml). Sin embargo, después de este periodo de 

latencia y particularmente durante los ao·s Jos aislamientos de neumococos con 

fenotipos resistentes a penicilina comenzaron a ser reportados con mayor 

frecuencia en muchas partes del mundo (12). 
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En Sudáfrica la resistencia a penicilina se observó en 4.9 °/o en 1979 y se 

elevó a 14 4 º/o en 1990 (13,14) Algunos cambios en la resistencia de S. 

pncumoniao fueron notr1dos en Francin durante la década de los so·s (15) En 

otros continentes la incidencia de bacterias resistentes aisladas de muestras 

clinicas surge con niveles extremadamente alto:!; (50-70 °/o en España y 

Hungría) (16) En nuestro país. uno de los primeros trabajos encaminados a la 

determinación de la susceptibilidad antimicrobiana de S. pneumoniae invasor 

fue realizado en el Instituto Nacional de Salud Pública, encontrándose que de 

un total de 220 cepas anali~adas. 22 2º/o fueron resistentes a penicilina (CMI 2 

uglml) (17) 

Una de las observaciones más interesantes, es el hecho de que en todo 

el mundo tanto en adultos como en niños. los serotipos 6, 14, 19 y 23 son los 

serotipos dominantes en resistencia a penicilina ( 18). 

Los resultados de un trabajo realizado en México para conocer la 

distribución de serotipos. demuestran que el tipo 23F es el más frecuente (24°/o), 

seguido por los tipos 6A+B. 14 y 19A; y estas cuatro serotipos (:Onstituyen el 

55.8°/o de el total de los aislamientos (19) 

El mecanismo responsable de la resistencia a la penicilina es la 

alteración de las proteínas ligadoras de penicilina (PlPs), las cuales están 

presentes en todas las bacterias, pero éstas varían de una especie a otra en 

número, tamaño, cantidad y afinidad por los antibióticos beta lactámicos (20) 

Estas proteínas estén localizadas normalmente en la cara externa de la 

membrana citoplasmática y están ancladas a través de secuencias hidrofóbicas. 

Las principales actividades enzimáticas asociadas con las PLPs son la 
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peptidog1ican t1 anspeptidasa y la D-0 carboxipeptidasa, cuya función es 

indispensable para la célula. La inhibición de estas proteínas puede causar lisis 

celular, muerte o retraso en el crecimiento (21,22). 

Existen varios mecanismos de resistencia bacteriana para los antibióticos 

beta lactámicos, al menos tres mecanismos han sido identificados (23): 

1. Inhibición enzimática. Las enzimas que confieren resistencia a los antibióticos 

beta lactámicos activos son llamadas a menudo beta lactamasas. Estas enzimas 

modifican la estructura del antibiótico de tal modo que pierden su actividad para 

unirse a los sitios blanco como las PLPs (24). 

2. Alteración del sitio blanco. En la biosintesis de la pared celular, las PLPs 

juegan una función importante en la síntesis del peptidoglicano, mediante 

reacciones de transpeptidación y transglicosilación . Mutaciones en éstas 

proteínas hacen que disminuyan su afinidad por los B-lactémicos (25). 

3. Cambios en la permeabilidad de la membrana. Sólo las bacterias Gram 

negativas presentan porinas en su membrana externa. las cuales se encuentran 

codificadas por el cromosoma. La permeabilidad por porinas es directamente 

afectada por el tamaño, carga, número y naturaleza hidrofóbica tanto del 

antibiótico como de las propias porinas (26). 

En el caso particular de s_ pneumonlae la resistencia a penicilina está 

mediada por cambios en la afinidad o en el porcentaje de acilación de las 

proteínas ligadoras de penicilina. Estas proteínas son enzimas que catalizan 

los estados terminales de la sintesis de mureina en la pared celular de la 
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bacteria (9) Estas proteínas son capaces de formar enlaces covalentes con la 

penicilina, la cual. una vez ligada a las PLPs neumocócicas, es degradada para 

producir ácido peniciloico (27) Las PLPs presentan dos regiones. la primera 

es ~1 sitio activo donde se localiza el residuo de serina involucrado en la 

transpeptidac1ón, n1ientras que el segundo dominio. es responsable de catalizar 

el crecimiento de las cadonns de glicano (transglicosilación) (28) 

Debido a la capacidad en=imática de las PLPs para formar un complejo 

peniciloico covalente. las huellas de las PLPs pueden ser visualizadas 

fácilmente después de la incubación con penicilina radioactiva. en geles de 

poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio y fluorografía. 

S. pncun1oniac contiene seis PLPs. cinco de ellas con pesos 

moleculares altos 1a. 92-100 kilodaltones (KOa); 1b. 89-95 KDa: 2a. 80-81 

KDa: 2x. 85 KDa. 2b. 77-78 KOa. estas proteínas estén involucradas en la 

resistencia a penic11111a y otros ant1b1óticos beta tactén1icos. La PLP 3 de bajo 

peso molecular no participa en lo. resistencia a penicilina, sin embargo esta 

proteína tiene una actividad de 0-0 carboxipeptidasa "in vitre" y tiene un papel 

importante en la división de la célula. probablemente como consecuencia 

directa de su papel en el mantenin1iento del peptidoglicano. 

Se ha observado que los niveles reducidos de la PLP 3 disminuye la 

resistencia a cefotaxima Se han propuesto algunas explicaciones para el papel 

de la PLP 3· 1) La cefotax11na puede ser secuestrada por la PLP3, para que el 

blanco mayor. la PLP 2x. pueda ser menos inhibida cuando la PLP 3 está 

presente en cantidades normales 2) Puede haber una interacción entre la PLP 

3 y la PLP 2x. Cuando la PLP 2x se modifica. la concentración de la PLP 3 

disminuye. La reducción de la PLP 3 puede disminuir la resistencia a 
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cefotaxima. 3). La PLP 3 probablemente influya el grado de entrecruzamiento en 

la capa del peptidoglicano y esto puede modificar la arquitectura de la pared 

celular. Esto puede amplificar el efecto de las mutaciones de la PLP 2x porque 

la pared celular es la estructura donde las PLPs actúan, y una modificación de 

este ambiente puede modificar su actividad. (29). 

El desarrollo de resistencia a penicilina se da corno resultado de 

alteraciones en los genes que codifican para estas PLPs. En cepas 

neumocócicas que son susceptibles a penicilina. estas proteínas de la pared 

celular son altamente conservadas. En cepas con niveles altos de resistencia, la 

afinidad de cada una de las cinco PLPs por la penicilina es reducida (30). Las 

PLPs tienen afinidad por penicilina y en contraste . afinidad por sus sustratos 

peptidicos naturales usados en la biosintesis de mureina. Mientras la afinidad 

de las PLPs por penicilina en cepas resistentes es reducida, su afinidad por el 

sustrato natural u otro sustrato no está alterada y permite la sintesis de mureina. 

