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RESUMEN

En Estados Unidos de Norteamérica y otros paises desarrollados, Estreptococo
del grupo B del tipo 111 es €l serotipo prevalente. En México los serotipos Ia y
la/c han sido los mas frecuentemente identificados con un porcentaje alto de
aislamientos no tipificables (12%). Estos (ltimos son raramente encontradas en
paises desarrollados. Debido a esto, la baja incidencia de enfermedad neonatal
invasiva por Estreptococo del Grupo B en México, ha sido atribuida a la baja
prevalencia de aislamientos del serotipo Il y a la elevada prevalencia de aislados
no tipificables. Con el objeto de evaluar si aislados no tipificables de
Estreptococo del Grupo B pueden ser serotipificados si se obtienen mayores
cantidades de antigeno especifico de tipo, 57 aislamientos mexicanos fueron
inicialmente serotipificados con antigenos preparados por el procedimiento de
extraccion dcida caliente de Lancefield. Estos aislamientos fueron posteriormente
evaluados para la presencia de antigeno especifico de tipo por un procedimiento
de extraccion enzimatica de la pared celular con N-acetilmuramidasa, y por el
aislamiento de antigeno de tipo soluble del medio sobrenadante. Las suspensiones
antigénicas obtenidas fueron concentradas 10X, 100X y 1000X, y serotipificadas.
De los 28 aislados inicialmente no tipificables, 23 fueron serotipificados con los
extractos enzimdticos, la mayoria (10/23) fue del serotipo IIl. Los otros
aislamientos fueron del tipo II (cinco), tipo Ib (cuatro), tipo Ia (tres) y tipo Ic
(uno}. La mayoria de los aislados no tipificables requirieron suspensiones de
antigeno mds concentradas para ser serotipificados. Ademas, se midi6 el
contenido de dcido sidlico (principal componente del antigeno especifico de tipo
de Estreptococo del grupo B} de las células y del medio sobrenadante de tres
aislados crecidos en 1000 m! de medio de cultivo. Un aislamiento “no tipificable”
con los dos métodos inicialmente utilizados, pudo ser serotipificado a pesar de
producir niveles apenas detectables de 4cido sialico. Estos resultados muestran
que la mayoria de los aislamientos “no tipificables” por los métodos estandar,
pueden ser serotipificados cuando se emplean métodos que permiten obtener
mayor cantidad de antigeno especifico de tipo no degradado y, por lo tanto, son
“no tipificables” debido a que son pobres productores de dicho antigeno.
Ademis, los resultados de este estudio sugieren que los aislamientos clasificados
como no tipificables por el método de Lancefield deben ser examinados por el
procedimiento de extraccion enzimatica para determinar la presencia de antigeno
especifico de tipo. Estos hallazgos estan en contra de la hipétesis que atribuia la
baja incidencia de enfermedad invasiva por Estreptococo del Grupo B en México,
a la prevalencia alta de aislados no tipificables y a la baja prevalencia de aislados
del serotipo III.



SUMMARY

In USA and other developed countries type III is the prevalent serotype of
Group B streptococci (GBS); in contrast, in Mexico the most frequently identified
serotypes are la and la/c. In addition, nontypeable strains account for 12% of the
isolates in Mexico and <1% of the isolates in the United States. Therefore, the
low incidence of GBS invasive disease in Mexico has been attributed to the low
prevalence of serotype 111 isolates and the high prevalence of nontypable isolates.
In this studv, 57 GBS isolates (28 nontypeable by the Lancefield’s hot-acid
extraction procedure) from carrier and infected neonates and women from Mexico
were also examined for the presence of type-specific antigen by an enzymatic
procedure using N-acetylmuramidase digestion of the cell wall, and by isolating
the soluble type-specific antigen from the supernatant medium. Of the 28
nontypeable strains, 23 were serotyped by the enzyme extraction procedure, with
serotype I1I being the predominant serotype in invasive disease (10/23). The other
strains were type 1l (five isolates), type Ib (four isolates), Ia (three), and Ic (one).
Nontypeable strains required more concentrated antigen suspensions to be
serotyped. Furthermore, the sialic acid content (a main component of GBS type-
specific antigen [TSA]) from cells and supernatant fluid of three strains grown in
1 liter of culture medium was quantitated. A carrier isolate nontypeable by both
extraction procedures was now typeable as la though it produced barely
detectable levels of sialic acid-containing antigen. Our results suggest that many
nontypable strains by standard methods can be serotyped when methods obtaining
bigger quantities of intact TSA are used, and discard the hypothesis attributing the
low frequency of GBS invasive disease in Mexico to the low of type 111 and high
of nontypeable strain prevalences. These results suggest that nontypeable isolates
of GBS should be further examined by the enzymatic extraction procedure to
determine the presence of TSA.
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ANTECEDENTES
1. Agentes etiolégicos de sepsis neonatal.

Los agentes etiologicos de sepsis neonatal han cambiado a través del tiempo.
Una serie de reportes realizados por pediatras en el Hospital New-Haven en
Yale, cubriendo un periodo de 60 afios, de 1928 a 1988, demuestran este patrén
cambiante de la etiologia bacteriana de la sepsis neonatal (1-3). Los bacilos
entéricos, particularmente Escherichia coli, llegaron a ser la causa predominante
de infecciones serias en el recién nacido. Sin embargo, 2 finales de la década de
Jos sesentas y principios de los setentas, se suscitd un incremento rapido en la
frecuencia de casos de sepsis neonatal causados por Estreptococo del grupo B,
llegando a superar a E. coli como el lider causante de esta patologia (4-8). El
surgimiento de Estreptococo del grupo B como un patégeno neonatal contribuy6 a
un incremento absoluto real en Ia tasa de infecciones neonatales serias, ya que no
hubo un cambio sustancial en la incidencia de infecciones neonatales por E. coli
y otros microorganismos adquiridos de la madre (1,4.9).

Estos y otros estudios muestran también la importancia que empezaron a tener
algunos gérmenes de origen nosocomial, tales como Staphyloccoccus
epidermidis. Esto como resultado del desarrollo de procedimientos mas invasivos
para el tratamiento en unidades de cuidados intensivos neonatales, entre otros
factores. Otra consecuencia de este desarrollo fue una reduccién paulatina en la

letalidad y, por lo tanto, mayor supervivencia neonatal a eventos de sepsis (1-3).



Hasta el momento, se desconoce el porque de este cambio en la microbiologia
del recién nacido humano. No se sabe si dicho cambio fue debido al
microorganismo en si, al huésped mismo o fue una consecuencia de cambios en ¢l
medio ambiente (1-3,9). Sea lo que hava sido, el caso de Estreptococo del grupo
B probablemente constituye una advertencia mas de la capacidad de los

microorganismos para trastornar un balance ecologico ya alterado (9).
2, Estreptococe del grupo B como causa de infecciones neonatales.

Aunque Streptococcus agalactiae o Estreptococo del grupo B fue descrito por
Nocard desde 1880, fue asociado sélo de manera casual a enfermedad humana
hasta 1938 (10), y no fue sino hasta la década de los setentas cuando fue
reconocido como un patégeno humano real y “serio” (11,12). Hasta entonces,
solo era reconocido como una de las principales causas de mastitis bovina por
veterinarios (13,14). Este surgimiento de Estreptococo del grupo B, a finales de
los sesentas y principios de los setentas, como una causa importante de
morbilidad y mortalidad neonatal no ha sido universal. La mayoria de los estudios
sobre Estreptococo del grupo B y los reportes de casos proceden de paises
desarrollados (4,5,7-9,15). En cambio, en paises en vias de desarrollo el papel de
Esireptococo del grupo B en infeccion, hasta hace algunos afios, ha sido
considerado pobre o ha sido ignorado (6,15.16).

Desde dicho surgimiento a principios de la década de los setentas, Estreptococo
del grupo B ha sido la causa nimero uno de infecciones neonatales serias en los
paises desarrollados (3-5,7,8,17). Aunque los reportes son muy variables, ha sido
aislado de cultivos del tracto genital e intestinal bajo en el 4.6 a 41 % de las

mujeres embarazadas (17). Estas diferencias en las tasas de colonizacion se deben
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no solo a diferencias en las poblaciones estudiadas (por ejemplo edad, paridad,
estado sociceconémico, localizacion geogrifica, etc.), 3ino también a la falta de
estandarizacion en los métodos utilizados para el aislamiento (17,18). A pesar de
esto, algunas de estas diferencias en las tasas de colonizacion se atribuyeron a
diferencias verdaderas en las poblaciones estudiadas. Asi, tasas de colonizacion
bajas fueron consistentemente reportadas en algunas dreas geograficas, entre ellas
México (17,19-21).

De la misma manera, las cifras de colonizacién reportadas en el recién nacido
han sido muy variables. Diversos estudios prospectivos han demostrado que la
transmision vertical ocurre en 29 a 85 % de los neonatos nacidos de madres
colonizadas con Estreptococo del grupo B, con una tasa media del 51 % (17).
Diversos factores perinatales, tales como la edad y paridad de la mujer y la
persistencia de la colonizacién matema, parecen jugar un papel importante en este
fenémeno (4,5,11,12,17,22-24).

