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Abreviaturas

BHI -~ caldo infusién cerebro corazdm. s
CF - contactos familiares de los pacientes con FR.

ENCB - cepas de referencia de la Esc.Nac. de Ciencias Biolgicas.

EHB ~ estreptococos beta hemaliticos.
EP - escolares portadores.

FE - feringitis estreptocdecica.

FR - fiebre reumdtiva.

Hep-2 ~linea celular de carcinoma epidermoide de laringe humana.
n-Hex ~ n-hexadecano (016H34)'

M2, M3, M5 y M12 ~ serotipos de SBbreptococcus pyogenes de acuerdo
al tipo de proteina M.

MR~481 ~ ceps mutante de Acinefobacter calcoaceticus RAG-1 deficien-
te para sdherirse a n-hexadecano,testigo negnblvo de adhe-
rencia.

PBS ~ regulador de fosfatos.
PUM ~ regulador de urea y magnesio.

HAG-1 - cepa-de Acinetobacter calcoacerticus utilizada como testigo
positive parn adherencia a n-hexadecano.

T-H ~ caldo Todd-Hevitt.

UFC - unidades formadoras de colopias.
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R B S U M E N.

Streptococcus pyogenss es un patdgeno reconocide con capaci-—
dad invasiva para el humano, la adherencia a la ¢8lula blan-

co represents la primera etapa er la colorizacidn, favore- -
ciende su acecidn patégena. Beachey y cols. demostraron la --
hidrofobicidad de las estructuras superficialeé de la bacte-
rin y de su sitio de unidn a la fibronectina en la superfi-—
cie de las células'epitelianles. El porcentaje relativo de ad
hereneia a 0.3 ml de n~hexadecano{n-Hex) se midid por el cam
bio en la lectura de absorbancia a 530 nm de 3 ml dc suspen-
sién bacteriana ajustada a 0.4 de turbiedad agitando durante
1 minuto. La adherencia n célulns Hep-2 se hiZo en monoceapas
celulares crecidas sobre cubreobjetos en microplacas de 24 ~
pozos, observandose adherencia por microsecopia de lvz des-~ ~
pdes de 3 h. Se ensayaron 130 cepas de estreptococos beta-_
hemoliticos; 10 cepas aisladas de pacientes con fiebre reu-_
mitica(PR); 29 cepas de sus contactos. familiares(CF); 54 ce-
pes de escolares portadores(EP); 31 copas de nifios con farip
gitis estreptocéccica(FE) y 6 cepas de referencia (ENCB). -~
80 % de 1as cepas FR, 79.3 % de CF y ¢l 93.5 % de FE, presen
taron una sdherencis o n-Hex superior al 80 %. Ninguna cepa
EP se adhirid en este porcentaje y las copas ENCB en un 100%.
En células Hop-2 el 90% de las cepas FR, 96.5 % de CF, 33.3%
de EP, 83.8 % de FE y todas las cepns ENCB presentaron una -
adherencin igual o mayor al 80 % de las células Hep-~2. Al pa
recer la adherencia microbiana en S.pyogenes como en otras -

enfermedades infeeciosas es un facior importante para la co-
lonizacidn del hospedero.
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INTRODUCCION.

En los paises en vias de.desurrollo, la fiebre reumdtica es la prin-
cipal causa de enfermedad y muerte de origen cardiaco, principalmente
en nifios y personas en edad productiva(44)., La fiebre reumdtica es un
sindrome inflamatorio que frecuentemente ocurre como consecuencia- de
infecciones de faringe producidas por estreptococa beta hemolitico de
grupo A, que de manera caracteristicatiende a producir recurrencias -
(44). Las manifestaciones clinicas mds comunes de la fiebre reumdtica
son : carditis, artritis y corea(44).

En 1944 Jones, propusc diferentes criterios para realizar el diag-
néstico de.fiebre reumdtica, basado en manifestaciones clinicas como
en datos de laboratorio( tabla N21). Los sig;os clinicos caracteristi
cos se designan como "criterios mayores”, carditis, poliartritis, co-
rea, eritema marginado y nddulos subcutdneos, ademds de les “eriterios
menores”" que son menos caracteristicos, pero no menos importantes que
los snteriores, en donde se agrupan: fiebre, artralgia, antecedentes
familiares de ficbre reumdtice y/o cardiopatie reumdtica, etc.(44).

En el siglo pasado la fiebre reumdtica se aceptd como una enferme-
dad en la que se integran diferenles manifestaciones clinicas que ori
ginalmente no se pensaba que estuvieran relacionadas. Aschoff a prin-
cipios de siglo describié la lesion mioxardica especifica y sugirio -
que podria haber una reclacidn entre la fiebre reumdtica y los antece-—
dentes de infeccién faringea. Hesta 1931 fué cuando se demostré me-—
diante estudios bacteriolégicos realizados en Inglaterra y los Estados

Unidos la existencia de esta relacidn(44).



TABLA N¢ 1

Criterios de Jones para el diagnostico
v c¢lasificacion de la Piebre

reumatica.

ACTIVA

Manifestaciones Mayores Manifestaciones Menores

Carditis Fiebre

Poliartritis Artralgids

Corea Historin de fiebre reumdtica
o presencia de cardiapatia

Eritema marginado reumdtica.

Nédulos subcutdneos
Pruebas de laboratorio alteradas:
Reacciones de fase aguda.
Aumento de la velocidad globular.
Presencia de proteina C reactive
o de leucocitos.
Intervalo PR prolongado.

INACTIVA

Cardiopatia reumdtica y antecedentes de fiebre reumdtica

Temado de :Taventa y Markowitz. 1984.(44)



El agente cousal del padecimiento es el estreptococa beta hemolitico

del grupo A pertenecivntente a la especie Streptocgccus pyogenes{44).

Coburn y Morre en 1939, demostraron que la fiebre reumdtice podria -
prevenirse mediante la medicacidén anti-estreptocdceica continua. Ma-
ssel y Wannamaker en 1949,comprobaron que el tratamiento de la farin
gitis estreptocdccica con penicilina, previene los primeros ataques
de fiebre reumdtica{44).

E! estreptococo forma parte de un grupoe de bacterias conocidas co-
mo pidgenas junto con el neumococo y estafilicoco(18). El género es-
treptococg se encuentra actualmente clasificado-en. la seccidn 12 den
tro de los cocos gram positives segun la dltima edicidn del Manual -
de Bergey's{ 21 ), en general se describen como cocos gram positivod
esfericos, agrupados en cadena que se dividen en plﬁno perpendicular

al eje de la cadena(18)

En 1874, Billroth los deseribid por primera vez , al aislarlos de
exudados purulentos de enfermos con erisipela(18). Brown en 1919 los
dividié de, mcuerdo a su ceapacidad para producir hemolisis(14). Lan-
cenfield describié técnicas para la diferenciacidn serolégica de los
estreptococos beta hemoliticos en el afio de 1933, de esta forma se -
han agrupado en 21 grupos( designados de la letra A a la W excepto -
Iy J) clasificados actunlmente(38).

ldentificacidén.- El estreptococo beta-hemolitico puede ser identifi

cado mediante el empleo de diferentes pruebas microbiolégicas. Para
la identificacién preliminar del grupo A se emplean: la prueba de —-
sensibilidad a la bacitracina 0.04 U y sulfametoxazol-trimetroprima

(SXT); s determinacién de la presencia del factor CAMP y/o hidréli.-



sis de hipurato de sodic pars el grﬁpo B; hidrélisis de esculinez en -~
presencia - de bilis al 4% para grupo D y la capacidad para erecer en --
presencia de NaCl al 6.5%, caracteristica de log enterococos{38),

E)l mejor método para la identificacién de los estreptococes beta he-
moliticos, consiste en extraoer el polisacdrido antigénico del estreptyo
coco y hacerlo reeccionar con antisuero precipitante especifico de gru
po(31).

Estructura del estrepiococo . La superficie del estreptococo se en-

cuentra formeda por ln cdpsule antifagocitica; la preteina M, respon-
sable de la especificidad, ya que se consiileragl principnl factor de
virulencia y estimula Ia formacidn de anticuerpos; le sigue la prote
ina T que no es udnica y estd Pormada por verias proteinas resistentes
a la digestidn por enzimas proteoliticas; R que participa en reaccio-
nes de aglutinacidn; y la proteina B que aparentemente bloquea la for
macién de anticuerpos IgM o anti-M, Figura 1 (18),

La proteina M es una estructurs fibrilar compuesta por dos cadenas
de proteinas superenrolladas Que se extienden aproximadamente 60 nm -
de la pared celul#r, actualmente se definen mas de 75 serotipos dis-
tintos de estn molécula, cad uno de los cuasles provee anl estreptococo
capncidad antifagocitica{15), es considerada como el principal factor
de virulencia de este microorganismo. Es opsonizade eficientemente -~
por la via alterna del complemente, y en consecuencia estos son inge-
ridos y destruidos por los leucocitos del hospedero. No se encuentr;
como una cape unide a la cépsuln, sino esta formada de "ribrillas" -

unidas a la superficie celular(46}.