Hay evidencias recientes que las PLPs de cepas resistentes cambian su 

afinidad por su sustrato peptídico endógeno (31). 

En cepas neumocócicas que son altamente resistentes a penicilina . los 

genes que codifican para las PLPs 2b y 2x difieren ampliamente de las cepas 

susceptibles (32). Basados en los datos de secuenciación de estos genes se 

demostró que tienen una estructura de mosaico, constituida por regiones que 

son casi idénticas a las de las cepas sensibles a penicilina alternando con 

regiones que son altamente divergentes. Las estruturas de mosaico fueron 

primero demostradas en el gene que codifica para la PLP 2b y han sido 

subsecuentemente descritas en los genes 2X y 1A de diferentes aislamientos 

resistentes. Estos tres genes contribuyen a incrementar la resistencia a beta-
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lactámicos iniciando con el gen 2X como responsable del primer nivel de 

resistencia (33) 

Se ha propuesto que estas regiones divergentes. pueden generarse por 

mutación o en muchas ocasiones pueden darse por eventos de recombinación 

entre especies Los segmentos dA las PLPs de los genes estructurales de 

neumococos susceptibles. pueden ser reemplazados con regiones 

correspondientes. derivadas de los genes de especies de estreptococos 

relacio11<1dos que cambian la estructura de las PLPs_ Basados en la premisa de 

que las especies de estreptococos intercarnbian DNA "in vivo". el gen de la PLP 

2b de dos cepas resistentes de Streptococcus sanguis fue encontrado 

idéntico en secuencia con el gen de la PLP 2b encontrado en cepas resistentes 

de S. pneun1oniae. La presencia de resistencia a penicilina parece haber 

ocurrido en parte. por la transferencia horizontal de una alteración en el gen 28 

de una cepa de S. pneun1oniae resistente a penicilina hacia una cepa de S. 

sanguis susceptible a ella (34.35) 

Para S. pneun1oniae. la transformación del gen 28 ha ocurrido por lo 

menos en dos ocasiones involucrando dos orígenes diferentes y produciendo 

dos clases de genes alterados. la clase A y B Clasificados asi en base a las 

diferencias entre In secuencia alterada. la cual es caracteristica para cada una 

de estas clases (36) La clase A de PLP se presenta en diferentes serotipos en 

todo el mundo: ésta apareció muy probablemente en Papua, Nueva Guinea, en 

los so·s. cuando la penicilina fue usada extensamente para el tratamiento de 

infecciones respiratorias que fu09ron comunes en esta región. Las cepas 

conteniendo la clase B en el gen 28 aparecieron en una misma clona. su 

apa.rición puede provenir de España con el serotipo 23F (37.38) 
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Los procesos que han contribuido notablemente al incremento en la 

resistencia neumocócica son los siguientes: 

1. Cepas de S. pneumonlae resistentes a penicilina han surgido al mismo 

tiempo e independientemente una de otra en diversas localidades geográficas; 

muchas probablemente a través de la adquisición de secuencias de ONA 

extraño, probablemente de estreptococos del grupo viridans relacionados 

taxonómicamente y por la transferencia horizontal de los genes de las PLPs 

alteradas de un neumococo resistente a penicilina a uno genéticamente distinto, 

susceptible a penicilina. 

2. El incremento en la incidencia de neumococos resistentes. puede involucrar 

la multiplicación y extensión de la progenie de una o más clonas neumocócicas 

resistentes (39). 

Reportes recientes de cepas de S. pneumoniae resistentes a 

cefalosporinas de tercera generación son de interés particular, porque éstas 

han sido las drogas de elección para el tratamiento de enfermedades invasivas 

cuando las cepas son resistentes a penicilina. El análisis de una de estas cepas 

resistentes a ceftriaxona reveló un número de diferencias en las PLPs cuando la 

cepa fue comparada con todas las familias de las PLPs caraclerizadas de cepas 

resistentes a penicilina. Estos neumococos resistentes a cefalosporinas pueden 

tener cambios en la afinidad de las PLPs diferentes a los de la penicilina y 

únicos a cefalosporinas (40) 
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OBJETIVOS 

1. Determinar la variabilidad en los patrones electroforéticos de las proteínas 

1igadoras de penicilina (PLPs) en cepas invasoras y no invasoras de 

Streptococcus pneumoniae. 

2. Comparar los patron~s electroforéticos de las PLPs entre variantes 

resistentes y sensibles de cepas invasoras de Streptococcus pneumoniae. 

3. Determinar la posible relación entre la afinidad de unión PLP-penicilina con 

los serotipos de Streptococcus pneumonlae identificados. 
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HIPOTESIS 

A medida que la resistencia a penicilina de Sfreprococcus pneunroniae 

se incrementa, se presentará una disminución en la capacidad de unión PLP

penicilina, la cual se verá reflejada en la variación del perfil electroforético 

(ausencia o disminución de la intensidad de las bandas), en comparación con ta 

cepa sensible. 
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METODOLOGIA 

En et presente trabajo se onalizaron un total de 52 cepas de S. 

pncun1oniae de aislamientos clinicos ( líquido cefalorraquídeo, sangre, oído 

medio y liquido peritoneal) de nliios entre 0-5 años de edad provenientes de dos 

hospitales de la ciudad de l'./léxico. el Hospital Infantil de México (HIM) y el 

Hospital de Pedint1ia del Cent10 l\1lódico Nacional (CMN) Al mismo tiempo se 

estudiaron 13 cepas aislad;is de niiios snnos ( 9 del CMN y 4 de un estudio en 

niños tlaxcaltecas). las cepns se identificaron con las técnicas de optoquina y 

solubilidad en bilis descritas en el anexo 1 (41.42.43) 

La sensibilidad antlm1crobiana para determinar la concentración mínima 

inhibitoria (CMI) sA hizo por el método de microdilución en placa . basados en 

los linernniento$ del National CommitteP. far Clinical Laboratory Standards 

(NCCLS) (44). po$teriormente se tipificaron con sueros específicos provenientes 

del Statens SerLHnmstitut en Dinamarca. por tnedio de la reacción de Quellung 

(45) 

Las cepas se clasificaron en cinco grupos. el primero comprendió 22 

cepas invasoras resistentes a penicilin.::"' (CMI .=:, 2 ug/ml) . el segundo grupo 

estuvo compuesto por 1 7 cepas invasoras sensibles ( CMI ;::. 0.06 ug/1nl), el 

tercero incluyó 13 cepas invasoras con resistencia intermedia (CMI 0.01-1 

ug/ml). el cuarto y quinto grupo estuvieron formados por 1 3 cepas no invasoras: 

7 sensibles y 6 resistentes 



La obtención de 1as PLPs se hizo mediante la preparación de 

1isados celulares de cada una de las cepas en estudio; cada uno de tos lisados 

se incubó con diferentes concentraciones de bencilpenicilina tritiada 

(Amersham) en base a la CMI de cada una de las cepas, siendo 2.5 uCi/ml para 

las cepas sensibles, 20 uCi/ml (CMI 2 ug/ml), 30 uCi/ml (CMI 4 ug/ml), 40 uCi/ml 

(CMI B ug/ml) y 5 uCi/ml en las cepas con resistencia intermedia.Se dertermin6 

la cantidad de protelnas totales por medio de la reacción de Biuret (46). Se 

corrieron las proteinas en geles de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (47). 

y la determinación de tos patrones de PLPs se llevó a cabo por medio de ta 

técnica de fluorografia {48,49). 