Dos formas clinicas de la enfermedad neonatal causada por Estreptococo del
grupo B han sido reconocidas desde hace tiempo. En la forma de inicio temprano
(“enfermedad de inicio temprano”) las manifestaciones clinicas inician dentro de
los primeros 7 a 10 dias después del nacimiento, se manifiesta principalmente por
neumonia y sepsis, y es causada por cualquiera de los serotipos de Estreptococo
del grupo B. Por el contrario, en la “enfermedad de inicio tardio” las
manifestaciones clinicas inician después de los 7 a 10 dias de vida, la mayoria de
los casos cursa con meningitis, y es causada mas frecuentemente por aislamientos
del serotipo III (3,8,17). En Estados Unidos de Norteamérica y otros paises
desarrollados, las tasas de ataque para el recién nacido oscilan entre 07 y
3.7/1000 recién nacidos vivos, con un promedio de 2/1000 en enfermedad de

inicio temprano (4,5,15,17,22,23,25,26). Ademas, la probabilidad de infeccién



sintomatica temprana en el recién nacido también depende de diversos factores
perinatales, tales como prematurez, ruptura prematura de las membranas fetales,
asfixia al nacimiento y corioamnioitis matemna (4,5,11,12,17,22-24). En cambio,
la enfermedad de inicio tardio ocurre en 0.5 a 1.8 de cada 1000 recién nacidos
vivos (4,15,17,26).

La letalidad asociada a sepsis neonatal se ha reducido sustancialmente en los
ultimos afios en los paises desarrollados. Entre diversos factores para esta
reduccion. el mas importante parece ser ¢l rapido desarrollo de procedimientos
para el cuidado intensivo del recién nacido (2,3,8). La letalidad relacionada a
infeccion por Estreptococo del grupo B en Estados Unidos de Norteamérica
promedia 5.8% (8,17,26).

3. El microorganismo (Streptococcus agalactiae o Estreptococo del grupo B).

Estreptococo del grupo B de Lancefield (Streptococcus agalactiae), es un
microorganismo cocoide, que generalmente forma pares, grampositivo y
anaerobio facultativo. Crece en colonias pequefias planas, mucoides y de color
blanco grisiceo en placas de agar sangre, y produce una zona estrecha de beta-
hemolisis. Menos del 1 % de los aislados son no hemoliticos (15,17). La mayoria
de los aislados son bacitracina resistentes, hidrolizan el hipurato de sodio, son
incapaces de hidrolizar bilis-esculina y producen factor CAMP (hemolisis
sinergistica con S. aureus productor de beta-lisina). Su identificacion
microbiologica definitiva requiere de métodos serologicos para identificar el
antigeno carbohidrato de grupo (17,27). Diferentes métodos para la identificacion
del antigeno de-grupo B han sido desarrollados; sin embargo, debido a su

simplicidad y disponibilidad comercial, el méas ampliamente utilizado es
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aglutinacion de latex {(17,27,28). Estreptococo del grupo B es facilmente
cultivado, no obstante, su aislamiento desde ciertos sitios corporales altamente
contaminados es mejorado cuando se utilizan medios de cultive liquido

enriquecidos y suplementados con antibioticos (17,27,29,30).
4, Factores de virulencia de Estreptococo del grupo B.

Estreptococo del grupo B elabora varios productos extracelulares, algunos de los
cuales han sido identificados como (o podrian ser potenciales) factores de
virulencia. Entre éstos tenemos hialorunidasa, proteasa, (C5a-peptidasa,
hemolisinas, pigmentos, nucleasas y 4cido lipoteicoico. (17,18,27,28). Sin
embargo, el principal determinante de la virulencia en Estreptococo del grupo B
es el antigeno polisacarido capsular especifico de tipo, particularmente el del tipo
I11 (31-33). Ademas, parece que la cantidad de acido sialico en dicho polisacarido
es el factor directamente responsable de la virulencia (34,35). Asi, mutantes que
expresan polisacarido capsular sin acido stalico pierden su capacidad patogénica
(32,33,36), y se ha demostrado que la sialilacion de la superficie de Estreptococo
del grupo B juega un papel crucial en_la evasion de la fagocitosis por macréfagos

y leucocitos polimorfonucleares (17,37,38).
5. Antigeno especifico de tipo y métodos de extraccion.

El antigeno de tipo es un polisacarido capsular ligado covalentemente al
peptidoglicano de.la pared celular (17,28,31,39,40). Es un polimero compuesto de
glucosa, galactosa, n-acetilglucosamina y dcido sidlico en una relaciéon molar

2:1:1:1 .en’la mayoria de las cepas, y amreglados de manera diferente en los



diferentes serotipos (17,18,41,42). El 4cido sidlico o acido N-acetilneuraminico,
constituye alrededor del 25% del antigeno especifico de tipo y es el principal
mmunodeterminante de este antigeno (31,43,44).

Alrededor del 85% del antigeno especifico de tipo permanece adherido. ala
superficie de la célula (unido covalentemente al peptidoglicano de la pared
celular), el resto (cerca del 10%) es liberado como antigeno soluble al medio
extracelular (39,45). Ademis, por diferentes métodos se ha demostrado que
Estreptococo del grupo B libera al medio extracelular dos clases de antigeno de
tipo, un componente de alto peso molecular (HMW type antigen) que tiene un
papel determinante en la virulencia, y un componente de bajo peso molecular
(LMW type antigen). Ambos contienen acido sidlico Yy reaccionan con antisuero
especifico de tipo (45). Se ha demostrado que cepas altamente virulentas poseen
niveles mas altos de antigeno de tipo de alto peso molecular adherido a la
superficie de la célula, y que la molécula de 4cido sislico incrementa la virulencia
de dicho antigeno, sobre todo de! antigeno del tipo I11 (17,31,32,37,38).

Existen diferentes procedimientos para la extraccion de antigenos
estreptococicos de células completas con fines de agrupacion y clasificacion en
tipos. Entre éstos tenemos el método de extraccion acida caliente (46), el
procedimiento del 4cido tricloroacético (47), el método “buffer” neutral (34,48) y
los métodos que utilizan formamida caliente, solucién salina o por autoclave (49).
Ademis, se han descrito diferentes procedimientos de extraccién enzimatica,
como los que utilizan pronasa B, lisozima y otras enzimas (17,27,50).

El procedimiento de extraccion acida caliente de células completas descrito por
Lancefield, es el método utilizado habitualmente (método estandar) para la
extraccion de antigenos con fines de agrupacion y clasificacion en serotipos de
Estreptococo del grupo B (17,27,28). No obstante, se ha demostrado que los



productos obtenidos con este y otros métodos han sufrido degradacion parcial, lo
cual resulta en polimeros desprovistos de 4cido sidlico y en mezclas complejas de
antigenos especifico de grupo, de tipo y otros antigenos de reactividad cruzada
(17,39,45,48). En cambio, procedimientos de extraccién mas “leves”, como los
que utilizan acido tricloroacético frio o “buffer” EDTA neutral o métodos
enzimaticos, resultan en polisacaridos de mayor peso molecular y en mayor
cantidad, los cuales retienen sus componentes acidolabiles tales como el acido
sialico (27,34,47,48,50,51). Asi, se ha demostrado que la extraccion enzimatica
con A-acetilmuramidasa resulta en 20 veces mas antigeno de alto peso molecular
que el procedimiento de extraccion “buffer” neutral (39). Por otro lado, el
aislamiento desde el medio de cultivo sobrenadante de antigenos polisacandos
solubles liberados por la célula, ha resultado en alta produccion de antigeno

especifico de tipo de alto peso molecular no degradado o intacto (45).
6. Clasificacién serolégica de Estreptococo del grupo B.

Estreptococo del grupo B ha sido clasificado en diferentes serotipos con base en
su antigeno polisacirido capsular y en unos pocos antigenos proteicos de la pared
celular (17,18,52,53). Oﬁginalmente, tres serctipos fueron reconocidos (I, 11 y
I11). Posteriormente, antigenos de reactividad cruzada permitieron clasificar a
cepas del tipo I en los serotipos Ia, Ib y Ic (17,52-55). Mas recientemente otros
tres serotipos han sido.reconocidos, los serotipos IV, V y VI, estos ultimos se han

- relacionado a enfemedad en el adulto con ciertos factores predisponentes
(17,56). El establecimiento de una clasificacién uniforme de los aislamientos de
Estreptococo del grupo B en serotipos ha sido dificil. Debido a esto,

inconsistencia en la nomenclatura en los diferentes reportes ha sido la regla. Esto



motivd la realizacién de varias reuniones de grupos expertos para tratar de
unificar la clasificacién serologica de Estreptococo del grupo B (Tabla 1)
34,57).

En paises desarrollados, el serotipo III de Estreptococo del grupo B ha sido el
mas consistentemente aislado, tanto en sujetos asintomaticos como en casos de
enfermedad invasiva neonatal, independientemente del tipo de enfcnnedz;d
(17,58). Aproximadamente 90% de los aislamientos de lactantes con meningitis
(independientemente de la edad de inicio), y de lactantes con infeccion de inicio
tardio (independientemente del cuadro clinico) pertenecen al serotipo Iil
(3,34,47.58-60). Otro hallazgo que ha sido constante en paises desarrollados, es
la baja frecuencia de aislamientos no tipificables. Asi, aislados obtenidos tanto de
sujetos asintomaticos como de pacientes con infecciones “serias” y que no
pueden ser serologicamente clasificados, corresponden a menlos del 1% del total

de los aislamientos (17,58,59).
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Tabla 1. Serotipos y determinantes antigénicos de Estreptococo del grupo B de origen
humano*.

Serotipo Antigenos pohsacaridos Antigenos proteicos
Actual Historico Mayor Menor/Compartido Actual Historico
Ia Ia Ia labc - -
Ib Ib Ib labe c Ibc
la/c Ic Ia labe < Ibe
|| Il 11 c Ibc
11 m ¢} c,X,R Ibe, X, R
v v ¢,X,R Ibe, X.R
v v c -
Vi \Y| ND -

* Reproduccién parcial de Baker 1995,
ND: no determinado.
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7. Estreptococo del grupo B en paises en desarrollo.