Capsuta Gcido hiolronico
—w-———pared celular

proteinc M
proteina T
antigene R

carbohidrato gpo. especifico.

N-aocetil glucosamine ramnosc.

Mucopeptido, atidos teicoicos.

. P
€——— Membrona protoplasmica.

Figura 1.- Distribucidén de las estructuras superficiales
de Streptococcus pyogenes. Tomado de Krause 1980.
pag. 98 (22).



El dcido lipotefcoico (ALT) de S.pyogenes es una molécula compuesta

de un polimero lineal de glicerol fosfato unido por emlaces 1-3 fosfg
diester. El esqueleto de poliglicerofosfato es sustituido ¢on un - -
éster unido & alanina y contiene un glicerofosforil diglucosil digli-
cérido principalmente en un extremo terminal{45). La molédcula de ALT
y ALT desacilado son gecretados al medio circundante, por 1lo que se
encuentran en trdnsito constante a travéz de la pared celular y debi-
"do a su caracter polianiénico, el extremo poliglicerofosfato de la mg
lécula puede formar complejos con sustancias cargadas positivamente —
en la pared celular del estreptococo(1,4,6).

El carbohidrato C ocupa el 10% del peso seco del organismo, estd -
constituido de ramnosa y hexosamine con enlace alfa 1-3 unido al mucp
péptido por puentes de alanina. La especificidad estd dada por el re-
siduo n-acetil glucosamina en el grupo A y por n-acetil galactosamina
en el grupo C{18).

El estrepteococo produce més de 32 sustancias extracelulares como -
fueron demostradss en un estudio electrofordtico que se realizd utili
zando una mezcla de gamma globulina humens, observéndose que en la in
feccion estreptocdccica, se producian un gren ndimero de sustancias ex
tracelulares que inducen la formacién de anticuerpos(18). Entre las -
susteneias extracelulares que produce el estreptococo se encuentran ,
las estreptolisinas S y 0, la toxina eritrogénica, etc,{18).
Adherencia.- Los reportes iniciales sobre la adherencia de §.pygggg§§
s células epiteliales indicaron la participacidén de la "fibrillas" su
perficiales en el fendmeno dé adherencia, de este modo las cepas ricas
en proteina M exhibieron mayor cantidad de fibrillas y mejor adheren-—
cia a células epiteliales, que las cepas que producian poce cantidad

de esta proteina{1,12).



Ellen y Gibbons en 1973 encontraron que mediante un tratamiento en-
zimatico, la proteina M y las fibrillas eran eliminadas, reduciendose
consecuentemente la habilidad de ostas bacterias para adherirse a cé-
lulas epiteliales(13).

Beachey y Ofek en 1976, indicaron que las Pibrillas de cstas bactg
rias contienen tanto proteina M como deido lipoteicdico y que el tra-
tamiento con proteasas removia tanto a la proteina M como al ALT(6).
Encontrando que una de las estructuras que participaba en la unién -
de la bacteria a la célula hudsped era el ALT(5). Los anticuerpos di-
rigidos en contre de la proteina M y el carbohidrato C, no eran capa-
ces de blogquear al unién bacteria-célula faringea; lo que si se logra
ba con anticuerpos anti-ALT (6,7).

'Beachey en 1982 menifesté que el ATL y la proteina M se orientaban
de tnl manera que dejaban libre el extremo lipidico al interactuar -
con los receptores especificés en las superficies mucosas de las célu
las epiteliales(d).

Mirner y cols en 198) sefialaron en sus informes que la superficie -
del ;streptococo es altamente hidrofdbica(29,30).

Beachey(1981), Simpson(1980) y otros autores han estudiado la inte-

raccidn entre la mslbumina sérica y el ALT de S.pyogenes; observaron -

que esta proteina sérica se unia & la porcidén lipidica del ALT, blo--
queando la adherencia de esta bacteria en una relacién dosis-respues—
ta(4,6,42). As{ mismo la albumina se adher{a con mayor especificidad

a los corplejos ALT-proteina M, lo que confirmebe 1a existencia de ex
tremos lipidicos libres que podrian interactuar con los receptores ce

lulares(42).



Las caracteristicas que presentan las cdlulas de le faringe se han
venido estudiando para trutar de conocer el mecapismo o cardcter de -
dicha unidn. Se ha encontrado que la fibronectina, es una glicoprotei
na compuesta de dos polipéptidos que asociados a través de puentes de
disulfurd cerca del grupo carboxilo-terminal formaban un dimero con -
un peso molécular de aproximadamente 550,000 dultones(37}, que se lo-—

calizan en la superficie de la célula epitelial de la faringe, y con-

tienen varios sitios de unidn a dcidos grasos que son capaces de reca

nocer el lipido principal del ALT del estreptococo(11,43),

Courtney y cols{1983) fragmentaron is moldcula de fibronectina con
termolisina y adsorbieron los fragmentos con células de §.pygggﬁg§.
La bocteria eliminé dos bandas de aproximadamente 24 y 28 kilodaltones
observadas en SDS-PAGE{10,11). Estudios posteriores demestraron que -
los frPgmentos eran reconocidos por anticuerpos dirigidos éontra la -
fraccién peptidica amino terminal de la molécula de fibronectina, lo
" que se confirmd también con el empleo de anticuerpos momoclonales(i1,
43).

El dominio de unidn de la fibronectine, se dice esta contenido-en -
un fragmento de 24 kilodaltones orientado hacia el amino terminal de
la molécula. Este sitio proporciona una unién especifica para el ALT
S.pyogenes(3).

El amino terminal de la fibronectina contiene una estructura deno-
minada "five fingers"(dedos},constituida por uniones de disulfuro in-
tracadenales, estas regiones soﬁ ricas en aminodcidos hidrofdébicos, -
se ha propuesto que la mitad'de la molécula de ALT interactia con un
paguete hidrofébico creado por uno o mds de estos "dedos" y que di-

cha interaccién molecular puede servir como un mecanismo para la adhe



rencia del ostreptococo del grupo A a células epitelinles como se pro
pone en la figura 2(11).

El fendmeno de adherencia bacteriane represente un determinente ecg
légico en la.colonizacidn microbimna de las diversas superficies celu
lares del -huésped(6,19,32); asi mismo, la adherencia bacterians a - la
superficie de las mucosas es el evento inicial en ‘la patogénesis de -
muchas enfermedades infecciosas por bacterias en animales y humanos{4).

Las células epitelianles bucales se han utilizado para el estudio -
de¢ la adherencia de los estereptococos orales{17). En este sentido se
ha demostrqdo la participacidn de componentes salivales tales como mu
cinas, IgA's, glicoproteinas, células descamativas, sales inorgdnicas
y1isozimas, albumina y fibronectina participan en la interaccidén bac-
terin-célula hospedero, asi como en la colonizacién por estreptococas
(17,20,24,41).

La interaccidn de la bacteria patdgena con la célula del hospedero-
proveca la accidn de fuerzas de atraccidén y repulsidn que operan entre
los componentes de la superficie de ambas células, eucaridtica y pro-
cariética. Estas fuerzas incluyen inieracciones estereocespecificas, -
entre un polimerc adhesivo bacteriano{adhesina) y un receptor comple-
mentorio en la membrana de la célula hospedero, el cual aumenta la ——
carge neta de superficie y lp relativa hidrofébicidad de la superfi-
cie celular{30).

Un procedimeinto para medir la capacidad de adherencia de los resi-
duos lipofilicos bacterianos, consiste en medir la hidrofébicidad de
estos, uwtilizando para tal propésito un hidrocarburo liquido conocido
como n-hexadecano(C,H,,)(30).

Se ha utilizado n-hexadecano para medir la hidrofobicidad de diver-

sas superficies celulares bacterianas come : S.pyogenes, S.sanguis ,




CELULA

EPITELIAL
FIBRONECTINA

LAY

ALT

ALT DESACILADO

r PROTEINA M 0 SEMEJANTE A M
ﬁ PARED CELULAR
CELULA ~—-—-— MEMBRANA CELULAR

ESTREPTOCOCCICA

Figura 2. Modelo hipotético para la interaccidn de ALT ca la
superficie de Streptococcus pyogenes con fibronectina en la

superficie de 18 célula epitelial, Tomado de Courtney, et al.
1986.(11).




A.calcoaceticus, B.coli, B.gubtilis, S. aureus, S.albus, Ps.perugingsa

(2,9,30,34,35,36).