Todos los procedimientos se describen detalladamente en el anexo 1 

Los resultados fueron analizados comparando visualmente los patrones 

electroforéticos obtenidos. con los reportados en la literatura. Se determinaron 

los pesos moleculares de las PLPs empleando marcadores de peso molecular 

de límites amplios, de 6,500 - 200,000 Daltones (BIO-RAD). 
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RESULTADOS 

La prin1era colección de 52 cepas de S. pneutnoniae analizadas en el 

presente estudio fueron seleccionadas de un total de 120 cepas aisladas de 

diversos cuadros clinicos. todils ellas invasoras y de niños menores de 5 ai''los 

de edad: las CMI y los serot1pos de las cepas antes mencionadas se muestran 

en los cuadros 1 -3 Las figuréls 1 , 2 y 3 esquematizan los resultados de los 17 

aislamientos sensibles a penicilina. cuya concentración mínima inhibitoria se 

encuentra en los valores de O 03-0.06 ug/ml de penicilina Estas cepas 

mostraron un marcado grado de similitud en el patrón de PLPs. Se observó una 

variación en la movilidad electroforética de la PLP 1 a en todas las cepas 

sensibles analizadas cuando se compararon con el control sensible: así mismo 

se visualizó una variación en el perfil e\ectroforético de la PLP 3 en la cepa B 

HIM con un peso molecular más alto (58 KDd). en relación con el control 

sensible cuyo peso molecular se estima en 52 KDa 

La figura 4 muestra el patrón de PLPs de los seis aislam·ientos clínicos 

resistentes a 2 ug/ml de penicilina ( 20 CMN. 18 HIM. 67 HIM. 62 HIM 12 CMN 

y 24 HIM), en donde aparenternente no existe un cambio en la movilidad 

electroforética con respecto a la cepa control sensible. sin embargo si se 

aprecia una disminución en la afinidad de las PLP 1a y 2b 

Las figuras 5 y 6 muestran los resultados de los perfiles de tas proteinas 

ligadoras de penic1hna en las cepas resistentes a 4 ug/ml. en donde la afinidad 

de las PLPs 1 a y 2b se observa fuertemente disminuida. aunada con un cambio 

en la movilidad electroforética en relación con el control sensible. De las 1 O 
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cepas con esta CMl,ocho fueron provenientes del HIM y las dos restantes del 

CMN. 

Los f1uorogramas de los patrones de las PLPs de las seis cepas 

resistentes a B ug/ml de penicilina se indican en la figura 7, en donde se aprecia 

claramente que las proteinas del grupo 2 (2a. 2b y 2x) fueron las más afectadas 

en cuanto a su capacidad de unión PLP-penici1ina, sin omitir además la 

modificación de la PLP 1a. La cepa 35 HIM presentó un ligero cambio en la 

PLP 2b , el cual no fue tan marcado como en las cepas anteriormente 

mencionadas. En el aislamiento clinico 11 CMN se vió la ausencia de las PLPs 

2a y 2b en donde a pesar de haber sido marcada con la misma cantidad de 

penicilina tritiada (40 uCi/ml) como el resto de las cepas resistentes a B ug/ml, 

no se logró visualizar las proteínas 2a y 2b de esta cepa, lo cual habla del grado 

de modificación que estas proteínas tienen. La figura 8 muestra los resultados 

de los perfiles etectroforéticos de la cepa 11 CMN cuando ésta fue marcada con 

60 y 80 uCi/ml de penicilina tritiada y se ve claramente la baja afinidad de las 

PLPs 2a y 2b. 

El cuadro 4 agrupa los patrones electroforéticos de las 22 cepas 

resistentes analizadas, indicando las PLPs que sufrieron reducción en la 

afinidad por penici1ina y agrupándolas en cuatro diferentes patrones; ( 1a+,1 b+, 

za+ y 2b"): (1a- .1b+, 2a+ y 2b•); (1a-, 1b•,2a- y 2b") y (1a•,1b•,2a+ y 2b+). 

Los resultados de las 13 cepas con resistencia intermedia (CMI 0.1-1 

ug/ml) analizadas en este trabajo mostraron claramente que las PLPs del grupo 

2 (2a,2b y 2x) son las primeras proteínas cuya capacidad de unión proteina-

17 



penicilina se ve disminuida, figuras 9, 1 O y 11. En el cuadro 5 se agrupan los 

resultados del análisis de los tres fluorogramas anteriormente mencionados. 

En el caso de la segunda colección de 13 cepas de S. pneumonlae 

analizadas en el presente estudio, provenientes de exudados faríngeos, se tiene 

la figura 12 donde se observan los perfiles de las siete cepas sensibles de S. 

pneun1onlae aisladas de niños sanos (2CMN, 7CMN, 11 CMN, 21 CMN, 25CMN, 

38CMN, 39CMN). Cuando se compararon estos patrones con los resultados de 

las cepas invasoras sensibles (figuras 1,2 y 3), se vió que la intensidad de las 

bandas es mayor. lo cual indica que la afinidad de la penicilina por las proteínas 

es superior en aislamientos de niños sanos, a pesar de que ambos grupos 

estuvieron constituidos por cepas con CMI de 0.03 y 0.06 ug/ml de penicilina. 

Resultados similares se obtuvieron cuando se compararon los peñiles de las 

cepas resistentes invasoras (figuras 4,5,6 y 7) contra las sei~ cepas resistentes 

d.e niños sanos (figura 13). en donde a pesar de presentar una disminución en 

la afinidad de unión, ésta no es tan marcada como la disminución que se 

observa en las cepas resistentes invasoras. Las CMI y los serotipos de las 

cepas antes mencionadas se muestran en los cuadros 6 y 7. 