En general, la informacién sobre Estreptococo del grupo B y su relacion con
morbilidad y mortalidad en paises en vias de desarrollo es escasa. Esto se debe,
fundamentalmente, a deficiencias en los sistemas de reporte y a limitaciones de
laboratorio (6). No obstante, a pesar de la poca informacion, la prevalencia de
colonizacion matemna por Estreptococo del grupo B oscila entre 4 y 30 %, cifras
inds o menos similares a las reportadas en Estados Unidos de Norteamérica
16.17). Probablemente, estas tasas de prevalencia son subestimaciones de las
prevalencias reales en dichos paises, debido a que los sitios cultivados, el numero
de sitios muestreados y las técnicas de cultivo utilizadas han sido, en general,
menos optimas que las empleadas en los estudios realizados en paises
desarrollados (6,17).

En lo que respecta a enfermedad neonatal, la mayoria de las publicaciones de
paises en vias de desarrollo corresponden a reportes de casos. Asi, no existen
datos suficientes para poder hacer un calculo de las tasas de incidencia en tales
paises (6).

En base a estos y otros resultados, Walsh y colaboradores hicieron una
estimacion del papel probable de Estreptococo del grupo B en infeccidn neonatal
en “el mundo en desarrollo”. Estimaron que Estreptococo del grupo B podria ser
responsable de una cuarta parte o més de los casos totales de sepsis neonatal en el
conjunto de paises en vias de desarrollo. Los autores sugierieron que “la
participacion de Estreptococo del grupo B en infeccién en “el mundo en

desarrollo” necesita ser explorada (6).
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8. Estreptococo del grupoe B en México.

"El primer estudio en evaluar mujeres, por lo menos, de origen mexicano, es el
publicado por Anthony y colaboradores en 1978 (61). En un estudio longitudinal
de tres afios de seguimiento, evaluaron a través de observaciones senadas el
estado de colonizacion por Estreptoccco del grupo B en 382 mujeres
embarazadas del 4rea de Los Angeles, California. La colonizacion por
Estreptococo del grupo B fue significativamente menor entre mujeres de origen
mexicano, en mujeres mayores de 20 afios de edad y en multiparas. E1 18.4 % de
las mujeres de origen mexicano evaluadas eran portadoras de Estreptococo del
grupo B, por lo menos en una de las muestras. En cambio, las mujeres de ongen
caucasico y negras estuvieron colonizadas en una proporcion mayor, 40 y 30 %
respectivamente. Otro aspecto interesante fueron los resultados sobre la
persistencia de la colonizacion, clasificada como crénica, transitona e
intermitente. La intermitencia en la colonizacion por Estreptococo del grupe B ha
sido previamente descrita (4,61), y en éste como en otros estudios la colomzacion
materna cronica estuvo fuertemente asociada al riesgo de infeccion para el recién
nacido.

El primer estudio sobre Estreptococo del grupo B realizado en México, fue el
publicado por Collado y colaboradores en 1981 (16). En una muestra de 200
mujeres mexicanas de clase media baja, se encontré colonizacion genital en el 4
% después de muestreo multiple y en el 1.5 % al considerar una muestra {nica.
Debido a estos resultados, la baja incidencia de sepsis neonatal por Estreptococo
del grupo B en México fue atribuida, en ese entonces, a la baja prevalencia de

colonizacién detectada en las mujeres mexicanas.
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Después de estos estudios, hubo un silencio de casi una década sobre
Estreptococo del grupo B en México, por lo menos en lo que respecta a
evaluaciones publicadas a nivel internacional. Estreptococo del grupo B fue
dejado a un lado debido, probablemente, a la baja prevalencia de colonizacion
reportada. No fue sino hasta finales de la década de los ochenta y principios de
esta década (1990), cuando se publica nueva informacién sobre Estreptococo del
grupo B procedente desde México. Una serie de trabajos, tres de ellos en revistas
de circulacidon intemacional, es publicada por Solérzano-Santos y colaboradores
(20,21,62). Un estudio sobre colonizacién cervicovaginal en mujeres
embarazadas (21) y dos estudios relacionados con infeccién neonatal (20,62). A
continuacion, se comentan algunos de los resultados mas relevantes de estos tres
estudios:

1o. Al evaluar 340 mujeres embarazadas, la prevalencia de colonizacion.
cervicovaginal fue siete veces superior (10.3%) a la reportada por Collado
y colaboradores (16). Esta cifra, por otro lado, es similar a la reportada en
paises desarrollados (17,21,61). Aunque las diferencias en Ia prevalencia
de la colonizacién materna detectada por Sélorzano-Santos y col. con
respecto a la reportada por Collado y col, podrian ser secundarias a
diferencias en las poblaciones estudiadas y a diferencias en los métados
bacteriologicos utilizados, es probable que el 10.3 % encontrado por
Solérzano-Santos sea una subestimaciéon de la prevalencia real de
colonizacion, Esto es debido a varios motivos: 1) sélo se tomaron muestras
cervicovaginales, 2) cada paciente fue muestreada una sola vez, y 3) las
muestras fueron sembradas inicialmente en medios de cultivo sélidos y no

en un caldo selectivo suplementado con antibiéticos (8,17,21,26).
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20. Fue detectada una participacién importante de Estreptococo del
grupe B en infecciones postparto (12% solo en lo que respecta a
endometritis postcesarea) {20).

30. La tasa de ataque neonatal encontrada, uno por cada 1500 recién
nacidos vivos, fue simlar a la reportada en paises industrializados,
ocupando Estreptococo del grupo B el 80. lugar como causa de sepsis
neonatal (4,5,15,17,20,22,23 25 26).

40. La letalidad asociada a Estreptococo del grupo B (38.5%) fue mas
de seis veces superior al promedio reportado en Estados Unidos de
Norteamérica (6-8,17). Cabe mencionar que la mayoria de los casos
estudiados correspondieron a casos de enfermedad de inicio temprana,
manifestada por neumonia y sepsis con o sin meningitis, y con abundantes
factores de riesgo perinatal.

50. La frecuencia de serotipos fue interesante (vale la pena mencionar
que este fue el primer estudio sobre los serotipos de Estreptococo del
grupo B participando en México). Los serotipos predominantes, tanto en
casos de enfermedad como de colonizacion, fueron los tipos Ia y Ia/c. El
método empleado para la serotipificacion fue el procedimiento tradicional
de Lancefield que utiliza extractos acidos calientes, método utilizado en la
mayoria de los reportes sobre serotipos. Otros dos hallazgos relevantes
fueron, la elevada prevalencia de cepas no tipificables (18.2 %) y la baja
prevalencia de cepas del serotipo Il (serotipe mas frecuentemente

asociado a enfermedad invasiva perinatal).

3

Los resultados de estos estudios desechaban la hipétesis anterior que atribuia la
baja incidencia de enfermedad por Estreptococo del grupo B en México a la baja

prevalencia de colonizacién. Con estos resultados, la aparente baja incidencia de
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enfermedad neonatal por Estreptococo del grupo B en México, se atribuyd a la
elevada prevalencia de cepas no tipificables y a la baja prevalencia de cepas del
serotipo [III. Los autores concluyeron mencionando la necesidad de
investigaciones adicionales sobre el papel de Estreptococo del grupo B como un
patogeno perinatal en México (21).

Recientemente evaluamos la prevalencia de anticuerpos contra Estreptococo del
grupo B en una muestra de 2669 sueros. Estos sueros fueron obtenidos de
mujeres en edad reproductiva de 15 a 40 aflos de edad residentes en diferentes
estados de la Republica Mexicana. A través de un ensayo inmunoenzimético
utilizando antigeno de grupo altamente punificado obtenido de una cepa prototipo
de Estreptococo del grupo B, una seroprevalencia global superior al 90% fue
detectada, sin diferencias entre grupos de edad ni entre entidades federativas.
Debido a que la mayoria de la muestra estudiada tenia anticuerpos contra el
antigeno de grupo de Estreptococo del grupo B, es probable que la mayoria de la
poblacién mexicana esté altamente expuesta a este microorganismo. Esto,
ademas, podria ser un factor que contribuye a la baja incidencia de enfermedad
invasiva por Estreptococo del grupo B en México (63). Son pocas las encuestas
serolégicas poblacionales realizadas con el polisacarido determinante de grupo de
Estreptococo del grupo B (64); sin embargo, se ha demostrado que los
anticuerpos adquiridos transplacentariamente, dirigidos contra el polisacando
determinante de tipo, reducen el riesgo de enfermedad en el recién nacido (65-
67). La evaluacion de la seroprevalencia en México contra el antigeno especifico
de tipo, podria permitir conocer si esta elevada exposicién a Estreptococo dei
grupo B tiene un papel en la baja incidencia de enfermedad por dicho

microorganisme en México.
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JUSTIFICACION

Por lo descrito en antecedentes, la hipotesis que atribuia la baja incidencia de
enfermedad invasiva por Estreptococo del grupo B en México a la baja
prevalencia de colonizacién es poco probable. Recientemente, esta baja
incidencia de enfermedad invasiva por Estreptococo del Grupo B en México, ha
sido atribuida a la baja prevalencia de cepas del serotipo Il y a la elevada
prevalencia de cepas no tipificables colonizando a mujeres mexicanas. Sin
embargo, varias interrogantes surgen de esta afirmacion, jpor qué esa elevada
prevalencia de cepas no tipificables? y por lo tanto, ;por qué la baja prevalencia
de cepas del serotipo III?, realmente ;tal prevalencia elevada de cepas no
tipificables es la responsable de la baja incidencia de enfermedad neonatal por

Estreptococo del grupo B en México?

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los aislamientos no tipificables* de Estreptococo del grupo B:

1} ;pueden ser serotipificados al utilizar métodos mas suaves de extraccion y

concentracién del antigeno especifico de tipo?