S.pyogenes tratado previamente con tripsina, pepsina a pH 4.5 o con

HC1 a 95°C, produce una reduccidn considerable en su capacided de ad-
bhorencia o n-hexadecano{26), considerdndose gue la sdherencia o este
producto puede ser dependiente de proteinas superficiales. Ba interac
cién estreptococo-n-Hex os inhibida por ciertas proteinas, entre ellas
la albimine sérica, aseverdndose que la interaccién del estreptococo.‘
con el n-Hex se lleva a cabo por residuos lipofilicos; dado por las -
regiones hidrofébicas de las proteinas de superficie o por los comple
jos formados entre proteinas y glicolfpidos, los que son orientados -
expeoniendo su porcidn hidrofébica a la superficie celular{9,30).
Courtney y cols. en 1985, demostraron que la fibroneétina inhibe la

adherencia de S.pyogenes a niHex. de -ina manera dosis-dependiente( de-

mostrando que los tratamientos que provocan una disminucidén en la ad-
herencia de S.pyogenes o fibronectina tembién provocan una disminucién
de la adherencia de S.pyogenes s n-Hex ). La fibronectina si se incu
ba previamente con ALT, pierde su capacidad para inhibir ls adheren--
cia de le bacteria a n-Hex; demostrando que la fibronectina se une al
ALT(principal componente responsable de la hidrofdbicidad del estrep-
tococe) lo que provoca que esta molécula ya no presente la propiedad
de inhibir la sdherencis de S.pyogenes s n-Hex(9).

Utilizando ol n-Hex como modelo de adherencia, Babu y cols en 1986,
indicaron que la interaccidn de S.sanguis a n-Hex era inhibida con -
proteinas hidrofdébicas,provenientes de saliva, de 55 y 60 kilodalto-

nes{2).
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El estudio de las superficies bacterianas ha provocado el desarro-
1lo de técnicas sencillas que se han caracterizado por su bajo costo
y fdeil reulizacién,'e?tre estas técnicas se encuentrmn : la adheren
cia & hidrocarburos liquidos como el n-hexadocano(2,30,34,35,36), la
adhorencis a superficies solidas como el poliestirenc(33,40), la ad-
sorcidén en columnas cromatogrdficas de alta afinidad hidrofébica, o
el fendémeno del "Salting Out"” utilizando sales de amonio(26). Estas
técnicas tienden a ser evaluadas para comprobar su utilidad prdctica
en ol diagnéstico y ln investignceidn en bacteriolegia médica.

Al perecer las estructuras de caracter hidrofébico(ALT} en la su-—
perficie del estreptococo juegan un papel importente en la andheren=
cia del microorganisme a las células hospedero y por ende en la pato
genia del mismo{14), por lo que un estudio de la capacidad de adheren
cia a n-hexadecanc y a células Hep~2 de cepas de S.pyogenes aisladas
de pacientes con fiebre reumitica, sus contactos familiares, enfermos
don faringitis estreptocbecica y de personas aparentemente sanas pue-
de aportar evidencias en la etiopatogenia de este microorganismo en -
la fiebre reumdtica ¥y de su papel en la colonizacidn presente en por-

tadores y enfermos de infeccidn estreptocéccica.
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OBJETIVOS.

Objetivo General .

Determinar la capacidad de adherencia a n-hexadecano y células

Hep-2 de cepas de Strepiococcus pyogenes aisladas de pacientes

con fiebre reumdtica y sus contactos familiares, escolares por '

tadores y nifios con faringitis estreptocéccica.

Objetivos particulares .,

Estendarizar la técnica de adherencia a n~hexadecano utili-
zando cepas de referencia de Acinetobacter calcoaceticns RAG-1
y MR-481 y S.pyogenes M5. o

Adaptar la técnica de adherencia a células Hep-2 descrita -

por Nataro y cols. utilizando cepas de referencia de §.pyggenes

Determinar' la capacidad de adherencia a n-hexadecano y célu—

las Hep-2 de cepas de A.calcomceticus y S.pyogenes de referen-
cia.

Establecer la capacidad de adherencia a n-hexadecano y célu-
las Hep-2 de cepas de estreptococos bets hemoliticos aisladas
de diferentes fuentes.

13



MATERIALES Y METODOS .

ADHERENCIA A n-HEXADECANO.

Material bioldgico.

54 cepas de Streptococcus pyogenes aisladas de escolares portadores
de San Jerodnime Miacatldn Milpa Alta,D.P.(27).
10 cepas de estreptococos beta-hemoliticos asisladns de pacientes -

con atague agudo de Fiebre Reumdtica: 7 cepas de grupo A.y 3 de grupo
G del Instituto Nacional de Pediatria de la S.S.(8).

29 cepas de estreptococos beta-hemoliticos aisladas de contactos -
familiares de los pacientes con fiebre reumdtica: 21 cepas de grupo A,
4 de grupo B, una de grupo C y 3.de grupo G{(8).

31 cepas de estreptacocos beta hemoliticos aisladas de nifios con -
faringitis estreptocdccica: 16 cepas de grupo A, 4 de grupo B, 4 de -~
grupo C y 7 cepas de grupo Gjaisladas de la clinica 29"Gabriel Mancera"
del 1.M.5.5.(16).

Cepas de referencia.

S. pyogenes — E.N.C.B. 576{ A/J17A4-CDC )( ATCC 12385 }

8. pyogenes - M2 _E.N.C.B. 591

S. pyogenes — M3 -E.N.C.B. 592

§. pyogenes — M5 -E.N.C.B. 594

S. pyogenes — Mi2 -E.N.C.B. 599

cepas proporcionadas por el cepario del Departamento de Microbiolo-
gia de la Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas{ENCB) del: I.P.N.

Acinetobacter calcoaceticus RAG-1(ATCC 31012) Testigo positive --
para adherencia a n-hexadecano.

Acinetobacter calcoaceticus MR-481. Mutante de la cepa-RAG-1 defi—
ciente en adherencia a n-hexadecano. Testigo nepgativo pera adherencia

a n-hexadecano. Cepas proporcionadas por el Laboratorio de bacterio~
logia de la Pacultad de Medicina de 1la U.N.A.M. Enviadas de Tel-Aviv,
Israel por el Dr. Mel Rosemberg(34,35).
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Medios de cultivo .

Caldo Todd-Hewitt(T-H#). Bioxon.

Cnldo Infusidn Cerebro Corazdn(BHI}. Bioxon.
Agar Soyn Tripticasdina{TSA). Bioxon.

Gelosa Sangre de Carneroal 5 %( G.S. ). Bioxon.

Reactivos.

Reactivo de catalnsa( perdxido de hidrdgenc al 3} %)
Reactivo de conglutinacién Phadebact Streptococcus test(A,B,C,and G)
Pharmacia Diagnostics.
Solucidn regularora de fosfatos, PBS pH 7.2 0.02M PO, ¥ 0.15M NaCl.
Solucidn reguladora PUM plf 7.1 ( 22.2g X,HPO, "3H0, T7.26 g KH2P04,
1.8 g uree, 0.2 g MgSO4 '7H20 en 1000 ml de H,0 destilada).
n-flexadecano{ Ciglsy ). Sigma.

Material de vidrio .

Cajas de petri.

Tubos nuevos de 15 x 100 mm cen tapén de rosca.
Matraz Erlen-meyer de 125 ml. )

Pipetas Pasteur estériles.

Pipetns esteriles de | ml.

Equipo.

. Incubadora con agitacién rotntéria. New Brunswick Mod.G25.
Estufa a 37°C.
Centrifuge Clinica.
Agitador Voriex-Genie. Modelo K-550-G

Espectrdfotometro Bauch & Lomb {Mod. Spectronic 20}.

15



ADHERENCIA A CELULAS Hep-2 .

Material biolégico y cepas de referencia.

Se utilizaron las mismas cepas descrutas para adherencia a n-hexa-
decano.

Células.
Se utilizé la 1inea celular Hep-2 ds-carcinoma epidermoide de la-
ringe humana.

Medios de cultivo.

Caldo Todd-Hewitt({T-H). Bioxon.

_ Medio Minimo Esencial{MEM). In Vitro.
Penicilina Estreptomicina(PES).
Suero de Ternera. In Vitro.

Reactivos.

HEO,

Tripsina al 0.5 %

Cristal Violeta en Acido Citrico(1%/2.1%)(25)
Solucidn reguladora de fosfatos.PBS pH7.2
‘Metanol Absoluto. J.T.Baker.

Balsamo de Canada.

Material de vidrio.
Cajas de petri
Tubos de 13 x 100 mm con tapén de rosca.
Pipetas estériles de 1.0, 5.0 y 10 ml.
Pipetas pasteur estériles.
Microplaca con 24 pozos. Costar Cat# 3424 Mark II.
Portaobjetos y cubreobjetos.