El análisis relacionando el patrón de PLPs y el serotipo de las cepas de 

S. pneumonlae en las cepas resistentes a penicilina se hizo sobre el serotipo 

23F, ya que este fue el tipo predominante en los aislamientos analizados 

(68. 1 %). Cuando se analizaron los perfiles de cada una de estas 15 cepas se 

observaron tres diferentes patrones, dentro de los cuales el predominante fue el 

patrón 1 al que pertenecieron las cepas con alteraciones de las PLPs 1 a y 2b . 

seguido del patrón 2 con alteraciones en las PLPs 1a, 2a y 2b (cuadro 8). 
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La distribución de los serotipos en las cepas sensibles es heterogénea, 

encontrándose presentes los serotipos 2. 23, 14. 68, 1 OA. 11 A y 19. Cuando se 

analizó la relación serotipo-patrón de PLPs para estas cepas, se vió una 

similitud en los perfiles del tipo 2 y 19: para los serotipos restantes no se pudo 

hacer ninguna comparación debido a su baja frecuencia (cuadro 2 ). 
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Cuadro 1. Caracteristicas de 22 cepas de Streptococcus pneumoniae 

invasoras y resistentes a penicilina. 

No. DE CEPA 

24 HIM 

67 HIM 

62HIM 

12 CMN 

20CMN 

18 HIM 

HIM 

9 HIM 

13 HIM 

15HIM 

22CMN 

46HIM 

SBHIM 

69HIM 

22HIM 

23CMN 

11 HIM 

21 HIM 

31 HIM 

35HIM 

11CMN 

13CMN 

CMI ug/ml 

2 

2 

2 

2 

2 

2 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

4 

8 

8 

8 

8 

8 

8 

20 

SEROTIPO 

9A 

23F 

19F 

23F 

19F 

23F 

23F 

23F 

23F 

9A 

23F 

23F 

23F 

19A 

19F 

23F 

23F 

23F 

23F 

23F 

23F 

68 



Cuadro 2. Caracterfsticas de 17 cepas de Slreptococcus pneumonlae 

invasoras y sensibles a penicilina. 

No DE CEPA CMl(ugf mi) SEROTIPO 

7 HIM 0.06 10A 

8 HIM 0.03 11A 

10HIM 0.03 14 

40HIM 0.06 19A 

30HIM 0.06 19A 

32 HIM 0.06 19A 

45HIM 0.06 19A 

37 HIM 0.06 68 

73 HIM 0.06 68 

36 HIM 0.06 14 

59HIM 0.03 14 

47 HIM 0.06 19A 

1 CMN 0.06 2 

2CMN 0.03 2 

3CMN 0.03 2 

18 CMN 0.06 23F 

19 CMN 0.03 23F 
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Cuadro 3. Caracterfsticas de 13 cepas de Streptococcus pneumoniae 

invasoras con resistencia intermedia a penicilina. 

No. DE CEPA 

3 HIM 

52HIM 

34HIM 

71 HIM 

44HIM 

56HIM 

51 HIM 

77 HIM 

4CMN 

5CMN 

7CMN 

8CMN 

27CMN 

CMl(ug/ml) 

0.125 

0.125 

0.125 

0.125 

0.125 

22 

SEROTIPO 

68 

68 

19A 

19A 

14 

14 

23F 

23F 

68 

se· 

14 

14 

1.9F 



Cuadro 4. Relación de patrones electroforéticos en cepas de 

Streptococcus pneumoniae invasoras y resistentes a penicilina. 

No. CEPA CMI SEROTIPO PATRON ELECTROFORETICO 

(ug/ml) 1a 1b 2a 2b 

20CMN 2 19F + (1) 

18 HIM 2 23F (2) 

67HIM 2 23F (2) 

62 HIM 2 19F + (1) 

12 CMN 2 23F + + (4) 

24HIM 2 9A + + (2) 

15 HIM 4 9A + + (2) 

69HIM 4 19A + + (2) 

22CMN 4 23F + + (2) 

23CMN 4 23F (2) 

22HIM 4 19F + + (2) 

58HIM 4 23F + + (2) 

13 HIM 4 23F + + (2) 

9 HIM 4 23F + + (2) 

1 HIM 4 23F + (2) 

46HIM 4 23F + (2) 

35HIM 8 23F (1) 

13CMN 8 68 + + + (4) 

31 HIM 8 23F (2) 

21 HIM 8 23F + + (2) 

11 HIM 8 23F + (2) 

11 CMN 8 23F (3) 

23 
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Cuadro 5. Relación de patrones elcctroforéticos en cepas de 

Strcptococcus pneumoniae invasoras con resistencia intermedia a 

penicilina. 

No. CEPA CMI SEROTIPO PATRON ELECTROFORETICO 

(ug/ml) 1a 1b 2a 2b 

51 HIM 23F 

56HIM 14 +/- +/-

71 HIM o 125 19A 

3 HIM 68 +/- +/-

52HIM 68 +/- +/-

44HIM 14 

77 HIM 0.125 23F +/- +/-

34 HIM o 125 19A. <. 

5 CMN 0.125 68 + + 

7 CMN 14 + + 

8 CMN 14 + 

27 CMN 19F + + 

4 CMN 0.125 68 + 
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Cuadro 6. Caractcrlsticas de 7 cepas de Streptococcus pnoun1onlac no 

Invasoras y sensibles a penicilina. 

No. DE CEPA CMl(ug/ml) SEROTIPO 

2 CMN 0.03 2 

7CMN 0.03 GA 

11 CMN 0.03 2 

21 CMN o 06 14 

25CMN 0.03 GA 

38CMN 0.06 23F 

39 CMN 0.06 23A 

Cuadro 7. Caracteristlcas de 6 cepas de Streptococcus pneumoniae no 

invasoras y resistentes a penicilina. 

No.CEPA CMI (ug/ml) SEROTIPO 

SCMN 4 23F 

36CMN 4 GB 

GTLAX 4 23F 

17 TLAX 4 23F 

61 TLAX 2 35 

112 TLAX 2 6A 
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Cuadro 8. Relaclón entre patrones electroforéticos de las PLP• y el 

serotipo 23F de Srreprococcus pneumon/ae en cepas \nvasoras 

pentclHno-resistentes. 