2) ;pueden ser serotipificados al utilizar métodos que permiten la purificacion y

concentracion del antigeno especifico de tipo?

*utilizando antigenos preparados por el método de extraccién acida caliente de

Lancefield.
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JUSTIFICACION

Por lo descrito en antecedentes, la hipétesis que atribuia la baja incidencia de
enfermedad invasiva por Estreptococo del grupo B en México a la baja
prevalencia de colonizacion es poco probable. Recientemente, esta baja
incidencia de enfermedad invasiva por Estreptococo del Grupo B en México, ha
sido atribuida a la baja prevalencia de cepas del serotipo IIl y a la elevada
prevalencia de cepas no tipificables colonizando a mujeres mexicanas. Sin
embargo, varias interrogantes surgen de esta afirmacion, jpor qué esa elevada
prevalencia de cepas no tipificables? y por lo tanto, ;por qué la baja prevalencia
de cepas del serotipe HI?, realmente tal prevalencia ¢levada de cepas no
tipificables es la responsable de la baja incidencia de enfermedad neonatal por

Estreptococo del grupo B en México?

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los aislamientos no tiptficables* de Estreptococo del grupo B:

1)} ¢pueden ser serotipificados al utilizar métodos mas suaves de extraccion y

concentracion del antigeno especifico de tipo?

2) (pueden ser serotipificados al utilizar métodos que permiten la purificacioén y

concentracion del antigeno especifico de tipo?

*utilizando antigenos preparados por el método de extraccién acida caliente de

Lancefteld.
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OBJETIVOS

Evaluar si aislados no tipificables* de Estreptococo del grupo B pueden ser
serotipificados:
1) al utilizar métodos mds suaves de extraccion y concentracion del antigeno
especifico de tipo.
2) al utilizar métodos que permiten la purificacion y concentracion del antigeno

especifico de tipo.

HIPOTESIS

Los aislamientos no tipificables* de Estreptococo del grupo B pueden ser

serotipificados:

1) cuando se utilizan métodos mds suaves de extraccion y concentracion del

antigeno especifico de tipo.

2) cuando se utilizan métodos que permiten la purificacion y concentracion del

antigeno especifico de tipo.

*utilizando antigenos preparados por el método de extraccion acida caliente de

Lancefield.



OBIJETIVOS

Evaluar si aislados no tipificables* de Estreptococo del grupo B pueden ser

serotipificados:

1) al utilizar métodos mas suaves de extraccién y concentracion del antigeno

especifico de tipo.

2} al utilizar métodos que pemmiten la purificacién y concentracién del antigeno

especifico de tipo.

HIPOTESIS

Los aislarmentos no tipificables* de Estreptococo del grupo B pueden ser
serotipificados:
1) cuando se utihzan métodos mas suaves de extraccién y concentracion del
antigeno especifico de tipo.
2) cuando se utilizan métodos que permiten la purificacién y concentracion del

antigeno especifico de tipo.

*utilizando antigenos preparados por el método de extraccion acida caliente de

Lancefield.
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MATERIAL Y METODOS

1. Muestra, a) Aislamientos bacterianos. Cincuenta y siete (57) aislamientos de
Estreptococo del grupo B aislados en México fueron incluidos. Cuarenta y tres
(43) fueron aislados de portadores asintomaticos y 14 de pacientes con
enfermedad invasiva. b) Origen y seleccién de los aislamientos. Estos aislados
fueron seleccionados sistematicamente del cepario del Instituto Nacional de
Perinatologia de la Secretaria de Salud y del cepario del Hospital de Pediatria del
Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS. Todos los aislamientos‘ fueron
inicialmente identificados como Estreptococo del grupo B a través de los métodos
bacteriolégicos convencionales (hidrélisis del hipurato de sodio, hidrélisis de
bilis-esculina negativa y prueba de CAMP positiva) y aglutinacion de Latex.
¢) Definicién de los aislamientos. Todo aislamiento obtenido de un lactante o
adulto asintomdtico, o de una mujer cuyo hijo permanecié asintomatico durante
los tres primeros meses de vida, fue considerado como aislado de un portador
asintomatico. Los aislamientos obtenidos de un recién nacido o lactante con
sepsis, neumonia y/o meningitis, de una madre de un recién nacido con cualquiera
de estas enfermedades, o de una mujer con endometritis u otra enfermedad
infecciosa postparto atribuida a Estreptococo del grupo B, fueron considerados
como aislados de casos de enfermedad invasiva. d) Cepa control. Se utilizé
como control la cepa nimero 110. Esta cepa del serotipo III, fue aislada de un
lactante norteamericano con meningitis de inicio tardio y es alta productora de

antigeno especifico de tipo (45,68).
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2. Medios de crecimiento. Todos Jos aislamientos fueron crecidos hasta la fase
exponencial media en caldo Todd-Hewitt (Difco, Detroit, MI) y almacenados en
dicho medio a -70°C. Estos cultives fueron descongelados, rutinariamente
estriados en placas de agar sangre de camero e incubados a 37°C durante la
noche antes de su uso. Todos los experimentos de serotipificacion y
cuantificacién de antigeno especifico de tipo fueron realizados en un medio
definido quimicamente (FMC), el .cual fue originalmente disefiado para el
crecimiento de estreptococos orales y modificado para contener 65 mM de fosfato

de sodio (68, 69).

3. Preparaciéon de antigenos para serotipificacién. a) Método de extraccion
dcida caliente. Todos los aislamientos fueron inicialmente serotipificados
utiizando extractos antigénicos preparados de células completas por el
procedimiento de extraccion acida caliente de Lancefield, como previamente ha
sido descrito (27,52,58). b) Método de extraccion enzimdtica. Crecimientos
frescos en placas de agar sangre fueron inoculados en 10 ml y 100 m! de medio
FMC vy crecidos aerobicamente a 37°C en baflo “Maria” circulante. El pH y la
densidad optica fueron monitorizados durante el crecimiento, manteniendo el pH
entre 6.5 y 7.0 por titulacion lenta con NaOH 2.5 N. Estos cultivos fueron
crecidos hasta la fase exponencial media, aproximadamente 500 unidades de
densidad optica ajustada (DOA) (Espectrofotometro Coleman Junior II, a 675 nm
multiplicado por 1000) (43,70). Cuando los cultivos estuvieron listos fueron
enfriados inmediatamente en hielo. Las células fueron removidas por
centrifugacion a 9000 X g por 20 minutos a 4°C. El liquido sobrenadante fue
dializado durante la noche a 4°C en contra de agua destilada y desionizada

(durante cuatro noches con cambio diario de agua) y posteriormente liofilizado.
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Los paquetes celulares fueron almacenados a -20°C durante la noche y,
posteriormente, lavados con 5 0 50 ml de KPO, 0.03 M (pH 7.0), centrifugados y
resuspendidos en 5 o 50 ml de KPO, 0.03 M. Estas suspensiones celulares
lavadas fueron incubadas con 0.2 ml (suspensiones celulares obtenidas del cultivo
en 10 ml) 0 0.5 ml (suspensiones celulares obtenidas del cuitivo en 100 mi} de
una solucion de 5000 U/ml de N-acetilmuramidasa (Mutanolisina) a 37°C durante
1 hora. La densidad optica final debia ser menor de 10 (reduccion en la
absorbancia mayor del 95%). Estas mezclas digeridas fueron centrifugadas a
13,000 X g por 20 minutos a 4°C. El liquido sobrenadante fue dializado durante la
noche a 4°C en contra de agua destilada y desionizada (durante cuatro noches con
cambio diario de agua) y posteriormente liofilizado.

Los materiales liofilizados obtenidos del liquido sobrenadante y de los paquetes
celulares, fueron disueltos en agua para obtener suspensiones concentradas 10X,
100X y 1000X antes de ser serotipificados. En la Figura 1 se presenta de manera

resumida un diagrama de flujo con estos procedimientos.
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CRECIMIENTO

{10 ¥ 100 mide FMC)

FASE EXPOMNENCAL MEDR

—

I ~f—— CENTRIFUGACION

SOBRENADANTE CELULAS
LAVADC
DIALISIS ~— -
n-acetitmuramidasa J
ANTIGENO SOLUBLE ANTIGENO ADHERIDO
EXTRACELULAR A LA CELULA

\/

LIOFILIZACION
{10X, 100X y 1000X)

SEROTIPIFICACION
{la,ib, 1101

- TUBO CAPILAR

PRECIPITACION EN

Figura 1. Diagrama resumido de la preparacin de los antigenos para serotipificaclon. Incluye el
aislamiento del antigeno soluble desde el medio extracelular (liquido sobrenadante) y la extraccién
enzimética del antigeno adherido 3 ka superficie de la célula (ver la descripcién en ol texto).
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4. Procedimiento de serotipificacién. La serotipificacion de estos extractos
antigénicos se llevo a cabo por el método de precipitacion en tubo capilar de
Lancefield, utilizando antisueros hiperinmunes preparados en conejo contra las
~cepas prototipo de Lancefield 090 (1a), H36B (Ib), 18RS21 (II), y D136C (1il)
(27,52,58,71). La interpretacion de las reacciones de precipitacion obtenidas fue.

como previamente se ha descrito (Tabla 2) (52,53,55,58,71).

Tabla 2. Interpretacion de la prueba de precipitacion en tubo capilar.