- Equipo.
: Estufa a 37°C , Campana de flujo laminar.
- iMieropipeta y puntas para micropipeta ,
Microscopio optico e invertido ,fotocolorimetro Klett-Summerson.

16



METODOS .

Cantidad de S.pyogenes utilizada en los ensayos de adherencia a
n-~hexadecano.

La cantidad de S.pyogenes de determino a partir de un cultive de -
18-24 h de la cepa M5-on caldo T-H a 37°C. Se centrifugé a 2,500 rpm
durante 15 min. Se lavé dos veces el paquete celular y se resuspendid
en PBS pH 7.2. La suspensioén bacteriana se ajusté en 3 tubos nuevos -
13 x 100 mm con tapdn de rosea a aproximadamente 0.4 de Absorbancia a
530 nm{ de atuerdo con Courtney et 21{9)), utilizando un espectrofotd
metro Bauch & Lomb mod. Spectronic 20, Se hicieron cuentas viables de
de los tubos por el metodo de Mile-Misra{23) utilizando pipetas Pas-»
teur esteriles para hacer diluciones logaritmicas cn tubos de 7 x 50
mm con 9 gotas de caldo T-H. Se sembrd una gota de cada uny de las di
luciones en placas de gelosa sangre dividida de ucuerdo al diagrama 1.
La placa de gelosa sangre se incubo 24 h a 37°C. Se conto el numero -
de unidedes formadoras de colonia por ml{ UFC/ml ) utilizando un cuen
tacolonias.

Adherencia a n-heéxadecano de S.pyogenes M5 en fase logaritmica y es-
tacionaria de crecimiente utilizando diferentes tiempos de agitacién

y cantidades de n-hexadecano cn el ensayoi

La cepn de S.pyogencs M5 se sembrd a partir de gelosa sangre en un

matrdz de 125 ml con 30 ml de caldo T-H, se incubo en agitacion a 150

rpm durante 18-24 h a JTOC._Las bacterias se centrifugaron a 2 500 rpm
durante 15 min. Se lavaron 2 veces con regulador de fosfatos PBS pH 7.2
y se ajustaron 3 ml a 0.4 Abs. a 530 nm en tubos nuevos o tratados con
HC1 de 13 x 100 mm con tapon de rosca., 7 tubos ajustados a 0.4 Abs. se
le agregaron diferentes eantidades de n-hexadecano(0.05, 0.1, 0.15, -

0.2, 0.3, 0.4y 0.5 ml) y se agitaron a midxima velocidad en un agita-

dor Vortex-Genie durante 1 minuto; 6 tubos ajustados a 0.4 Abs. se les
agrego 0.3 ml de n-hexadecano y se agitaron a diferentes tiempos(0.5,

1, 2, 3, 4y 5 min) en Vortex. Despdies de la separacidén de fases se -

volvieron a leer a 530 nm. El porcentaje de adherencia se calculg uti-
lizando la formula:

17
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(o Gelosa
sabgre al 5%

° Centrifugar
37°C 1500rpm/15 min
18-24n  lovar
2 veces con
PBS pH 7.2

10 ml de
caldo Todd-Hewitt

Miles-Misra

=00

N\l

Ajustar
suspension
a 0.4 Abs.
a 530 nm.
8 1
7 2
6 3
5 4
Placa de

Gelosa Sangr

Diagrama 1 . Determinacidén de la cantidad de S.pyogenes utilizada en los
ensayos de adherencia a n-hexadecano utilizando ¢l metodo de

Miles-Misra.



‘Abs. despies de la agitacidn
——= '~ | abs. antes de 1a agitacion X100

% de Adherencia
a n-hexadecano.

La adherencia en fase logaritmica se hizo inoculande un matraz con.
30 ml de caldo T-H un cultivo de S.pyogenes M5 con 18-24 hs de cre-
cimiento y se incubd en agitacién a 150 rpm durante 3 h a 37°%(9).

ver diagrama 2.

Adhercencia & n-hexadecano de cepas de referencia de S.pyogenes y A.
calcoaceticus en fase logaritmica y estacionaria de crecimiento.

El ensayo de adherencia para las cepas de referencia de S.pyogenes
M2, M3, M5 y M12 se realizd como se describid en el diagrama 2 pars
la cepa M5, bajo las siguientes condiciones: las cepas se crecieron
en tubos con 10 m1 de caldo T-H; se utilizaron-0.3 ml de n-hexadeca-
no y un minutd de agitacidn tanto para las cepas crecidas en fase —-
estacionaria como las crecidas en fase logaritmica. El porcentaje de
adherencia a n-hexadecano se calculd como se menciond anteriormente.

Las cepas de A.calcoaceticus RAG-1(ATCC 31012) y MR-481 se incuba-
ron a 32°C y se realizé el mismo procedimiento de adherencia a n-he-
xadecano para ambas fases de crecimiento.

Adherencia a n-hexadecano de cepas de referencia de S.pyogenes y A.
ealecoaceticus utilizando medios de cultivo diferentes y dos regulado
res de pH en el ensayo.

A partir de placas de gelosa sangre, para cada cepa de referencia
se inocularon dos matraces de 125 ml conteniendo cada uno 50 ml de
caldo T-H y caldo para infusién cerebro corazén(BHI). Se incubaren
ambos matraces en agitacidn a 150 rpm durante 24 h a 37°C. Las ce-
pas de A.calcoaceticus RAG-1 y MR-481 se incubaron a 32%C. Se contri
fugaron 20 ml de cultivo de cada matraz, se tomaron 10 ml, se¢ lavaron
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: ° 2500 rpm /
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.FASE LOGARITMICA segunda
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absorbancia a
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Se adiciona n~hexadecano a 7

tubos en cantidades de 0.05,
0.1,0.15,0.2,0.3,0.4 y 0.5 ml —
Y se agita cada uno durante 1
minuto a mdxima velocidad.
\Se adicionan 0.3 ml de n-hexa-

decano a 6 tubos y se agitan, —=i

Primera 0.5,1,2,3,4 ¥y 5 minutos a mé-
lectura xima velocidad
Esperar separacidn
. de fases ¢ -

Diagrama 2 ., Adherencia a n-hexadecano de S.pyogenes MS5“en fase logaritmica y
estacionaria de crecimiento utilizando diferentes tiempos de agi-
tacidén y cantidades de n-hexadecano en el ensayo.



2 veces y se resuspendieron utilizando PBS pH 7.2 como regulador ,y
para otros 10 ml se utilizé PUM pH 7.1 como regulador. Las suspen-

siones se ajustaron & una sbsorvancia de aproximadamente 0.4 deé leg
tura a 530 nm en tubos nuevos de 13 x 100 mm con tapén de rosca. A

3 ml de cada suspensidn ajustada, se adicionaron 0.3 ml de n-hexa-

decano. Se agito a méxima velocidad en un agitador Vortex-Genie --

durante 1 minuto, Despdes de la separacidn de fases se midid nueva

mente la absorvancia de la suspensién bacteriana en un espectrofo-

témotro Bauch & Lomb{ Spectronic 20). Ver diagrama 3. El porcentaje
de adherencia se calculdé como se menciono anteriormente.

Adherencia o n-hexadecano de cepas de estreptococos beta~hemoliti-
cos aislades de nifios con fiebre reumdtica, sus contactos familiares
yportadores sanos y enfermos con faringitis estreptocdccica.

La adherencia a:n-héxadetano de 124 cepas de estreptbcncos beta-
hemoliticos aislados de diferentes origenes se realizé de la manera
siguiente: Las cepas de estrepiococo beta-hemolitico{conservadas en
caldo T-H) se sembroron en placas de geloss sanfre para verificar -
su viabilidad y pureza utilizando pruebes de : a) hemélisis,~B) mor-
fologia colonial, ¢)tincién de Gram, 4) catalasa, e)sensibilidad a -
bacitracina 0.4 Uy f) coaglutinacién con Phadebact Streptococcus --
test( A,B,C and G ) Phatmacia Diagnostics.{14). La adherencia a n-
hexadecano de las cepas de estreptococo beta hemoliticos de grupos
A,B,C y G se realizé como se indica en el diagrama 4. Las:cepas se
incubaron en tubos de 16 x 150 mm ceon tepén de rosca conteniendo -
10 ml de caldo T-H, se incubpron en agitacién a 150 rpm durante 18-
24 h a 37°C. B1 paquete bacteriano se centrifugd a 2 500 rpm duran-
te 15 minutos. Se lavd dos veces y se resuspendid en rogulador de -
PBS pH 7.2 ajustandose 3 ml de la suspensidén en tubos nuevos de 13 x
100 mm con tapén de rosce a aproximadsmente 0.4 de absorbancia a —-—
530 nn. A cads tubo se le mdiciond 0.3 ml de n-hexadecano y se agi-
taron durante un minuto a mdxima velocidsd en un agitador Vortex-Ge-—
nie. Despies de la separacién de fases se midié nuevamente la absor-
bancia en un espectrofotdmetro Bauch & Lomb(Spectronic 20). El1 por-
centaje de adherencia a n-Hex se determind como se menciono antas.
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10 ml lavados y resuspendidos
con regulados PUM pH 7.1 . Ajustar 3 ml
a 0.4 Abs. a

18-24 h/150 rpm 53 . o

37 C(S pyogenes) ,
32% (7 para  A. 10 ml lavados y resuspendidos
/ calcoaceticus ) | ¢on regulador PBS pH 7.2 .
50 ml de

caldo T-H Primera
Gal S " leptura
etosa Sangre 10 ml lavados y resuspendidos
con regulador PUM pH 7.1 .
18-24 h/150 Adicionar 0.3ml

37, C} -P.Y.Bencsi 10 ml lavados y resuspeadidos de n-hexadecano.