No.CEPA CMI SEROTIPO PATRON ELECTROFORETICO 

(uglml) 1a 1b 2a 2b 

18HIM 2 23F + (1) 

67HIM 2 23F + + (1) 

22CMN 4 23F + (1) 

23CMN 4 23F + + (1) 

58HIM 4 23F + + (1) 

13HIM 4 23F + + (1) 

9 HIM 4 23F + + (1) 

HIM 4 23F + + (1) 

46HIM 4 23F + + (1) 

12CMN 2 23F + + + + (2) 

35H1M 8 23F + + + (4) 

31 HIM 8 23F + + (1) 

21 HIM 8 23F + + (1) 

11 HIM 8 23F + + (1) 

11 CMN 8 23F + (3) 
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Fig. 1. Patrones electroforéticos de las cepas invasoras de Streptococcus 

pneumonlae sensibles a penicilina marcadas con 2.5 uCi/ml de bencilpenicilina 

tritiada. Las cepas controles sensibles y resistentes se marcaron con 2.5 y 5 

uCVml respectivamente. El número de aislamiento, la CMI y el serotipo se 

Indican en la parte superior del fluorograma. Los geles fueron expuestos a -70 

ºC durante 15 días. 
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Fig. 2. Patrones electroforéticos de las cepas invasoras de 

Streptococcus pneurnoniae sensibles a penicilina marcadas con 2.5 

uCilml de bencilpenicilina tritiada. Las cepas controles sensible y 

resistente se marcaron con 2.5 y 5 uCi/ml respectivamente. El 

fluorograma muestra los peñiles de los aislamientos clínicos del 

Hospital Infantil de México (HIM). 
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Fig. 3. Patrones electroforéticos de las cepas invasoras de Streptococcua 

pneumonlae sensibles a pemcilina marcadas con 2.5 uCi/ml de bencilpenicilina 

tritiada. Las cepas controles sensibles y resistentes se marcaron con 2.5 y 5 

uCi/ml respectivamente. Los aislamientos cHnicos muestran una variación en la 

movilidad electroforética en relación con el control sensible. 

29 

- 97 

-66 

- 45 



$ ~ .$- <ÍI' ~ 
"' .... ..... SEROTIPO 

CEPA 

ta/lb-

2x./2a-
2b-

~~ # ~ ~ ~ e ,;;,.-
"'"" 

...... ;:; ~ ... ~ "' ... 

Fig. •· Patrones electroforéticos de las cepas invasoras de 

St,.ptococcu• pneumon/ae resistentes a penicilina (CMl=2 ug/ml) 

marcadas con 20 uCi/ml de bencilpenicilina tritiada. Las cepas controles 

sensible y resistente se marcaron con 2.5 y 5 uCi/ml respectivamente. 

El número de aislamiento y el serotipo de las cepas son indicados en la 

parte superior del fluorograma 
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Fig. 5. Patrones electroforéticos de las cepas invasoras de Stroptococcus 

pneumonlae resistentes a penicilina (CMl=4 ug/ml) marcadas con 30 uCi/ml de 

bencilpenicilina tritiada. Las cepas presentan alteraciónes en las PLPs 1 a y 2b 

en relación con el control sensible, asi como un cambio en la movilidad 

electroforética. El número de aislamiento y el serotipo. se indican en la parte 

superior del gel. 
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CEPA 

Fig. 6. Patrones e\ectroforéticos de cepas invasoras de 

Streptococcus pneumon/ae resistentes a 4 ug/ml de 

penicilina, marcadas con 30 uCi/ml de bencilpenicilina tritiada. 
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Flg. 7. Fluorogr.ama de cepas invasoras de Stroptococcus 

pneumoniae resistentes a penicilina (CMl=S ugfml) marcadas con 40 

uCi/ml de bencilpenicihna tritiada. Los controles resistente y sensible se 

marcaron con 10 y 2.5 uCi/ml respectivamente. La afinidad de unión 

PLP-penicilina se ve disminuida en la cepa 11 CMN en donde las 

proteínas del grupo 2 no se visualizaron. 
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Flg. 8. Perfiles electroforéticos de la cepa 11 CMN resistente 

a B ug/ml de penicilina. La cepa fue tratada con 60 uCi/ml y 

80 uCi/ml de bencilpenicilina tritiada. Como puede 

observarse la visualización de las PLPs 2a y 2b es pobre a 

pesar de las altas concentraciones de bencilpenicilina Uitiada 

con que fueron tratadas las células. El gel se expuso a -

70ºC durante 15 días. 
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FJg. 9. Patrones electroforéticos de las cepas invasoras de 

Struptococcus pneumonl•e con resistencia intermedia (CMl=0.1-

1ug/ml) marcadas con 5 uCi/ml de bencilpenicilina tritiada; los 

controles se marcaron con. 2.5 uCi/ml en el control sensible y 1 O 

uCi/ml en la cepa resistente. Se observan algunos cambios en la 

afinidad de unión en ras PLPs del grupo 2. 
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Fig. 10. Perfiles electroforéticos de las PLPs de cepas invasoras de 

Streptococcus pneumonlae con resistencia intermedia (CMl=0.1-1ug/ml) 

marcadas con 5 uCi/ml de bencilpenicilina tritiada. 
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Fig. 11. Palrones electroforéticos de las cepas invasoras de 

Streptococcus pnoun1oniao con resistencia intermedia (CMl=0.1-1 

ugtml) marcadas con S uCi/ml de benzylpenicilina tritiada. 
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Fig. 12. Patrones electroforét1cos de cepas de Streptococcus pneumonlae no 

invasoras sensibles a penicilina marcadas con 2.5 uCi/ml de bencilpenicilina 

tñtiada. La intensidad de las bandas es mayor en relación con las cepas sensibles 

invasoras (11g. 1~3). E1 gel fue expuesto a ~70°C durante 15 días. 
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Flg. 13. F>erfiles de PLPs de cepas no invasoras ,de Streptococcu• 

pneumonlae resistentes a penicilina marcadas con 20 uCilm1 (CMI=2 ug/ml) y 

30 uCilml {CMl=4 ug/ml) de benciJpenicWna tritiada. Las cepas controles se 

marcaron con 10 y 2.5 uCi/ml. Los geles fueron expuestos a -70ºC durante 15 

días. 
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DISCUSION 

Slreptococcus pneumonlae es la causa más común de neumonfas, 

otitis media y bacteremia en niños menores de cinco años y la tercera causa 

más importante de meningitis en el mismo grupo de edad (50). El tratamiento 

contra estos padecimientos se ha visto obstaculizado por el desarrollo de cepas 

resistentes y multiresistentes (51 ). El amplio uso de Ja penicilina y otros 

antibióticos beta-lactámicos ha impuesto una presión selectiva importante, que 

ha originado el desarrollo de resistencia en muchas especies bacterianas. La 

emergencia de neumococos resistentes a penicilina es el resultado de por lo 

menos tres eventos distintos: (i) la introducción de uno o varios genes 

exógenos, vía transformación y recombinación dentro de al menos una clona 

bacteriana; (ii) la distribución de estas clonas resistentes y (iii) la distribución de 

mosaicos de genes de la clona resistente dentro de otras clonas (52) . Por lo 

antes mencionado las cepas de neumococos resistentes a penicilina. son en la 

actualidad un problema importante en varias partes del mundo. 