Precipitacién observada con los antisueros para
tipificacidn respectivos

Ia Ib 1 m Serotipo
+ - - - ia
- + - - Ib
+ +8 - - Ic
- - + - 1|
- - . + m

a '
Usualmente una reaccion retardada.
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5. Preparacién de antigenos para la cuantificacién del antigeno especifico de
tipo. El contemdo de 4cido sidlico (un componente de todos los antigenos tipo-
especificos de Estreptococo del grupo B) del liquido sobrenadante y de los
paquetes celulares de dos aislados mexicanos seleccionados (14 y 49), fue
medido y comparado con el mismo contemido de la cepa control 110. El aislado
numero 14 fue obtenido de un portador asintomatico y fue no tipificable con los
antigenos obtenidos por extraccion acida caliente y extraccién enzimatica
inrcialmente preparados. En cambio, el aislado numero 49 fue obtenido de un
caso de enfermedad invasiva y fue del serotipo HI con ambos extractos
antigénicos. a) Preparacidn del antigeno aislado del medio sobrenadante. El
procedimiento de aislamiento del antigeno soluble extracelular del medio
sobrenadante fue basicamente el mismo utilizado previamente por Doran y
Mattingly (45). De manera breve, cada cepa fue crecida en 1 litro de medic FMC
hasta la fase estacionaria, manteniendo el pH entre 6.5 y 7.0 por titulacion lenta
con NaOH 2.5 N. Después de centrifugacion, el liquido sobrenadante fue
dializado en contra de acetato de sodio 0.01 M (pH 6.5) a 4°C durante cuatro
dias con cambio diario de la solucion “buffer”. &) Preparacion del antigeno
adherido a la célula. Ei procedimiento de extraccion del antigeno adherido a la
superficie de la célula fue esencialmente el mismo utilizado para preparar los
antigenos celulares para serotipificacion (ver preparacion de antigenos para
serotipificacién [{método de extraccion enzimitica]). Sin embargo, cada aislado
fue crecido en 1 litro de medio FMC y las células fueron incubadas con 2 ml de
una solucién de 5000 U/ml de mutanolisina hasta obtener una reduccion en la

absorbancia de 80 a 90%.
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6. Procedimiento de cuantificacion del antigeno especifico de tipo. Los
extractos antigénicos fueron licfilizados y redisueltos en agua hasta obtener una
suspension de 2 ml! (antigeno sobrenadante), o una suspension de 7 a 15 mi
(antigeno asociado a la célula). Posteriormente, estos extractos fueron eluidos por
cromatografia de intercambio idnico a través de una columna de dietilaminoetil-
celulosa, utilizando un gradiente continuo de 750 ml de (NH,),CO5 0.02 y 0.3 M.
Una alicuota de las fracciones positivas para hexosas por el procedimiento
“Antrona” (72,73), fue concentrada cuatro veces y ensayada para medir su
contenido de dcido sidlico a través del método cuantitativo del 4cido
tiobarbitiirico después de hidrolisis acida caliente “leve” (74,75). Las fracciones
positivas para acido sialico fueron mezcladas, liofilizadas, redisueltas en agua
destilada y desionizada y serotipificadas como fue descrito antes. En la Figura 2

se muestran resumidos en diagrama de flujo estos procedimientos.

25



PROCEDIMIENTOS »
DE LA FIGURA 1

CRECIMIENTO
FASE ESTACHONARIA
11000 mide PMC)

i

| -g—— | n-acetiimuramidasa

ANTIGENCO

EXTRACELULAR

SOLUBLE

ANTIGENO ADHERIDO
A LA CELULA

-

PRECIPITACION EN
TUBO CAPILAR —_—

texto).

\/

LIOFILIZACION
(20 7mi)

i

CROMATOGRAFIA POR

INTERCAMBIO IONICO
{Dietilaminoetil celulosa)

MEDICION DE HEXOSAS

{Anthrone)

I

MEDICION DE ACIDO
SIALICO
{Ac. Tiobarbitirico)

T
SEROTIPIFICACION
{1a b, 11,1}

26

MEDICION DE

e ————
ACIDO SIALICO

FRACCIONES POSITIVAS
CONCENTRADAS 4X

EXTRACCION ACIDA CALIENTE

FRACCIONES POSITIVAS
MEZCLADAS Y LIOFILIZADAS

Figura 2. Diagrama resumido de los procedimlentos utilizados para la purificacisn y cuantificacion
de! antigeno especifico de tipo. Incluye la elusién por intarcambio i6nico y la serotipificacion de las
mezclas de las fracciones correspendientes al tercer pico de Acido slélico (ver ta descripcién en el



il

7. Calculo de la cantidad de antigeno especifico de tipe.

a). La cantidad de acido sialico (acido N-acetilneuraminico) fue calculada a partir
de las lecturas de densidad Optica obtenidas en el ensayo del acido tiobarbitirico

de 1a siguiente manera (74,75):

By (Ag) - B (Ayy) | dicion=C
E,E,E,E, EEEE,

Donde E es el coeficiente de extincion como sigue:

E;=133 y E(=48 son los coeficientes de extincién x 107 de desoxirribosa aj32

y 549 nm

E;=D0s3; y E;=DOs4s son los coeficientes de extincién x 102 de acido M-
acetilneuraminico a 532 y 549 nm (determinados en una curva estandar para acido

N-acetilneuraminico en cada ensayo)

E (coeficiente de extincion) a estas absorbancias fue determinado de la sigutente

manera:

Absorbancia x 5
Volimen de solucién estandar

E=
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¥ 3

Assg = Absorbancia a 549 nm
Asz; = Absorbancia a 532 nm

mi de butanol-acido x 2 x 309

dilucién _
concentracion de la muestra

Donde: 309 = peso molecular del acido sialico

2 = correccitn para 0.5 ml (ensayo original basado en muestras de 1 ml)
C = cantidad de 4cido sidlico expresada en ug/ml

b). La cantidad de acido sidlico en upg/mg de peso celular seco (CDW)
determinada en los ensayos del acido tiobarbitirico se calculé de la siguiente

manera:

€ x Volumen de la fraccion x 1000

ug de dcido silico/mg de peso celular seco =
043 x volimen del cultive x {DOA final x 1000)

Donde,

C = cantidad de 4cido sialico en pg/ml

Volumen de la fraccién = ~ 8.5 ml para cada fraccion

0.43 = peso celular seco de EGB requerido para obtener 1 DOA
1 DOA = 0.43 de peso celular seco de EGB

Volumen del cultivo = 1000 ml para cada cepa

DOA = densidad éptica ajusta final del cultivo
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RESULTADOS
1. Serotipificacién de antigenos preparados por extraccién 4cida caliente.

Con los extractos antigénicos preparados por el método de extraccion acida
caliente de Lancefield, 28 de los 57 aislados fueron clasificados como no
tipificables, nueve fueron del serotipo III y los otros 20 fueron de cualquiera de
los otros serotipos (Tabla 3). El origen clinico de los 57 aislamientos es descrito
~ en la seccion de Material y Métodos. Cuarenta y tres fueron aislados de recién
nacidos, lactantes o adultos portadores asintomaticos, y 14 de recién naéidos,

lactantes o mujeres gestantes con enfermedad invasiva.

2. Serotipificacién de antigenos extraidos enzimaticamente a diferentes

concentraciones.

Al probar, por precipitacion en tubo capilar, las suspensiones con diferentes
concentraciones de antigenos extraidos enzimaticamente, 23 de los 28 aislados
inicialmente no tipificables (empleando antigenos extraidos por calor acido)
pudieron ser serotipificados. Diez de estos aislamientos (10/23) fueron del
serotipo IIl, la mayorfa de ellos (8/10) habian sido aislados de portadores
asintomdticos. Solo dos aislados de casos de enfermedad invasiva fueron
inicialmente clasificados como “no tipificables” utilizando extractos Acidos
calientes, ambos fueron del tipo 11! al ser probados con antigenos preparados por
extraccion enzimdtica. Los otros aislamientos inicialmente “no tipificables” que

pudieron ser serotipificados al utilizar los extractos enzimaticos, fueron del tipo 11
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{cinco aislados), tipo Ia (tres aislados), tipo Ib (cuatro), y tipo Ic (uno). Todos
ellos correspondieron a aislados de portadores. Cinco aislamientos no pudieron
ser serotipificados con ninguna de las suspensiones antigénicas preparadas tanto
por calor acido como por extraccion enzimitica (Tabla 3). Los cinco fueron
aislados de portadores asintomaticos. Uno de estos cinco aislamientos (aislado
14), junte con un aislado facilmente tipificable aun con extractos acidos (aislado
49), y la cepa control 110, fueron seleccionados para medir y comparar el
contenido de acido sialico (principal componente del polisacarido capsular)
adherido a la superficie de la célula y liberado al medio extracelular (ver seccién
de Matenal y Métodos, apartado 5).

Las concentraciones de antigeno que fueron necesarias para serotipificar los 23
aislados inicialmente no tipificables, fueron variables (Tabla 4). Las suspensiones
concentradas 100 veces de los antigenos extraidos enzimaticamente fue la
concentracion minima requerida para serotipificar todos estos 23 aislados. Solo
siete de estos aislamientos, fueron serotipificados con las suspensiones
antigénicas concentradas 10 veces, las cuales también habian sido preparadas por
extraccion enzimatica. Los 23 aislados también fueron tipificables al utilizar las
suspensiones antigénicas concentradas 1000 veces, obtenidas tanto de los

paquetes celulares como del medio de crecimiento.
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Tabla 3. Serotipos de 57 aislamientos mexicanos de Estreptococo del grupo B, determinados por la
prueba de precipitacién en tubo capilar, utilizando antigenos preparados por extraccion acida
caliente v exiraccion enzimatica.

Meétodo de preparacion del antigeno

Extraccién acida caliente Extraccién enzimatica
Aislado d:. Aisladob Aislado d: Aisla,dob
Serotipo portador invasivo.  TOtal  porador’  invasivo”  Total
111 2% 7 ¢ 10 9 19
I 2 1 3 7 1 8
Ia 3 2 5 6 2 8
It 4 2 6 8 2 10
Ic 6 - 6 7 - 7
NT 26 2 28 5 - -5
Total 43 14 57 T 43 14 57

® del antigeno adherido a la superficic de la célula obtenido de cultivos en 10 y 100 ml y
concentrados 10X, 100X y 1000X.
® Origen clinico de los aislados.