32°C{ para A. con regulador PBS pH 7.2 .
calcoaceticus )
50 ml de
caldo BHI .
Agitar en Vortex
Esperar R £ s
Segunda 2 1 minuto a maxima
< separacion de
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Absorbancia
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Diagrama 3 .Adherencia a n-hexadecano de cepas de referencia de S.pyogenes y
- A.calcoaceticus utilizando medios de cultivo diferentes y dos re-
gulndores de pH en el ensayo .
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Centrifugar Primera lectura
2500 rpm/15 min.

18 h/37°‘ 1nvn.r 2 veces Resuspendor y
s ——» A e ajustar 3 ml o
Gelosa Sangre 150 rpm BSp 0.4 Abs a 530 nm

10 ml de
caldo Todd-Hewitt

'

adicionar 0.3 ml
de n-hexadecano.

530 nm. de fases . Mdxima velocidad

v
Segunda lectura i Esperar Agitar-en Vortex
Absorbancia a 4——————— separacién ‘——— durante 1 min a

Diepgrama 4 . adherencia & n-hexadecano de cepas de Estreptococos beta-hemoliticos
aislados de diferentes fuentes.(Modificado de Courtney et al. 1985.
Infect. Immun. 47:341-343,)



Adherencis a cdélulas iHep-2 de las cepas de estreptococo beta hemoli-
ticos, se realiz6 de acurdo al diagrama N?95,

Preparacidn de la microplaca.

Se tripsinizaron botellas con un crecimiento celular confluente(100%)
de ceélulas Hep-2 utilizando 0.2-0.3 ml de tripsins al 5%, se agrego 30
ml de MEM al 5% de suero de terners sin antibidtico para resuspender y
se colocaron 1 ml de la suspension de celulas Hep-2 en cada pozo de una
microplaca{CostarN23424 Mark II) de 24 pozos.con una laminille de vi- -
drio en cada uno de ellos. La microplaca preparads Se incubd 24 h a -
37°C hasto 1o obtencidn de una confluencia celular del 70-80 %.

Preparacion del indculo.

A partir de gelosa sangre al 5 %, cada una de las cepas de estrepto-
cocos fueron inoculades en un tubo de 13 x 100 mm con tapdn de rosca -
con 5 ml de ¢eldo T-H y se incubaron 18 h a 37°C; Para determinar la -
cantidad de bacterins utilizadas em el ensayo, despies de la incubacidn
y antes de la inoculacidn a la microplaca, se midid la turbiedad del -
cultivo en un fotocolorimetro Klett-Summerson utilizaendo filiro azul
o en espectrofotometro Bauch & Lomb{Spectronic 20) a 530 nm. Las lec-
turas en Klett-Summerson variaron de 140 a 395 Unidades Klett y de es
pectrofotometro de 10 o 25 % de Transmitancia, y se realizaron cuentas
viables de algunos tubos por ‘el método de Mile-Misra descrito anterior
mente{diagrama 1).

Ensayo de adherencin.

Se inocularon 50 ul de la suspensidn bacteriana contemiendo aproxi-

6 UFC/ml a cada pozo de la microplaca y se inecubo a -

madamente 4 x 10
37°C durante 3-4 h. Las laminillas se lavaron 6 veces con PBS pH 7.2,
posteriormente se fejaron con metanocl absoluto y se tifiieron con cris
$al violetn 21 1 % en dcido citrico al 2.1 % durante 15 minutos{25).
Se lavaron en agua para eliminar el exceso de colorante y se dejaron
secar. Las laminillas se montaron sobre cubreobjetos utilizando como

1{quido de montaje ,bdlsamo de Canada, se observaron a inmersidn y se
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Bacterias inoculadas
en caldo Todd-ilewitt

Medir turbiedad en
Klett-Summerson o

Absorbancia & 530 nm

en espectrofotdmetro.

Inocular 50 nl a cada

pozo de
(me ax10

la microplaca
UFC/m1 )

Botellas con crecimiento
celular confluente (100%)

Tripsinizar con 0.3 ml de
tripsina al 0.5 %.

A la botella agregar 30 ml

de MEM al 5% de suero de ter-
nera sin antibidtico y resus-
pender .

Agregar 1 ml a cada pozo de
una microplaca de 24 pozos con
laminillas de vidrio.

Microplaca con una confluencia
celular del 70-80 %.

J

|

Lavar 6 veces con PBS pH 7.2

FPijar con Metanol Absoluto

Tefiir con cristal violeta al 1%
en deido citrico 2.1% durante

.15 minutos.

Lavar 3 veces con agua destilada

y dejar secar

Observar a inmersién.

Diagrama 5 . Adherencis de estreptococos beta-hemoliticos a

células

Hep-2.{(Modificado de Nataro,J.P.y cols{28) }.
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determind el porcentaje de células Hep-2 que presentaron mds de 5
bacterias por célula, observendose aproximademente 100 campos al —
microscopio por preparacidn.

CRITERIOS DE LECTURA.

A . e T e

n-HEXADECANO.

De acuerdo con los ensayos previos realizados con cepas de referen-
cin de S.pyopenes y A.calcoaceticus. Se considero adherencia positiva
a una adherencia n n-hexadecano superier al 80 %.

CELULAS Hep-2 .

Mds del 80 % de las células con mas de S5bacterias adheridas.
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RESULTADOS,

La grafica N2 1 mustra la curva de crocimiento de la cepa de '~
S.pyogenes ENCB 576{ATCC 12385) en 1la que se observo gue la fase es-—
tacionaria de crecimiento comenzo a partir de las 12 h del cultive ,
observandose que a las 3 h de cultivo las bacterias se encuentran. en
la fase logaritmica, lo que nos ayudo a determinar los tiempos quelse
utilizaron para ensayar nuestros cultivos en diferentes fases de cre-
cimiento.

La tabla N22 y grifica N22 muestran la cantidad aproximads de bac-
terias utilizadas en los ensayos de adherencia a n-hexadecano que co
rrespondid a 3.5 x 105 UFC/ml para una absorbapcia de 0.4 a 530nm, -
utilizando el método de Miles-Misra{descrito en Materiales y Métodos).
El porcent&je de adherencia a n-llex de la cepa de S.pyogenes M5 creci

da tanto en fase logaritmica y estacionaria y utilizando diferentes -
tiempos de agitacidn sc muestran en la tabla N2 3 y la grafica N2 3 -
en donde se observa que en fase estacionaria la cepa presenta un por-
centaje de ndherencin & n-Hex mayor al 60% para todos los tiempos de
ngitaciénvutilizudOB en ¢l enseyo(0.5, 1, 2, 3, 4 y 5 minutos), obser
vendose un mayor porcentaje de adhercncia cuando se realizo la prueba
a 0.5 ¥y 5 minutos de agitacidn( 77.83% y 77.3% respectivamente). En -
fase logaritmica ‘el porcentaje de adherencia fué menor al 25 % para -
los tiempns probados, excepto a 5 minutos donde se presentd 42.4 % de
adherencia a n-Hex.