Los perfiles de las PLPs de las cepas sensibles a penicilina analizadas 

en este estudio, muestran una marcada similitud de un patrón de PLP a otro 

(figuras 1,2 y 3); una conservación similar del patrón ha sido observada en las 

PLPs de otras especies bacterianas (53,54), por lo que se ha propuesto que los 

patrones de las PLPs pueden ser usados como marcadores taxonómicos ( 15). 

Dentro de este mismo grupo de cepas se vió que la proteína más variable en 

términos de movilidad electroforética fue la PLP 1a. El cambio en el peso 

molecular de la PLP 1 a en cepas sensibles ha sido demostrado 

inmunológicamente (27,55). El gen que codifica para la PLP 1a parece tener 
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poco efecto en las diferentes fases de crecimiento de la bacteria y la 

susceptibilidad a penicilina (56). 

La presencia de la PLP 3 con un peso molecular más alto (58 KDa) en 

relación con el peso molecular de la cepa control sensible (52 KDa) presente en 

nuestros resultados es un fenómeno descrito con anterioridad (27). Trabajos de 

cromatograffa líquida de alta resolución realizados por Garcia-Bustos en 1987, 

demostraron que las cepas sensibles que presentan desviación del patrón típico 

(PLPs 1a y 3). tienen el mismo patrón de péptidos que las cepas sensibles con 

patrones normales (57). 

La relación entre los niveles de resistencia y la afinidad de las PLPs por 

el antibiótico en las 22 cepas resistentes analizadas, muestran claramente que 

las PLPs 1a y 2b requieren gradualmente concentraciones de penicilina cada 

vez más elevadas, siendo además estas las proteinas aparentemente más 

variables en términos de movilidad electroforética (figuras 4,5 y 6). Tomasz y 

col. en 1986 utilizando las cepas controles 6249 (resistente) y RS (sensible). 

encontraron marcadas diferencias de unión de las PLPs 1 a y 2, cuando 

compararon diferentes concentraciones de penicilina tritiada vs densidad (58). 

Las alteraciones de estas PLPs que acompañan a la adquisición de resistencia 

en cepas de S. pneumon/ae indican que al menos en término de PLPs 

afectadas, los neumococos contienen más de un blanco celular (48). 

Las PLPs modificadas pueden representar mutantes derivadas de las 

PLPs normales, por reemplazamiento de aminoácidos en una región del 

genoma ocasionando cambios conformacionales que alteran las propiedades de 

unión PLP-penicilina, siendo esta restructuraci6n compatible con la baja 
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afinidad del antibiótico, el aumento de resistencia y en algunos casos, con los 

cambios de movilidad electroforética observados; sugiriendo un alto grado de 

plasticidad en los determinates genéticos de las PLPs neumocócicas. Los 

cambios observados en las PLPs de las cepas resistentes en comparación con 

el patrón de la cepa silvestre, sugiere que los altos niveles de resistencia a 

penicilina involucra un número de alteraciones secuenciales. Esta conclusión es 

fundamentada por hallazgos con transformantes genéticos, en los cuales la 

adquisición gradual de resistencia a penicilina va acompañada por cambios 

graduales en los perfiles de las PLPs (59). 

Los resultados obtenidos de un estudio sobre las alteraciones cinéticas 

de las PLPs realizado por Tomasz en 1986, indican que el principal factor 

responsable de la disminución observada en la unión del antibiótico en las 

cepas resistentes, involucra una disminución en la afinidad ( K) y en el 

porcentaje de acilación (Kz) de las PLPs, en base a la siguiente fórmula: 

E + 1 k El k2 El k3 E + P en donde E es la enzima, 1 es el sustrato y P el 

producto; esto es constante para cada microorganismo cuando se marca el 

mismo volumen de cultivo, en la fase logaritmica de crecimiento (58). 

Los patrones eloctroforéticos de las cepas con resistencia intermedia 

(figuras 9, 1 O y 11) fueron parecidos a los reportados en cepas intermedias de 

Alaska y Sudáfrica en las que se observaron cuatro distintos patrones de PLPs 

(55). 

Los neumococos resistentes han sido reportados con diferentes tipos 

capsulares, la mayoria pertenecientes a los serotipos 6, 14, 19 y 23. 

(9,50,60,61 ). Cuando se relacionó el perfil de PLPs y el serotipo de las cepas 
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invasoras penicilino~resistentes (cuadro 4), se encontró que el tipo 23F presente 

en 15 cepas de 22 analizadas presentó tres diferentes patrones, siendo el 

patrón 1 (PLP 1a· y 2b ·)el más abundante 12/15. La distribución 

intercontinental de la clona 23F multiresistente fue reportada en 1991 (37,62). 

Estos investigadores examinaron algunas cepas 23F de Ohio y España y 

demostraron que los organismos analizados tenían patrones similares de PLPs, 

perfiles enzimáticos y de endonucleasas de restricción (37,39,63,64). El análisis 

de cepas neumocócicas resistentes a penicilina de algunos continentes, ha 

demostrado que generalmente los organismos que circulan en áreas locales, 

son derivados de un número de clonas relativamente pequeño. Por lo antes 

mencionado se destaca la importancia de realizar un análisis molecular más 

profundo que permita conocer la distribución de clonas de s. pneumon/ae en 

México, teniendo como antecedente que este es el primer trabajo de análisis 

molecular a nivel de proteínas.en cepas neumocócicas mexicanas. 

Las cepas sensibles de aislamientos clinicos muestran una disminución 

en la unión PLP-penicilina, en comparación con cepas sensibles aisladas de 

nif\os sanos, lo cual se puede atribuir a Ja presión selectiva a la.que se ve 

sometida una cepa invasora cuando el paciente es tratado con diversos 

antimicrobianos. 

La emergencia de neumococos multiresistentes es un problema 

alarmante en todo el mundo; con la finalidad de llevar a cabo url tratamiento 

adecuado en pacientes con infecciones neumocócicas, muchos médicos pueden 

cambiar su práctica de prescripción en el tratamiento de infecciones comunes. 

Estos cambios en la prescripción pueden solo ser apropiadamente dirigidos 

cuando se cuenta con la vigilancia epidemiológica de la resistencia en todas las 
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áreas geográficas. La protección óptima contra el Impacto de las enfermedades 

neumocócicas requiere un esfuerzo conjunto de los médicos, pacientes y de los 

servicios de salud pública para optimizar el uso de la vacuna disponible y 

mediante el uso prudente de los antibióticos reducir la presión selectiva para el 

desarrollo de resistencia. (65). 