* Numero de aislamientos.
NT: No tipificable.
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Tabla 4. Concentraciones requeridas de antigenos, obtenidos de! liquido sobrenadante y extraidos
enzimaticamente® de las células, para serotipificar 23 aislados no tipiﬁcat:;]esa de Estreptococo del
grupo B.

Concentracion de antigeno para dar una prueba de precipitinas positiva

10X 100X 1000X
Liquido Adherido i la Liguide Adherido u la Liquido Adherido a lu
sobrenadante® céluts® sobrenudante® célula® sobrenadanie® célula®
Serotipo

I 1 3 4 10 10 10
II - i 2 5 5 5
Ia - 2 2 k) 3 3
It - 1 1 4 4 4
Ic - - - 1 1 i

Total 1 7 9 23 23 23

® con extractos antigénicos preparados por el procedimiento de extraccion 4cida caliente de
Lancefield.

# con N-acetilmuramidasa.
* Origen del antigeno.
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Para ilustrar la variabilidad en las concentraciones de antigeno requeridas para

(13

ser serotipificados, los serotipos de ocho aislamientos inicialmente “no
tipificables™ son mostrados en la Tabla 5. El aislado numero 3 fue facilmente
serotipificado con la menor concentracion del antigeno aistado desde el medio
sobrenadante. No obstante, la mayoria de los aislados inicialmente no tipificables,
como lo fueron el 2, 8, 16, 24 y 29, requirieron suspensiones de antigeno mas
concentradas para ser serotipificados. Finalmente, algunos aislamientos, como el
6 y 14, no pudieron ser serotipificados con ninguna de las preparaciones
antigénicas utilizadas (Tabla 5). Los resultados de la serotipificacion de los 23
aislados inicialmente no tipificables se presentan en una tabla extra al final de la
tesis (Tabla A).

Los extractos antigénicos obtenidos de 1a superficie celular del aislado nimero
29, precipitaron con antisuero para el tipo la cuando se utilizaron suspensiones
concentradas 10X. Sin embargo, extractos antigénicos mas concentrados de este
aislado también precipitaron con antisuero para el tipo Ib. De esta manera, este
aislamiento fue clasificado en el serotipo I¢ (Tabla 5) (17,55,76,77).

Los 29 aislamientos que fueron tipificables con los antigenos extraidos por calor
acido (Tabla 3), también fueron facilmente serotipificables con las suspensiones
antigénicas de menor concentracion, obtenidas del liquido sobrenadante y de la
superficie celular. Con excepcion del grupo de cepas no tipificables, hubo una
concordancia perfecta en los serotipos definidos con los dos métodos utilizados

para la preparacion de los extractos antigénicos.
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Tabla 5. Resultados de la serotipificacion de 8 aislados no lipiﬁ(:ablesa de Estreptococo del grupo
B utilizando suspensiones con diferentes concentraciones de antigenos aislados del liquido

sobrenadante y extraidos tmarirm\ticamemt.-.h de las células.

Concentracion de antigeno

10X 100X 1060X
Liquido Adherido a tu Liguido Adherido u la Liquido Adherido u la
sobrenadante® célula® sobrenuadante® celulu® sobrenadante® wéluta®
Aisiado No.
2 NT Ia NT la Ia la
3 i1 10| I 111 11k 111
6 NT NT NT NT NT NT
8 NT NT A m m m
14 NT NT NT NT NT NT
16 NT NT NT Ib Ib b
24 NT NT NT Ib Ib Ib
29 NT la NT Ic NT Ic

% con extractos antigénicos preparados por el procedimiento de extraccion icida caliente de
Lancefield.

® con N-acetilmuramidasa.

* Origen del antigeno.

NT: No tipificable.
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3. Cuantificacién del antigeno especifico de tipo soluble extracelular.

El contenido de acido sialico en dos alicuotas del liguido sobrenadante del
crecimiento en 1000 m! (liofilizado para obtener una suspension de 2 ml) de dos
aislados, fue medido antes de ser sometido a cromatografia. Una alicuota de 100
ul de las cepas 14 y 110 contenia 12.2 pg/ml y 197.6 pg/mi de 4cido silico
respectivamente. Una alicuota de 250 pl contenia 11.1 y 1985 pg/ml
respectivamente (Tabla 6).

Estas suspensiones altamente concentradas del liquido sobrenadante fueron
fraccionadas por cromatografia de intercambio ionico, utilizando una columna de
dietilaminoetil-celulosa y un gradiente continuo de (NH4)CO; 0.02 M a 0.3 M
(750 ml de cada uno) recientemente preparado. Las fracciones (~8.5 ml cada una)
fueron entonces ensayadas para su contenido de hexosas y posteriormente para
acido sialico. El contenido de acido sidlico del liquido sobrenadante del
crecimiento en 1000 ml de medio de cultivo de los aislados 14, 49, y 110 es
mostrado en la Figura 3. Para mayor informacion sobre estos aislados ver el
apartado 5 de la seccion de Material y Métodos (“Preparacién de antigenos para
la cuantificacion del antigeno de tipo™) y la seccion de Resultados apartado 2
(“Serotipificacion de antigenos extraidos enzimaticamente a diferentes
concentraciones™). Los dos picos de acido sidlico (antigenos de bajo y alto peso
molecular) del aislado 14 fueron considerablemente bajos con relacion a los de la
cepa control 110. En cambio, los dos picos de acido sialico del aislado 49 fueron
superiores a los del nimero 14, pero ligeramente mas bajos que los de la cepa

110 (Figura 3).
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Tabla 6. Contenide de acido sialico en dos alicuotas del liquido

sobrenadante liofilizado” de los aislados 14 y 110 de Estreptococo del
grupo B crecidos en 1000 mi de medio FMC,

Acido Sialico (ug/ml)

Cantidad ensayada Cepa 14 Cepa 110
100 ul 12.2 197.6
250 ul 1t.1 198.5

a ..
hasta obtener una suspension de 2 ml.
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Figura 3. Contenido de acido sialico en ¢l liquide sobrenadante obtenido del cultivo en 1000 ml
de los aislados 14 { — ), 49 ( — - )y 113 ( ), eluido a través de una columna de
dietitaminoetil-celulosa con un gradiente Hneal de 750 ml de (NH.),CO, 002 y 0.3 M. Las
fracciones del tercer pico (sefialado como 3) de cada aislado fueron mezcladas y
serotipificadas: el aislado 14 fue del serotipo ia, el 49 del serotipo Hll y el 110 del serotipo lli.
Solo la media del gradienta de los tres aislados es mostrado.
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4. Cuantificacién del antigeno especifico de tipo adherido a la superficie de

la célula.

La cuantificacion de acido sialico en las suspensiones obtenidas por extraccion
enzimatica de las células de los aislados 14, 49, y 110 crecidas en 1000 ml, fue
similar a la observada en los liquidos sobrenadantes respectivos (Figura 4).
Aunque los picos de acido sialico de los aislados 49 y 110 fueron similares, solo
7 ml de los 15 ml de la suspension obtenida del cultivo en 1000 ml del aislado
110, fueron aplicados a la columna de cromatografia (~50% del antigeno total).
En cambio, la curva de acido sidlico del aislado 49 fue obtenida con el total del
antigeno obtenido del cultivo en 1000 ml. La cantidad de acido silico adhendo a
la célula del aislado 14 fue extremadamente baja al compararla con la de los

aislados 49 y 110 (Figura 4).

5. Serotipificacién de las fracciones positivas a dcido sidlico.

El aislado nimero 14, no tipificable con los antigenos extraidos por calor acido y
los extractos enzimaticos inicialmente preparados, pudo ser serotipificado cuando
las fracciones positivas para acido sidlico obtenidas por cromatografia fueron
mezcladas, concentradas y probadas para su seroreactividad. Este aislado fue
entonces clasificado como serotipo Ia. La mezcla de las fracciones positivas. a
4cido sialico de los aislados 49 y 110 también dieron reacciones de precipitacion

positivas (Figuras 3 y 4).
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Figura 4. Contenido de Acido sidlico del antigeno adherido a la superficie de [a célula obtenido
por extraccion enzimatica de! cultive en 1000 mi de los aislados 14 (——), 43¢ — )y 10 h
eluido a través de una columna de dietilaminoetil-celulosa con un gradiente lineal de 750 ml de
(NH,),C0,0.02 y 0.3 M. El pico del aislado 14 es sefialado por la flecha. Las fracciones positivas
para acido sidlico de cada aislado fueron mezcladas y serofipificadas: el aislado 14 fue del
serotipo la, el 49 fue del serotipo Hll y e! 110 del serotipo (1. Solo la media del gradiente de los

tres aislados os mostrado.
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DISCUSION