Se utilizaron en el ensayo de adherencia diferentes cantidades de -
n-Hex, las bacterias en fuse estacionaria de crecimiento, presentaron
un porcentaje de adherencia mayor a n-Hex que las probadas en fase lg
garitmica, donde se observd que la adherencia fué menor al 15 % cuan-
do se utilizaron concentraciones mayores de 0.2 ml del hidrocarburo;
en contraste con la fase estacionaria el porcentaje de adherencia --
fué mayor sl 85 % para estas cantidades de n-Hex probadas, como lo -
muestran la tabla N? 4 y la grdafica N 4,
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2 4 6 étblgﬁ?gzaibéiq‘éhr

Grdfics 1.- Curva de crecimiento de S.pyogenes ENCB S576(ATCC 12385)
crecida en caldo Todd-Hewitt en agitacidén a 150 rpm,37°C. las -
UFC/m1 se determinaron por el metodo de Miles-Misra.
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62

tubo njustado n 0.414 Abs. {ubo ajustado & 0,414 Abs. tubo ajustado a 0.39 Abs.
UFC nFC uFC
Sector(*) Dil.(#%) # colonias Sector Dil. # colonias Sector Dil., # colonias
0 0 Incontables. 0] (o] Inc. [¢] 0 Ine.
1 10! Inc. 1 10! Inc. 1 10! Ine.
2 102 Inc. 2 102 Inc. 2 102 Inc,
3 103 389 3 103 122 3 103 158
4 10? 54 4 10% 38 4 1o? 29
5 107 10 5 10° 5 5 103 3
G 108 0 6 100 0 Coh 108 o
7 107 0 7 107 0 7 107 0
8 10% 0 8 108 0 - B 108 0
4] [¢] Inc. 0 0 lnc. 4] 0 Ine.
1 10‘ Ine. 1 10' Ine. 1 101 Inc.
2 102 Inc. 2 102 Ine., 2 |02‘ inc.
3 16° 397 3 107 16 3 1o} 22
4 104 44 4 10t 28 4 w! 20
5 167 5 5 10° 3 5 107 6
6 108 0 6 10% 0 6 10° 0
7 107 0 7 107 0 7 107 u
8 108 o 3 o8 0 ] 108 0

{#)= Sector de la placa de gelosa sangre . (**)- dilucidn utilizada en cuda sector.
| ;
“fabla ¥ . Cantidad de S.pyegenes crocido en calde Todd-llowitt a 379¢/ 18-24 b con apitacfon

a 150 rpm y njustndo o 0.4 do ABs, a 530 nm, Dotorminacisdn realizada por el -
metodo de Miles~Minsra.
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Grafica 2. Cantidad de S.pyogenes correspondiente a una
Abs 0.4 a 530 nm. crecida en caldo Todd-Hewitt
a 37°C/18 h. determinada por el metodo de Miles~
Minsra.
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Fase logariimica Fase gstoacionnyin

Tiempa de % de % de % do % do
pgitacidn(min) Adherencia Absorbancia Adheroncia Absorbancia
.3 12.7 87.3 77.83 227
1 22.05 77.95 66.13 33.87

2 24.24 75.76 59.99 40

3 6.66 93.34 68.17 31.8
4 100 64,21 35.79
5 42,4 57.59 77.3 22.69

Tabla 3 .Adherencia de S.pyogenes M5 en fase logaritmice y estacip
naria de crecimiento utilizando diferentes tiempos de agi=
tacion en el 'nsayo de adherencia a n-hexadecano. :

Fase logaritmico Paae  ostacionaria
cantidad de % de % de % de % de
n-hexadecano(ml) adherencia Absorbancia Adherencia Absorbuncia

0.05 7.95 92.05 46 .07 53.93
0.1 5.33 94.67 T1.47 28.53
0.15 9.17 90.83 81.77 18.23
0.2 10.4 89.6 87.28 12.72
0.3 7.95 92 89.84 10,16
0.4 10.48 89.5 88.19 11.81
0.5 15.39 8.6 94.32 5.68

Table 4 .Adherencia a n-hexsdecano de S.pyogenes M3 en fase logo-
ritmica y estacionaria de crecimients utilizando diferen
tes cantidades de n-hexadecano en el ensayo.
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¥ I"ase logariilmica
* Fase eslacionaria

Grufica 3. Porcentaje de absorbancia de 8.pyogenes M5 on fase
logaritmics v estneionaria de crocimionto on dilo-
rentes tiempos do ngituceldn usados on el ensayo de
adhrerencin o n-hiexadecane.
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De acuerde a estos resultados se decidid utilizar las bacterias en
fase estacionaria de crecimiento, 0.3 ml de n-Hex utilizendo 3 ml de
suspensién bacteriana y 1 minuto de agitacién de acuerdo con las con
diciones que previamente han establecido algunes investigadores{2,9,
30,35).

Se midid la adherencia a n-hexadecanc de las cepas de referencia —
de S.pyogenes M2, M3, M3 y M12 y de A.calcoaceticus RAG-1 y MR-481,
Yy no se observé una diferencia significativa entre la adherencia a -

n-hexadecanc de la cepa crecida en fase logaritmica y las cepas cre-
cidns en fase estacionaria de crecimiento ,Tabla N95 y grdafica N° 5
en comparacién con las observadas en las tablas N? 2, 3 y 4.

Las cepas de referencia de A.calcoaceticus presentaron un compor-
tamiento esperedo, ya que la cepa MR-481,mutante derivada de la ce-
pe RAG-1, presentd una baja adherencia <1% comparsda con la RAG-1 >
70 %. Ambas fueron utilizadas como testigos de referencia en los en-
sayos de adherencia a n-hexadecano actunlmente descritos(9,30,35).

El porcentaje de adherencia a n-hexadecano de las cepas de referen
cia tanto de S.pyogenes como de A.celcoaceticus, como muestra la ta-
bla N6 y la grdfica N¢ 6 y 7, fue ligeramente favorecido por el uso
de PBS pH 7.2 come regulador de pH y no se encontrd una diferencie
en el uso tanto de caldo Todd-Hewitt como de BHI como medio de cre-
cimiento en fase estacionaria.

La table 7 y le grdfica 8 muestran las diferencias observadas en
la adherencia a n-Hex de las cepas de referencia de S.pyogenes y de
A.calcoacebicus cusndo se incuban a 37°% Y 32°C respectivamente con
y sin ‘agitacidén de 18-24 h. Todas las cepas de referencin de S.pyogenes

mostraron una adherencia a n-hexadecano mayor del 80 % cuando se uti-
1lizd el cultive en agitacion a 150 rpm, en tanto que las cepas M3 y -
M5 crecidas sin agitacién presentarén una adherencia menor al 80 %.
Las diferencias de adherencia en cultivos con y sin agitacidn; las
cepas S.pyogenes M2, M3 y M12 presentarén adherencia pequefia (¢ 7%).
Sin embargo para las cepas ﬂi y RAG-1 las diferencias fueron muy su-
periores a las anteriores 88.9 y 72.8 % respectivamente con agitacidn

y 56,9 y 34,5 % sin agitacidén. De acuerdo & las metodologias usadas -
por Ofek(30), Rosemberg(35), Courtney(9) y Babu(2); y de acuerdo a -
los resultados obtenidos se establecieron las condiciones para la re
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Cepas Fase logaritmica Fase estacionaria

% de Adherencia % de adherencia

S.pyogenes

M2 92.92 93.92

M3 85.7 85.6

M5 84.72 89.21

M 12 88.9 91.51
A.calcoaceticus .

MR 481 0 . .04

RAG-1 73.61 72.18

Tabla 5 .Adherencia 2 n-hexadecanoc de las cepas de S.pyogenes y

A.calcoaceticus de referencie probadas en fase logarit
mica y estacionaria de crecimiento.
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Grdficn 5. Adherencia a n-hexadecano de difereontes cepas de
referencia de S.pyogenes y A.calcoaceticus (RAG-1
y MR-481) crecidas en fase logaritmica y estacio
naria de crecimiento.
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medio de regulador % de adherencia

Cepa cultivo. .de pH. - 4 n~hexadecano.
A.calcoaceticus
RAG-1 BHI PBS 93.79
RAG-1 BHI PUM 95.71
RAG-1 T-H PBS 99.5
RAG-1 T-H PUM 96.22
MR 481 BHI PBS 12.84
MR 481 BHI PUM 7.89
MR 481 T~H PBS 11.54
MR 481 T~H PUM 10.59
S5.pyogenes

M2 BHY PBS 93.62
M2 BHI PUM 92.07
M2 T~il PBS 85.26
M2 T-H UM 97.67
M3 BHI PBS 97.18
M3 BHI PUM 92.61
M3 T~H PBS 98.96
M3 T~H PUM 79.03
M5 BHI PBS 98.75
M5 BHI PUM 85.78
M5 T-H PBS 98.91
M5 T-H PUM 95.95
M2 BHI PBS 84,98
M2 BH1 PUM 91.18
M 12 T~H PRS 83.61
M

12 T-H PUM 78.12

Tabla 6.Adherencia a n-hexadecano de cepas de A.calcoaceticus
.y S.pyogenes ensayadas on fase estacienaria de cre-
cimiento utilizando dlferentes medios de cultivo y dos
reguladores de pH.
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Cepa % de adherencia % de adherencia

con agitacién{150rpm) sin agitacidn.