Estos estudios proporcionan bases para comprender mejor los 

mecanismos de resistencia y los factores que contribuyen a la selección, 

diseminación y prevalencia de las cepas resistentes. conocimiento 

indispensable para el control y manejo de S. pneumonl••· La apropiada 

intervención para la prevención de las infecciones y control de cepas resistentes 

incluye entre otros, el estudio de la prevalencia de cepas y serotipos 

resistentes. evitar el uso indiscriminado de antibióticos y el análisis profundo de 

los mecanismos involucrados en la resistencia (21 ). 
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CONCLUSIONES 

1.- Las cepas invasoras resistentes a penicilina presentan alteraciones en las 

PLPs 1 a, 2a y 2b, en comparación con los patrones conservados de los 

aislamientos sensibles. 

2. - Las modificaciones de estos blancos celulares (PLPs) se aprecian 

claramente, cuando se analiza el patrón de la cepa 11 CMN resistente a B ug/mt 

de penicilina. 

3.- Si bien es cierto que en los resultados no se manejan porcentajes de 

afinidad (unión PLP-penicilina), este fenómeno está implícita en la resistencia y 

ésto se observa claramente cuando se comparan tas cepas invasoras contra los 

aislamientos de niños sanos. 

4.- La presencia del serotipo 23F altamente predominante en las cepas 

resistentes analizadas, corrobora una vez más la amplia distribución de esta 

clona y su participación en la resistencia. 
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ANEXO 

PRUEBA DE SENSIBILIDAD AL DISCO DE OPTOQUINA 

La optoquina es una substancia qulmica, hidrocloruro de 

etilhidrocupreina. al cual Streptococcus pneumoniae es susceptible. Para la 

prueba de la optoqu1na se utilizan discos de 6 mm de diámetro impregnados con 

5 ug de etilhidrocupreina. 

Procedimiento 

1. Cultivo puro de 24 hrs de S. pneumoniae 

2. Preparar una suspensión de bacterias en solución salina al 0.9 °/o a una 

densidad igual al 0.5 del estándar de MacFarland (66). 

3 . Inocular de manera homogénea una placa de agar sangre de carnero. con la 

ayuda de un hisopo. 

4. Colocar un disco de optoquina en el centro del área inoculada, presionando 

suavemente el disco para que se adhiera a la supeñicie. 

5. Invertir la caja e incubarla 24 hrs a 37ºC con C02 al 5°/o 

Interpretación 
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Et desarrollo de S. p11eumonlae es típicamente inhibido por el disco de 

optoquina, la zona de inhibición debe de ser mayor o igual a 14 mm de diámetro 

para considerarse, sensible a la optoquina. 

PRUEBA DE SOLUBILIDAD EN BILIS 

Las sales biliares, específicamente el desoxicolato y taurocolato de 

sodio, tienen la capacidad de lisar selectivamente a S. pneumonlae cuando el 

reactivo se incorpora a las células bacterianas que se desarrollan activamente 

en un medio de cultivo artificial. 

Procedimiento 

1. Cultivo puro de 24 hrs. de la cepa de S. pneumon/ae 

2. Se colocan 0.5 mi de caldo de cerebro.corazón en tubos de 13 x 100, cada 

tubo se marca, uno como prueba (P) y otro como control (C). 

3. Ambos tubos se inoculan con una asada ligera de bacterias. 

4. Al tubo prueba se le adiciona 0.5 mi de desoxicolato de sodio al 10°/o. 

5. Al tubo control se le adiciona 0.5 mi de caldo de cerebro.corazón. 

6. Agitar ambos tubos suavemente e incubarlos 3 hrs a 37°C, observándolos 

cada hora. 
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Interpretación 

Organismos solubles en bilis (reacción positiva), aclaramiento visible de 

la turbidez en el tubo prueba (P). el tubo control debe permanecer turbio 

después de tres horas de incubación 

PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA 

METODO DE MICRODILUCION EN PLACA 

Las placas de microdilución de 96 pozos son preparadas con la solución 

antibiótico-caldo de cultivo y congeladas para el uso de rutina. Se pueden 

probar cuatro cepas y tres controles en cada placa. 

1. Cultivo puro de 24 hrs de las cepas de S. pneumoniae en estudio y 

controles de referencia. sensible (CMI= O 06 ug/ml). resistente (CMI= 2.5-5 

ug/ml) y ATCC 49619 (CMI= O 1-1 ug/ml). 

2. Preparar sangre de caballo desfibrinada al 50°/o. 

3. Agregar 5 mi de la solución de sangre de caballo al 50°/o a 100 mi de caldo 

Mueller- Hinton. 

4. Preparar una solución concentrada de 10.000 ug/ml de penicilina. 
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5. Hacer una dilución 1/10 con agua estéril de este antibiótico, la 

concentración final es de 1 000 ug/ml. 

6. Agregar O. 1 mi del "stock" de penicilina 1 000 ug/ml a 6.1 5 mi de caldo 

Mueller-Hinton suplementado con sangre de caballo, se obtiene ahora 6.25 mi 

de solución de trabaja de penicilina 16 ug/ml. 

7. Hacer las diluciones de penicilina desde 16 hasta 0.015 ug/ml en caldo 

Mueller-Hinton suplementado con sangre de caballa. 

B. Poner en cada pozo (11 de los 12 de cada fila de la microplaca) 50 ul de las 

diferentes concentraciones de penicilina preparada en caldo Mueller-Hinton 

suplementado can sangre de caballa, el último pozo solo contendrá medio de 

cultivo. 

9. Preparar el inóculo bacteriano a partir de un cultivo puro de 18-24 hrs, 

emulsificar el microoganismo en 3 mi de solución salina estéril a una densidad 

igual al estándar de MacFarland 0.5, equivalente a1QB UFC/ml. 

10. Diluir la suspensión 0.5 MacFarland 1/100 agregando 0.1 mi a 9.9 mi de 

caldo Mueller-Hinton suplementado con sangre de caballo; la concentración del 

organismo será 1 as UFC/ml. 

11 . Agregar 50 ul del organismo a prueba a cada uno de los 12 pozos 

dispuestos horizontalmente en la microplaca, el último pozo solo contendrá 

organismo y diluyente y actuará como control de crecimiento. La concentración 

del organismo en el poza será 5 X 104 UFC/ml. 
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12. La última fila dispuesta horizontalmente en la microplaca, solo contendrá 

medio de cultivo y servirá como control de posible contaminación. 

13. Incubar las placas 24 hrs a 37ºC en atmósfera normal. 

14. Determinar la concentración mínima inhibitoria" a las 24 hrs. 

Interpretación 

Primero se revisan los pozos de los controles de crecimiento para 

asegurar que las cepas crecieron bien, después se analizan los pozos del 

control de esterilidad para determinar alguna posible contaminación, 

posteriormente se checa que el desarrollo de los controles de resistencia se 

haya inhibido en las concentraciones establecidas para cada uno de ellos: por 

último se analizan los resultados rle los aislamiento~ c!lnicos, indicando la 

concentración del antibiótico en la que ya no se presentó crecimiento. 