Aunque la informacion sobre el papel de Streptococcus agalactiae en
enfermedad perinatal en México es escasa. un estudio de mujeres mexicanas
embarazadas encontré que mas del 10% de ellas estaba colonizada con dicho
microorganismo (21). Solérzano-Santos y colaboradores (20,62) encontraron
infeccién neonatal por Estreptococo del grupo B en 1/1500 recién nacidos vivos
con una elevada letalidad, varias veces mas alta que el promedio reportado en los
Estados Unidos de Norteamérica (6,8,17). Ademas, un estudio reciente de
alcance nacional en México, en el que se encontré una elevada seroprevalencia
para Estreptococo del grupo B (superior al 90%), sugiere que la poblacion
mexicana esta altamente expuesta a este microorganismo desde edades tempranas
(63). En contraste con Estados Unidos de Norteamérica y otros paises
desarrollados en donde el tipo III es el serotipo prevalente, en México los
serotipos la y la/c han sido los mas frecuentemente identificados. Otra
caracteristica notable en México es el alto porcentaje de.aislados no tipificables y
la baja frecuencia de aislados del serotipo III (20,21). Vale la pena mencionar
que, como en otros paises, estos resultados de serotipificacién fueron obtenidos
con antigenos preparados por el método de extraccion dcida caliente de
Lancefield. Debido a esto, la baja incidencia de enfermedad invasiva por
Estreptococo del grupo B en Meéxico, se atribuyo a la elevada prevalencia de
aislados no tipificables y a la baja prevalencia del serotipo 1II (20,21). Varias
interrogantes surgieron de estos resultados, ja qué se debia esa elevada
prevalencia de aislados no tipificables? ;por qué tal baja prevalencia de aislados

del tipo I11? ;esta baja prevalencia del serotipo 11l era la responsable de la baja
po P
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incidencia de enfermedad neonatal por Estreptococo del grupo B en México? En
el presente estudio se evalué una muestra de cepas de Estreptococo del grupo B
aisladas en México, algunas de las cuales fueron no tipificables con antigenos
preparados por el procedimiento de extraccion acida caliente de Lancefield. La
mayoria de estos aislados “no tipificables” pudieron ser serotipificados con el
empleo de un método de extraccion enzimatica no acida y suspensiones
concentradas de antigeno. Un buen numero de dichos aislados (10°28) fue
reclasificado en el serotipo Il1l. Ademds, se demostré que la sintesis de dcido
sialico de uno de los aislamientos no tipificables, tanto con extractos acidos
calientes como con extractos enzimaticos, fue significativamente menor a la de
aislados “facilmente™ tipificables. Dicho aislamiento “no tipificable™ pudo ser
serotipificado mediante el empleo de una preparacion antigénica altamente
purificada, a pesar del hecho de ser “muy” pobre productor de antigeno

especifico de tipo.

Varios factores de virulencia han sido identificados en Estreptococo del grupo B
(17,27,28,68,78-80). Sin embargo, el principal determinante de Ja virulencia de
este microorganismo es el polisacarido capsular. Este polisacarido es también el
blanco de anticuerpos protectores y el antigeno empleado para clasificar en
serotipos a Streptococcus agalactiae (antigeno especifico de tipo) (17,28). Esta
adhenido covalentemente al peptidoglicano de la pared celular (31,39,40), y es un
polimero compuesto de unidades repetidas de glucosa, galactosa, N-
acetilglucosamina y acido N-acetilneuraminico (4cido sidlico), las cuales estan
arregladas de manera diferente para cada serotipo (41,42). El 25% de este
polisacarido capsular, o antigeno especifico de tipo, es el azicar acidico “acido

sialico”, el cual es el principal inmunodeterminante y el principal determinante del
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papel en la virulencia de este polisacarido (31,32,35,39,43,44). Las cadenas
laterales de este antigeno que terminan en acido sidlico hacen a Estreptococo del
grupo B un pobre activador de la via alterna del complemento y, por lo tanto,

resistente a la fagocitosis en ausencia de anticuerpos especificos (17,37,38).

Con el empleo de antigenos extraidos por calor dcido, cuatro serotipos fueron
inicialmente reconocidos, Ia, Ib, 11 y 111 (17,18,28,52,53). Posteriormente, las
cepas que éontienen el antigeno carbohidrato Ia y el antigeno proteico Ibc
(actualmente conocido como Ic) fueron designadas como serotipo lc (17,54,55).
Mas recientemente, los serotipo 1V, V y VI fueron reconocidos y caracterizados
{17,28). De los cinco serotipos de Estreptococo del grupo B asociados a
enfermedad invasiva neonatal (la, Ib, Ic, II y III), el tipo IlI es el mis
frecuentemente aisiado (17,28:58). Dicho serotipo es reconocido como el
responsable de la mayoria de los casos de enfermedad neonatal (5,34,47). En
cambio, cepas de Estreptococo del grupo B que no pueden ser clasificadas
serologicamente (“no tipificables”) son responsables de menos del 1% de los

casos de enfermedad (17,58,59).

Se han utilizado varios métodos para extraer antigenos de la superficie celular
con la finalidad de agrupar y clasificar en serotipos los aislados de Estreptococo
del grupo B. Estos incluyen el método de extraccion 4cida caliente de Lancefield
(46), el procedimiento de extraccién con acido tricloroacético frio 47, los
métodos con formamida caliente, por autoclave, con solucion salina (27,49), el
procedimiento “buffer” neutral (34,48), y métodos de extraccion que utilizan
enzimas (50). El método de extraccién 4cida caliente (“hot-HCI extraction™) de

células completas es el método estandar para aislar antigenos estreptocdcicos
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(17,27,28). Sin embargo, se ha demostrado que este y otros métodos resultan en
antigenos parcialmente degradados y en mezclas complejas de antigenos que
incluyen antigeno de grupo, antigeno de tipo y otros antigenos que podrian causar
reactividad cruzada (17,39,45,48). En cambio, procedimientos de extraccion mas
“leves”, como los que emplean &cido tricloroacético frio (47), solucion
amortiguadora (“buffer”) de acido etilendiaminotetraacético (34) o algunas
enzimas (27,50), resultan en polisacaridos de mayor peso molecular, los cuales

retienen sus componentes acidoldbiles, como lo es el acido sidlico (27,48,51).

Existen diferentes métodos para la extraccion enzimatica de antigenos
estreptococicos. Entre éstos tenemos los que utilizan pronasa B, lisozima y M-
acetilmuramidasa {mutanolisina) (27,50). En el presente estudic se utilizd N-
acetilmuramidasa para extraer, de células completas, el antigeno especifico de
tipo, con el fin de probar la reactividad serolégica de aislados “no tipificables”
con antigenos preparados por extraccion dcida caliente. La extraccion enzimatica
con mutanolisina ha resultado en la liberacién del 95% del antigeno especifico de
tipo adherido a la pared. De esta manera, la cantidad recuperada de antigeno
especifico de tipo de alto peso molecular es 20 veces mayor que la obtenida con

el procedimiento “buffer neutral” u otros métodos (39).

Doran y Mattingly (39) encontraron que mas del 85% del total del antigeno
especifico de tipo sintetizado por un aislado del tipe III, permanece
covalentemente adherido a la superficie de la célula, mientras que ~10% es
liberado al medio extracelular como antigeno soluble. Por otro lado, varios
estudios han demostrado que el antigeno de grupo y el antigeno de tipo pueden

ser facilmente aislados y purificados desde el medio de crecimiento. Utilizando un
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medio quimicamente definido, Doran y colaboradores (45) por un lado, y Carey y
colaboradores (51) por otro, purificaron por cromatografia grandes cantidades de
antigeno de grupo B y antigeno de tipo Il del liquido sobrenadante. Ademas,
Doran y colaboradores (45) encontraron que dos especies moleculares de
antigeno de tipo III (las dos conteniendo acido sidlico) pueden ser recuperadas del
liqguido sobrenadante. Una corresponde a un antigeno de alto peso molecular
{(HMW) asociado a la virulencia y responsable de la seroreactividad de tipo, la
otra es una forma mds pequefia del antigeno (antigeno de bajo peso molecular
[LMW])). De esta manera, el aislamiento de antigenos polisacaridos solubles del
medio de cultivo libre de células, resulta en alta produccion de antigeno

especifico de tipo de alto peso molecular no degradado.

Para la serotipificacion, en el presente proyecto, se utilizaron preparaciones de
antigeno exiraido de células estreptocécicas completas por un procedimiento
enzimatico, y preparaciones de antigeno soluble aislado del medio de cultivo
sobrenadante. Este abordaje dio lugar a una mayor produccion de antigeno de tipo
no degradado, lo cual permitio serotipificar la mayoria de los aislados que fueron
“no tipificables” por el método estindar (43,45,51). Ademas, la elusion de
algunos extractos antigénicos por cromatografia de intercambio idnico, permitié la
obtenciéon de antigeno especifico de tipo altamente purificado. Esto a su vez,
permitio serotipificar a un aislado seleccionado “muy” pobre productor de dicho

antigeno (aislado 14).

Con los antigenos preparados por extraccidon enziméatica o por aislamiento del
medio sobrenadante, 23 de los 28 aislados inicialmente “no tipificables” con

extractos acidos calientes fueron serotipificados. Algunos de estos aislamientos
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fueron serotipificados con suspensiones antigénicas de baja concentracién. Sin
embargo, la mayoria de dichos aislamientos requirieron suspensiones de antigeno
mas concentradas para ser serotipificados. No obstante, otros aislados (5/28) no
pudieron ser serotipificados ain con los extractos mas concentrados. Estos
resultados demuestran variabilidad en la capacidad de sintesis de antigeno
especifico de tipo, tanto adherido a la célula como liberado al medio extracelular
(37-39,43,44). Ademas, el hecho de que la mayoria de los aislados inicialmente
“no tipificables” requirieron de suspensiones antigénicas altamente concentradas
para ser serotipificados, sugiere que son pobres productores de antigeno de tipo.
Este hallazgo, a la luz del papel en la virulencia del antigeno “tipo-especifico™
(31-38,43) podria explicar, por lo menos en parte, porque la mayoria de dichos
aislamientos fue obtenido de portadores asintomdticos. Asi, de los diez
aislamientos “no tipificables” que fueron reclasificados en el serotipo [I1, ocho
fueron aislados de portadores asintomaticos. En cambio, solo dos de los 14
aislados de casos de enfermedad invasiva fueron inicialmente “no tipificables™,
reclasificandose posteriormente en el serotipo IIl (Tabla 3). Ademas, la mayoria
de los aislados de enfermedad invasiva (12/14) fueron facilmente serotipificados
con cualquiera de los extractos utilizados. Finalmente, se demostré la pobre
capacidad de sintesis de antigeno de tipo de un aislado de portador no tipificable
(aislado 14), y la elevada produccién de dicho antigeno por un aislado de
enfermedad invasiva del serotipo 111 “facilmente” tipificable (aislado 49).