S .pycgenes

M2 83.29 90,52

M3 83.5 79.67

M5 88.9 56.97

M 12 86.3 89.76
A.calcoaceticus :

RAG-1 T2.8 34.55

MR 481 - 0 0

Tabla 7.Adherencia a n-hexadecano de cepas de S.pyogenes ¥
A.calcoaceticus de referencia probadas en fase es-—
tacionarin de crecimiento con y sin agitacidn a --
150 rpm.
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Grdalica 8.- Adherencia a n-hexadecano de cepas de referencia

de A.calcoaceticus y S.pyogenes, crecidas en cal
do T-H con y sin agitacidn a 150 rpm.
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alizacién de los ensayos de adherencia a n-Hex para las cepas de re-
ferencia como para las cepas de estreptococos beta hemoliticos ais-
lados de diferentes fuentes. Condiciones de trabajo que ya fueron -
descritas en la parte de adherencia a n-Hex de cepas de estreptoco-
cos beta hemolitices aislados de nifios con fiebre reumatica, sus -
contectos familiares, portadores sanos y enfermos con faringitis es
treptocdceica.

La grdfica N29 mustra la distribucién de la udhefencia a n-Hex de
" les cepas de estreptococos beta hemoliticos(EBH) aislados de pacien
tes con fiebre reumatica(FR) del Instituto Nacional de Pediatria, -
donde el 20%(2) de las cepas presentaron una adherencia a n-Hex en-
tre 60 y 80 % y el 80%(8) de las cepas una adherencia mayor al B0%.

En la grdfica N210 se observa que las cepas aisladas de los contagc
tos familiares de los pacientes con FR{CF), el 79.3%(23) de las ce-—
pas presentaron una adherencia entre 80 y 100 %, el 13.7%#(4) una —~-
adherencia entre 60 y 80%, y el 6.8%(2) de las cepas una adherencia
a n-Hex entre 40 y 60 %. _

La grdfica N211 muestra la distribucidén de las cepas de S.pyogenes
nisladas de escolares portadores(EP) donde el 77.7%(42) de las cepas
presentaron una adherenciaz a n-Hex menor al 20%, el 9.25%(5) una ad-
herencia entre 20 y 40 %, el 7.4%(4) una adherencia entre 40 y 60%,y
el 5.5%(3) entre 60 y 80% de adherencia & n-Hex. Las cepas de EBH -
aisladas de enfermos con infeccidn estreptocdccica del IMSS(FE) como
lo muestra la grdafica N2 12, el 93.5%(29) de las cepas presentaron -
una adherencia a n-Hex mayor del 80% y el 7.4%(2) una adherencia en-
tre el 60 y 80%.

la grdfica N? 13 muestran la adherencia a n-Hex de

las cepas de referencia(ENCB) de S.pyogenes y A.calcoaceticus; Todas

las cepas de S.pyogenes presentaron una adherencia a n-Hex superior
A.calcoaceticus RAG=1 y MR-48i(utilizadas co-

mo testigos positivo y negativo respectivamente en los reportes de

al 80% y las cepas de

adherencia publicados en la literatura) presentaron 72.1% y O % de
adherencia respectivamente.
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La grdfica N2 14 muestra la distribucidn de adherencis a n-Hex
de todas las cepas de EBH probadas, donde destacan las cepas de -
EP,las cuales presentaron en su mayoeria una adherencia a n-Hex me
nor al 20%; mientras que la mayorian de los otros grupos el porcen
taje de adherencia fue mayor al B0%.

Los enssyos de adherencia a células Hep-2( tabla 9 y griafica 15},
muestran-la cantidad aproximada de bacterias utilizada en los ensa-
yos, la cual correspondio, por el método de Miles-Misra, s 3.9 x 10
UPC/ml. De acuerdo al criterio de lectura establecido la grifica 16
muestra el porcentaje de cada uno de los grupos de cepas probadas ,
que dio una adherencia a células Hep-2 igual o mayor al 80%, el 33.3%
de las cepas aisladas de escolares portadores presento este porcenta
je de adherencias en comparacidn con las otras cepas en las que la ma
yoria{ arriba del 80% } son prueba positivn de adherencia a células
Hep-2.

En la Bgtogiafia N2 t se muestran células Hep-2 sin inocular; en -
las fotografias 2, 3 y 4 células Hep-2 con EBH ndheridos en su super
ficie, la mayoria de las cepas gue dieron una adherencia positiva a
células Hep-2(arriba del 80 %) mostraron estos tipas de adherencis,
los cuales semejan mucho a los patrones de adherencia localizada,des-
erita para algunas cepas de Escherichian' coli enteropatdgenas.

En la tabla N210 se presentan los resultados positivos encontrados
de acuerdo a los criterios de lectura, tanto para n-Hex como para cé
lulas Hep-2, de las cepas de EBH probadas. Todas las cepas de refe-—
rencia dieron una prueba positiva(100%). Ninguna cepa deescolares -
portadores presenté una adherencia del 80% o n-Hex y solamente el —
33.3% de ellas se adhirid a c¢élulas Hep-2. Las obtras cepas dieron un.
alto pocentaje tanto o n-Hex como & células Hep-2, el 80% de FE, -
79.3% de CF y el 93.5% de FE para n-Hex y el 90%,96.5% y 83.8% res—
pectivamente para células Hep-2.
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Fotogrifias 3 y 4 . Células Hep-2 con estreptococos bata
hemoliticos adheridos en su superficie.
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Total de cepas n-hexadecano células Hep-2
y origen. 80% Adh. % 80% Adh. %

10 FR 8/1¢ 80 9/10 90

29 CF 19/29 79.3 28/29 96.5

54 EP 0/54 0 18/54 33.3

31 FE 29/31 93.5 26/31 83.8

6  ENCB 6/6 100 6/6 100

FR - Fiebre Reumdtica
EP - BEscolares Portadores
ENCB - Cepas de referencia de S.pyogenes

CF - Contactos Familiares

FE - Faringitis Estreptocéccica

Tebla B . Resultados positivos de adherencia a n-hexadecano y
y células Hep-2 de las cepas de estreptococos beta-
hemoliticos probadas.
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DISCUSION,

La cantidad de bacterias utilizndas en los ensayos de adherencia a
n-hexadecano correspondic a aproximadamente 3.5 x 10 UFC/ml para -
una absorbancia de 0.4 a 530 am(table 2 y grdfiea 2), la técnica u-
tilizado-se basé en la metodologia usada por Courtney y cols.(9),la
cual es una de las mds recientes investipgaciones en wdherencia de
S.pyogenes a n~hexadecano.

La cepa de S.pyogenes M5 crecida en fase estacionaris presentd -

una adherencia a n-Hex superior a la fase loguritmica de crecimien-

to tanto para las diferentes cantidades de n-hexadecano como para -

los tiempos de agitacidn utilizados en el ensayo(tablas 3 y 4)., --

0fek y cols{30), han reportado que 1la fase logaritmica de S.pyogenes
presentd una adherencia a n-hexadecano menor del 50% para los dife-—

rentes tiempos de agitacién probados por ellos( 1, 2 y 3 min), y la

adherencin en fase estacionaria es superior al 80% para todos los ~

tiempos. Rosemberg y cols(35), observaron el mismo resultado cuando

utilizaron diferentes cantidades de n-hexadecano.

La hidrofdébicidad de la cdpsula bacteriana es considerada como -
una de las principales causas de que en la fase logaritmica de cre-
cimiento de S.pyogencs M5 se presente una adherencia a n-hexadecano
menor al 50%, como lo han demostrado Ofek y cols.(30); apoyandose -
en que Rosemberg menciona que la adherencia entre la bacteria y el
n-hexadecano esta basada en la capacidad hidrofébica de la superfi-
cie bacteriana(34,36).

Se encontraron pequefiat diferencias en la adherencia a n-Hex de -

las cepas de referencia de S.pyogenes y A.calcocielicus crecidas en

fase logarfmica y estacionaria de crecimiento, pero siempre obtuvi-
mos una adherencia superior al 80% para S.pyogenes, Ofek encontré —
diferencias utilizando las mismas cepas de referencia, donde la ad-
herencia en fase logaritmica fué menor al 40% y para la estacionarie
mayor al 80%{30). Estas diferencias pudieran deberse a las condicio-
nes del ensayo, Ofek utilizdé caldo BHI, agitacidén de 3 minutos para

la prueba y una concentracion de bacterias de 1010UFC/m1. Para las
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cepas de A.calcoaceticus Rosemberg reporta diferencias similares a -

las encontradas por Ofek con cepas de S.pyogenes, utiliza regulador

de PUM pH 7.1, caldo BHI, realiza un ajuste de la suspension bacte-
riang o 1.4~1.6 de Sbs. a 400 nm y una preincubacién con n-Hex de =
10 minutos(30).