REACCION DE QUELLUNG 

Hasta ahora. existen 90 serotipos de S .. pneumoniae reconocidos. Los 

primeros 80 serotipos fueron identificados alrededor de 1957, tres más fueron 

adicionados durante los siguientes 28 años, en 1985 Austrian describió el 

serotipo 16A y recientemente. Henrichsen publicó la existencia de 6 serotipos 

más (3). 

La identificación definitiva de S .. pneumonlae se realiza empleando el 

suero Omni el cual es una mezcla concentrada de sueros polivalentes producida 
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en conejos. Este suero se emplea en la reacción de hinchazón capsular de 

Neufeld. El suero contiene anticuerpos contra los 90 serotipos y es producido en 

el Statens Seruminstitut en Dinamarca. La reacción de Neufeld o de 

hinchamiento capsular es una reacción del suero especifico que contiene los 

anticuerpos que reaccionan con los polisacáridos capsulares de los 

neumococos, haciendo evidente la cápsula cuando se observa con el 

microscopio. 

Procedimiento 

1. Cultivo puro de S. pneun1oniae de 24 hrs. 

2. En portaobjetos previamente rotulados con el número de cepa se coloca una 

gota de "buffer" de fosfatos pH 7.2. 

3. Posteriormente se pone de 1-3 colonias bacterianas y se le agrega una gota 

de cada suero de los diferentes serotipos contenidos en las mezclas de la A-1. 

4. Se cubre la preparación con un cubreobjetos y se coloca una gota de aceite 

de inmersión. Observar con el objetivo 1 OOX. 

5. Cuando hay una reacción positiva se observa una hinchazón de la cápsula, 

reacción suero-especifica. 

6. De acuerdo al grupo en el que reaccionen (hinchazón capsular), se prueba 

con las tipos que incluye esa mezcla; de esta manera se determina el serotipo 

capsular. 
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PREPARACION DE LISADOS CELULARES 

Procedimiento 

1. Se crece cada aislamiento en 3 mi de caldo cerebro-corazón suplementado 

con 0.1 ºA. de glucosa y 5°/o de suero de caballo de 4-6 hrs a 37ºC. 

2 1 mi de cultivo en su fase exponencial se incuba con diferentes 

concentraciones de (4 (n)-fenil bencilpenicilina tritiada (Amersham) durante 15 

mina 37ºC 

3. Los cultivos se centrifugan a 4ºC por 20 min a 12.000 rpm. 

4. La pastilla se resuspende en 50 ul de "buffer" de lisis y se incuba 30 min. a 

37ºC hasta que la lisis se lleve a cabo completamente 

5. A cada muestra se le adiciona 30 ul de "buffer" de muestra y se refrigera a 

4ºC. 

DETERMINACION DE PROTEINAS 

Procedimiento 

1. Para la determinación de proteínas se utiliza un equipo llamado análisis de 

proteínas con ácido bicicónico (BCA). marca PIERCE 
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2. Se prepara el reactivo de trabajo combinando 50 partes del reactivo A 

(carbonato de sodio, bicarbonato de sodio, reactivo de detección de BCA y 

tartrato de sodio) con una parte del reactivo B (sulfato de cobre al 4"/o). 

3. Se prepara un juego de estándares de proteinas por dilución de la solución 

"stock" de BSA (suero de albumina bovina) en agua: con concentraciones de 

200-1200 ug/ml. 

4. 10 ul de cada estándar.blanco (agua) y muestra no conocida se colocan en 

una placa de 96 pozos. 

5. Se adiciona 200 ul del reactivo de trabajo en cada pozo. 

6. Se mezcla la muestra por 30 seg. en un agitador. 

7. Se cubre la microplaca y se incuban las muestras a 37ºC. 30 min. 

8. Se determina la absorbancia dA las muestras a 570 nm en un lector de 

ELISA. 

9. Se prepara una curva estándar graficando la absorbancia neta a 570 nm vs 

la concentración de proteína. Usando esta curva estándar se determina la 

concentración de proteínas, para cada muestra de proteína desconocida. 
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ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA - DODECIL SULFATO 

DE SODIO 

1. Se prepara un gel con concentraciones finales de acrilamida- bisacrilamida 

al 10°/o en el gel separador y 7°/o en el gel concentrador. 

2. Se coloca en cada pozo del gel 15 ul de muestra 

3. Se corre el gel durante 3 5 hrs a 50 volts en el gel concentrador y a 150 

volts en el gel separador 

4. El gel se tiñe con azul de Coomassie R-250 0.025º/o, metano! 40°/o, y ácido 

acético 7°/o durante 30 min. 

5. Se destiñe 30 min con una solución de metano! 40°/o, ácido acético 7°/o y 

agua. 

6. El gel queda listo para la fluorografia 

FLUOROGRAFIA 

Procedimiento 

1. Los geles se impregnan con salicilato de sodio 1 M. durante 30 minutos 
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2. Se secan a BOºC durante una hora y se exponen a -70ºC durante 15 días 

con una película radiográfica previamente sensibilizada. (Hyperfilm-MP; 

Amersham) 

3. Los pesos moleculares son estimados comparando fas geles teñidos y 

fluorografiados con patrones de pesos moleculares de limites amplios, 6,500 -

200,000 Daltones (Amersham). 
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Acrilamida 

Bis-acrilamida 

Agua bidestilada 

Tris 

Agua bidestilada 

Tris 

Agua bidestilada 

ANEXO 11 

Acrilamida al 30º/o 

60g 

1.6 g 

200 mi 

Tris 0.25 M pH 6.8 

3.03 g 

100 mi 

Tris 1.5 M pH 8.8 

36 3 g 

200ml 

SDS10% 

Dodecil sulfato de sodio (SOS) 

Agua bidestilada 

10 gr 

100 mi 

Tris base 

Glicina O. 19 M 

"Buffer'' de corrida pH 8.3 

3.02 g 

14.41 g 
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sos_ 0.1% 1_0 g 

Aforar a un litro con agua bidestilada 

Azul de Coomassie R-250 

Metano! 

Acido acético 

Metanol 

Acido acético 

Solución Tei'lidora 

0.5 g 

BOOml 

140 mi 

Solución Desteftldora 

400ml 

70ml 

Aforar con agua bidestilada a un litro 

Tris 1 M pH 6.B 

50510% 

Glicerol 

Mercaptoetanol 

Azul de bromofenol 0.05°/o 

Sarkosyl 1% 

Buffer de fosfatos 50 mM 

00 Buffer'• de muestra 

1.B mi 

2.0ml 

4.3ml 

1.5 mi 

0.3ml 

"Buffer" de lisis 

1 g 

100ml 
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