En general, los aislados inicialmente “no tipificables” que pudieron ser
tipificados, fueron mas facilmente serotipificados con los extractos enzimaticos
obtenidos de células completas (antigeno adherido a la célula) que con las
preparaciones de antigeno aislado del medio sobrenadante (antigeno soluble

extracelular) (Tabla 4). Esta diferencia puede ser explicada por las diferencias
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conocidas en las cantidades de antigeno especifico de tipo, adherido a la
superficie de la célula (~85%) vy liberado al medio extracelular (~10%),
sintetizadas por Estreptococo del grupo B (39,51). Estos resultados sugieren que
los extractos enzimaticos obtenidos de células completas, proporcionan una mejor
suspensién antigénica con propdsitos de serotipificacion que los preparados
obtenidos del liquido sobrenadante v los extractos celulares obtenidos por calor
acido. Ademas, indican que el método utilizado para la extraccion del antigeno de
tipo puede influir “marcadamente” la interpretacion de los datos epidemiologicos

sobre los serotipos de Estreptococo del grupo B.

Los aislados tipificables con extractos obtenidos por calor 4cido fueron también
facilmente serotipificados con los extractos enzimaticos de menor concentracién.
Estos aislados deben ser altamente productores de antigeno especifico de tipo,
como lo fue el aislado 49 en los ensavos de cromatografia. Con excepcion de los
aislados inicialmente no tipificables, hubo una concordancia perfecta en los
serotipos determinados con los antigenos preparados con los dos métodos de
extraccién utilizados. Aunque seroreactividad cruzada era posible, sobre todo con
los antigenos preparados por calor acido (17,39,45,48), la probabilidad de
obtener resultados divergentes con los dos métodos de extracccion probados
(acida caliente y enzimatica) era baja. La principal diferencia entre estas
preparaciones consistia en la concentracién de antigeno especifico de tipo no

degradado en cada suspension.

Los extractos antigénicos del aislado nimero 29 precipitaron con antisuero para
el tipo Ta cuando se probaron suspensiones de baja concentracion (antigeno

adherido a la célula concentrado 10X). Sin embargo, las suspensiones antigénicas
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mas concentradas de dicho aislado (antigeno adherido a la célula concentrado
100X y 1000X) también precipitaron con antisuero para el tipo Ib. De esta
manera, dicho aislado fue clasificado como serotipo Ic. Todo aislamiento cuyas
preparaciones antigénicas precipitaron con antisuero para el tipo Ia y Ib fue
considerado del serotipo Ic (17,55,76,77). El antigeno especifico de tipo Ib
usualmente da seroreactividad mas retardada que otros antigenos de tipo (55,76).
Un cultivo mixto tipo Ia y tipo Ib fue descartado, ya que el antigeno fue extraido
varias veces desde cultivos-puros y colonias tnicas en placas de agar sangre.
Ademas, debido a que el antisuero para el tipo Ib fue adsorbido con células del
tipo la, y el antisuero para el tipo Ia fue adsorbido con células del tipo Ib, una
reaccion cruzada es improbable, aunque no puede ser totalmente descartada. La
reactividad cruzada ocurre cuando anticuerpos contra del polisacarido menor Iabc
y aislados que poseen este antigeno (algunos del tipo Ia y Ib) son probados. Esta
reactividad cruzada también ocurre cuando anticuerpos para la proteina ¢
(antigeno Ic) y aislados del tipo Ib y la compartiendo este determinante antigénico
son probados (17,77).

Aunque ¢! aislado nimero 14, inicialmente “no tipificable”, fue “muy” pobre
productor de antigeno especifico de tipo, como se demostrd por cromatografia,
pudo ser finalmente serotipificado. Esto fue posible, por lo menos en parte, por la
naturaleza altamente purificada del extracto antigénico utilizado, desprovisto de
otros antigenos como el antigeno de grupo, el antigeno de tipo de bajo peso
molecular y, posiblemente, de otros antigenos de seroreactividad cruzada no

definidos (17,39,45,48).
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Con respecto a los cuatro aislados que finalmente quedaron como “no
tipificables™, algunos podrian ser subsecuentemente no tipificables, aiun con el
método de purificacién por cromatografia utilizado, y corresponder al bajo
porcentaje de aislamientos no tipificables reportado en Estados Unidos de
Norteamérica y otros paises desarrollados (17,58,59). Es posible, también, que
algunos de estos aislamientos pudieran ser serotipificados si se utilizan extractos
antigénicos altamente purificados preparados con cantidades mas grandes de
medio de cultivo, como ocurtio con el aislado nimero 14. Finalmente, algunos de
estos aislamientos podrian ser de alguno de los serotipos mas recientemente
descritos (serotipos 1V, V y VI). Sin embargo, estos serotipos son aun raros en
paises desarrollados, y se han asociado mas a enfermedad en el adulto con

algunos factores predisponentes (17,28,56).

En resumen, este estudio demuestra que la mayoria de los aislados de
Estreptococo del grupo B probados y clasificados como “no tipificables™ con el
método de extraccion acida caliente de Lancefield, pueden ser serotipificados
cuando se utilizan métodos que permiten obtener mayores cantidades de antigeno
especifico de tipo intacto. Los resultados sugieren que la elevada prevalencia de
aislamientos no tipificables de Estreptococo del grupo B previamente reportada
en México, se debe a que un elevado porcentaje de dichos aislamientos son
pobres productores de antigeno especifico de tipo y, por lo tanto, no pueden ser
serotipificados por los métodos estandar. Esto indica que el procedimiento
empleado para extraer el antigeno de tipo puede influir en la interpretacién de los
datos epidemioldgicos sobre Estreptococo del grupo B, ya que los aislamientos
“no tipificables” pueden producir antigeno de tipo, aungue a niveles no

detectables por los métodos clasicos. Asi, la purificacién y concentracién de los
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antigenos de aislamientos “no tipificables™ pueden ser necesarias antes que una
conclusion definitiva sobre la distribucion de serotipos pueda ser establecida. Se
propone el modelo de serotipificacién con extractos enzimaticos altamente
concentrados obtenidos de células completas, para serotipificar los aislamientos
que son “no tipificables” por el método estandar de Lancefield. De esta manera,
los resultados obtenidos hacen poco probable la hipdtesis que atribuia la baja
incidencia de enfermedad invasiva por Estreptococo del grupo B en México, a la
baja prevalencia de aislados del serotipo III y a la elevada prevalencia de
aislamientos no tipificables. No obstante, ;a qué se debe la baja incidencia de
enfermedad invasiva por Estreptococo del grupo B en México? Es probable un
subregistro de la infeccidon por este microorganismo en México, va que la mayoria
de hospitales no cuenta con la tecnologia apropiada para aislar e identificar
Estreptococo del grupo B, y a que recién nacidos y lactantes frecuentemente
reciben tratamiento antibidtico antes de la toma de las muestras apropiadas para
cultivo. Sin embargo, la infeccion por Estreptococo del grupo B es encontrada en
Meéxico cuando se le busca {16,20,21,62). Por otro lado, los aislados mexicanos
de Estreptococo del grupo B “no tipificables” por los métodos estandar parecen
ser de baja virulencia, al menos en lo que respecta a la sintesis de polisacarido
capsular, ;por qué son pobres productores de dicho antigeno? Algunos estudios
sobre virulencia en aislados mexicanos de Estreptococo del grupo B son llevados

a cabo actualmente por el alumno.
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Tabla A. Resultados de la serotipificacion de 23 aislados na ti;:viﬁcable:sa de Estreptococo del
grupo B utilizande suspensiones con diferentes concentraciones de antigenos aislados del liquido

. I b .
sobrenadante y extraidos enzimaticamente de las células,

Cencentracién de antigeno

10X 100X 1000X
Liquido Adheridoa lu Liquido Adherido u la Liquido Adherido u 1a
Adstado No. sobrenadante® m_éluln’ sobrenadante® célula® sobrenadante® célula®
2 NT Ia NT la Ia Ta
3 I11 11 111 111 m X m
6 NT NT NT NT NT NT
8 NT " NT m 1 I 111
14 NT NT . NT NT NT NT
16 NT NT NT Ib Ib b
24 NT NT NT Ib It Ib
29 NT Ia NT Ic NT Ic
1 NT NT NT It Ib Ib
4 NT NT NT 11 i1 n
5 NT NT NT NT NT NT
7 NT NT NT NT NT NT
15 NT 111 NT I il 111
17 NT NT NT la Ia Ia
18 NT I1 NT Ii 11 i1
19 NT 1] NT 1 I III
20 NT NT )i I 11 II
21 NT NT NT 103 m I
22 NT NT NT NT NT NT
23 NT NT NT I I il
25 NT NT NT 111 HI i
26 NT NT NT Ik I 11
Contintia...
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27
28
30
31
52
53

NT
NT

NT
NT
NT
NT

NT
1b
NT
Ia
NT
NT

NT
NT
NT
NT
NT
NT

I
Ib
m
ia
111
111

I
Ib
I
Ia
111
I

Il
Ib
1
la
I1
m

? con extractos antigénicos preparados por ¢l procedimiento de extraccién dcida caliente de

Lancefield.

b . .
con N-acetilmuramidasa.

* Origen del antigeno.

NT: No tipificable.
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