En los ensayos de adherencia a n-Hex de A.calcoaceticus RAG-1 y -
MR-481 reportados por Rosemberg(35) y Ofek(30) se utilizé caldo BHI
y regulador de PUM pH T7.1; Cuando lo comparamos con el uso de caldo
Todd~Hewitt y PBS pH 7.2 no se encontraron diferencias entre el uso
de uno u otro como lo muestran las grdficas 6 y 7 ,y la tabla 6, por
lo que se decidié seguir utilizando caldo Todd-Hewitt debido u que -
es un medio Gptimo para el desarrollo de estreptococos beta hemoli-
ticos(14) y PBS pH 7.2 por que es el utilizado por Courtney(9) y -
Ofek(30) en reporte recientes.

Comparamos la adherencia a n-Hex de las cepas de referencia de -
S.pyogenes y A.calcoaceticus crecidas en incubacidén con agitacién a
150 rpm y sin agitacidn, los resultados de la +tabla 7 y de la grd-
fica 8 muestran que para la cepa M5 de S.pyogenes y A.calcoaceticus
RAG-1 la agitacidn representd una diferencia en la adherencia a n-
Hex, mientras que para las demas cepas no parecid influir de manera
importante las condiciones de agitacidén. En ninguna metodologia de
adherencia a n-hexadecano se hace mencién de la incubacién en agita
cién, por lo que desconocemos si fué utilizada durante la incubacién
de las cepas.

La utilizacidén de cepas de A.calcoaceticus RAG-1 y MR-481(camo -
testigos positive y negativo respectivamente) nos permitié valorar
los ensayos de adherencia realizados, debido a que la cepa RAG-1 -
siempre dio una adherencia a n-Hex superior al 70% y la cepa MR-481
menor del 5 %. .

Cuando se ensayaron las cepas de EBH aisladas de diferentes fuen-
tes se observé una adherencia a n-Hex mayor al 80% para la mayoria
de los grupos probados, excepto el de escolares portadores donde la
mayeria de las cepas presentaron una adherencia a n-Hex menor al -
20%(grdficas 11 y 14). Los reportes de adherencia a n-Hex se han -

TR TESIS NO Liwe
SAUR T2 LA BIBLIOTECK
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establecido con el uso de cepas de referencis, por lo que desconoce—
mos @l comportamiento que pudieran teper cepas de diferentes orige-
nes en los ensayos de adherencis a n-Hex.

La baja adherencia observada en las cepas de S.pyogenes aisladas -
de EP puede ser debide al tiempo ten prolongado de comservacién en -
caldo Todd-Hewitt-sangre(1:1), al cus) fueron sometridas de casi un
afio; un estudio utilizando cepes de reciente aislamiento podrie rati
ficar ests informacidn, asi se podra especular sobre la capacidad de
adherencia de las cepas de portadores sanos y discurrir sobre lu ca-

pacidad de adherencis mayor para poder estar al nivel de las cepas -
FR,CF y FE. La hidrofébicidad superficial del estreptococc pudiera -
estar rolacionada con la capacidad para provocar enfermedad en un --
huédsped determinado. ’

Se sabe que la hidrofdébicidad en S.pyogenes favorece su adherencia
a las células epitelimles del huésped(4,17,19), provocando la cecloni
zacidn y posterior dafioc del mismo(17,19).

No encontramos una relacidn entre la positividad o negatividad da-~
da por los diferentes grupos de EBH{ grupos A,B?C y G). Tampoco se -
cbservé una relacidén entre las cepas que presentaron una baja adhe-
rencia a n-Hex y células Hep-2 de cada grupe estudiedo.

las ventajas del estudio de la adherencia bacteriana a hidrocarbu-
ros liguidos(n-hexadecano) como un indicador de la hidrofobieidad -
bacteriana, tiene ciertas ventajas sobre otras técnicas y me pueden
resumir en tres principaimente: 1) 1a superficie a la cual se adhie
re la bacteria(hidrocarburo liquido) se encuentra bien definida. 2)
no se requiere de squipo sofisticado y 3) la cuantitativided de los
resultados es rdpide y fdcilmente obtenida.(34,36).

Por otrs parte, no se conoce el mecanismo de adherencia de - -
S.pyogenes a cédlulas Hep-2) de acuerdo a& nuestras resultados, debe
estar relacionado con la capacidad hidrofébica de la bacteria, de-
bido a que el grupo de EP que presenta una baja adherencia s n-Hex,
también da una baju adherencia s células Hep-2 ; y las demds cepas
presentan altos porcentajes de adherencia a ambos sistemas. Esta -
caopacidad hidrofdbica podrd ser un requisiﬁé y,pero creemos que adg
mis se requiere y se lleva a cabo un mecanismo especifico de adhe-
rencia a las cdlulas Hep-2.
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La adherencia a células Hep~2 de las cepas de A.calcoaceticus -
RAG-1 y MR~481 no pudieron ser comparadas debido a que ambas mostra
ron adherencia al vidrio y agregados, la adherencia nunca fué supe-
rior al 50% pare la cepa RAG-1, aungue siempre fuéd menor para la ce
po MR-481. Rosemberg compard la adherencia de A.calcoaceticus RAG-1
y MB-481 a células epitelinles{utilizando una técnica diferente a la
nuestra) donde RAG-1 presento un 60% y MR-48% 3.6% de adherencia a
células epiteliales(35).

El patrdén de "adherencin localizada" que muestran la mayorias de -
laes cepas de EBH, es similar al que se ha descrito para algunos se-

rotipos de E,coli enteropatdgenos, el cual se encuentra relacionado

con la produccidn de una proteina de membrada externa de aproximada
mente 92 kilodantones de peso molecular, la cual se encuentra codi-
ficada por un pldsmido de 60 megandaltones denominado pMar 2(28,39).
S.pyogenes es una bacteria gram positiva que no cuenta con una mem~
brana externa, y los modelos de adherencia a ¢élulas epiteliales(ej.
figuca 2} muestran la participacidn de la regidn hidréfébica del ALT
en su unién a la regién amino terminsl de la molécula de fibronecti-~
na localizada sobre la cdlula epitelial. Resultaras de futuro intereés
estudiar el mecanismo de adherencia a células Hep-2. No se cuentan -
con reportes sobre la agherencia de S.pyogenes a lineas celulares -
Hep-2. La caracterizacidén de las estructuras superficiales de la -=
bacteria responsables de la adherencia a estas células puede apor-

tar informacidén en relacidn a la capacidad patdgena que puede pre-
sentar S.pyogenes en su relacién con el huésped..Proponemos realizar

como trabajo a futuro ensayos de inhibicién de la adRerencia a célu-
las Hep-2, preincubando a las células Hep-2 con ALT,proteina M y cay
bohidrato C de S.pyogenes y cen anticuerpos contra fibronectina. Asi

como peobar 1a inhibicidén preincubande a 1a bacteria con fibronectiu
ne y anbicuerpos contra ALT, proteina M y carbohidrato "C", y fibro-
nectina. Comprobar si este patron de adherencis se presenta en célu-
las cpitcliales obtenidas d¢ raspados bucales de individuos con y -~
sin infeccidn estreptocdecica; verilicar utilizande otras lineas de

cultives celulares si este fendmeno de adherencia es exclusivo para

célulans Hep-~2.
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La adherencia a células Hep-2 pude ser un modelo dc¢ gran utilidad
pera el estudio de los mecanismos de adherencia de S.pyogenes y otros

microorganismos de interés meédico, presenta ventajas sobre los cul-
tivos de células epiteliales a puriir de raspados bucales debidu a:
su facilidad de manejo, eliminacién de flore asociade n estas célu-
las, la cantidad de células que se pueden utilizar en mayor y estas
son mds homogeneas. Para lo cusl debemos evaluar la adherencia a cé-

lulas Hep-2:éon:respecto o células epiteliales.
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CONCLUSTIONES.

Las cepas de Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 y MR-481 empleadas

durante la estandarizacion de la técnica de adherencia a n-hexadeca

no nos permitié velidar le eficiencia del ensayo.

Las 10 cepas do pacientesccon FR, 29 de contactos familiares y 31
de FE, presentaron una adherencia del 80%, 79.3% y 93.7% a n-Hex y
90%, 96.5% y 83.8% a células llep~2 respectivamente, lo que seiiala a
la adherencia como un factor de patogenicidad importante.

Las 54 cepas de EP presentardénm una adherencia menor al 20% en el
77 % de los casos y menor al 80% en células Hep-2 en el 33% de¢ los
casos,. Tomados asi este grupov presentdé un porcentaje bajo de adhe-

rencia.

Las diferencias encontradas en la capacidad de adheréncia de las
cepas de EBH pueden estar relacionadas con la capacidad para adhe-

rirse, invadir y causar dafio en el huésped.
La técnica de adherencia a células Hep-2 puede servir come un mo-

delo alternativo para el estudio de la interaccidén de S.pyogenes

con la célula huésped.
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