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A b r e v i n 't u r a s 

BHI caldo infusión cerebro corazón. 

CF - contactos familiares de los pacientes con FR. 

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

EHB - estreptococos beta hemolíticos, 

EP - escolares portadores. 

FE - faringitis estreptocóccica. 

FR - i'iabre reumática.. 

Hep-2 -línea. cc'lular de carcinoma epidermoide de laringe humo.no.. 

n-Hex - n-hexadecano (c16H34 J, 

M2, MJ, MS y M12 - scrotipos de Str~ptococcus PY!!K!U!.!l.§. de acuerdo 
al ·tipo de prote1n11. M, 

MR-481 - cepa mutante de Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 deficien
te para adherirse a n-hexa.decano ,testigo nc-ga.tivo de adho
rencia.. 

PBS - regulador de fosfatos. 

PUM regulador de urea y magnesio. 

RAG-1 - cepa ·de Acinetobacter ca.lcon.caticus utilizada como test.ígo 
positivo para adherencia a n-hexadecano. 

T-H - caldo Todd-Hewi tt. 

UFC - unidades formadoras de colonias. 
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R E S U M E N , 

Streptococcus py2g~ es un patógono reconocido con capaci

dad invasiva para el humano, la adherencia a la célula blan

co representa la primera etapa en la coloni?.ación, favorc- -

ciendo su acción patógena. Beachoy y cols. demostraron la -

hidrofobicidad de las estructuras superficiales de la bacte
ria y de su sitio de u1_1,~Ú11 a ln. fibronectina en lu. superfi-

cie do las célulu.s'opitclin.les. El pol·centaje relativo de a!l 

herencia a 0.3 ml de n-hoxadccano(n-Hex) se midió por el cam 

bio en la lectura de absorbancia a 530 nm de 3 ml de suspen
sión bacteriana ajustada a 0.4 de turbiedad agitando durante 
1 minuto. La adherenci~ n células Hep-2 se hizo en monocapas 

celulares crecidas sobre cubreobjetos en 1nicropla.cas de 24 -

pozos, observandosc adherencia por microscop1a de luz des- -

púes de 3 h. Se ensayaron 130 cepas de estreptococos beta-_ 
hemolíticos; 10 cepas aisladas de pacientes con fiebre reu-_ 

mática(FR); 29 cepas de sus contactos· familiares(CF); 54 ce
pas de escolares portadores(EP); 31 cepas de niños con farin 
gitis estreptocóccica(FE) y 6 copas de rcfe1·enc la (ENGB). --
80 % de las cepas FR, 79,3 % de CF y el 93.5 % de FE, presen 
taran una adherencia n n-Hex superior al 80 %. Ninguna cepa 
EP se adhirió en este porcentaje y las c·epas ENCB en un 100%. 
En células Hop-2 el 90% de las cepas FR, 96.5 % de CF, JJ.3% 
de EP, 83.8 % de FE y todas las cepas ENCB presentaron una -
adherencia igual o mayor al 80 % de las células Hep-2. Al p~ 

recer la adherencia microbiana en ~.py~~ como en otras -

enfermedades infecciosas es un factor importante para la co

loniz~ción del hospedero. 
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N1'1!0DUCCION 

En los países en vías de desarrollo, la fiebre reumática es la prin-

cipal ca.usa de enfermedad y muerte de origen cardiaco, principalmente 

en niños y personas en edad productiva.(44). La fiebre reumática es un 

síndrome inflama.torio que frecuentemente ocurre como consecuencia· de 

infecciones de farínge ~reducidas por estreptococo beta hemolítico de 

grupo A, que de manera ca.ractcrística~iende a producir recurrencins -

(44). Las manifestaciones clínicas más comunes de la fiebre reumática 

son : carditis, artritis y corea.(44). 

En 1944 Janes, propuso diferentes criterios para. realizar el dio.g

nóstico de fiebre reumática, basado en manifestaciones clínicas como 
¡' 

en datos de laboratorio( tabla N91). Los sigflos cli'.'.nicos caro.cteristi 

cos se designan como "criterios mayOres 11
, carditis, poliartritis, co

rea, eri temá. marginado y nódulos subcutáneos, además de los 11 cri terios 

menorcs 11 que son menos caract.eristi.cos, pero no menos importantes qu& 

los anteriores, en donde se agrupan: fiebre, artralgi'.'.a, antecedentes 

familiares de fiebre reumática y/o cardiopatía reumática, etc.(44). 

En el siglo pasado la fiebre reumática se aceptó como una enferme

dad en la que se integran diferentes manifestaciones clínicas que ori 

ginalmente no se.> pensaba que estuvieran relacionadas. Aschoff a prin-

cipios de siglo describió la lesión mio~ardíca específica y sugirio -

que podría haber una relación entre la fiebre reumática y los antece

dentes de infección faríngeo.. llastn. 1931 fué cuando se demostró me-

diante estudios bacteriológicos realizados en Inglate1·ra y los Estados 

Unidos la existencia de esta rela.ción(44). 



TJ\BL,\ N 2 1 

Criterios de Janes para el diagnóstico 

y Clasificación de la fiebre 

ACTIVA 

Manifestaciones Mayores 

Carditis 

Polia.rtri tis 

Corea 

Eritema marginado 

Nódulos subcut~neos 

INACTIVA 

reumática. 

Ma.nifestac i oncs Menores 

Fiebre 

Artra.lgi·as 

Historia da fiebre reumática 
o presencia de cardiopatía 
reumática.. 

Pruebas de labora.torio al toradas: 

Reacciones de faso aguda. 

Aumento de la velocidad globular. 
Presencia de protoína C reactiva 
o de leucocitos. 

Intervalo PR prolongado. 

Cardiopatía reumática y antecedentes de fiebre reumát.ica 

Tomado de •Taranta y Markowltz. 1984.(44) 



El agente causal del padecimiento es el estreptococo beta hemolítico 

del grupo A perteneciuntente n la especie Strcptococcus PY.Q.R!!!!.!t!!.(44). 

Coburn y Morro on 1939, demostraron que la fiebre reu~ática podría -

prevenirse mediante la medicación anti-estreptocóceíca continua. Ma

sse~. y Wanna.malter en 1949 ,comprobaron que el tratamiento de lo. f8.rin. 

gitis estreptocóccica. con penicilina, previene los primeros ataques 

de fiebre reumática(44). 

El estreptococo forma parte de un grupo de bacterias conocidas co

mo piógena.s junto con el neumococo y estafilicoco(18). El género es

trcptococq se encuentra actualmente clasificado·en.ln sección 12 de~ 

t1·0 de los cocos gram positivos segun la dltima edición del Manual -

de Borgey 1 s( 21 ), en general se describen como cocos gram positivos 

esforicos, agrupados en cadena que se dividen en plano perpendicular 

al eje de la cadena(18). 

En 1874, Billroth los describió por prim6ra vez , al aislarlos de 

exudados purulo~tos de enfermos con erisipela(18). Brown en 1919 los 

dividió de. acuerdo a su capacidad para producir hemolísis ( 14). Lan

cenfie l d describió técnicas para la diferenciación serológica de los 

estreptococos beta hemolít:Dcos en el año de 1933, de esta. forma. se -

han agrupado en 21 grupos( designados de la letra A a la W excepto -

I y J) clasificados ac-Walmente(38). 

Identificación.- El estreptococo beta-hemolítico puede ser identifi 

cado mediante el empleo de diferenten pruebas microbiológicas. Para 

la. identificación preliminar del grupo A se emplean: la prueba de -

sensibilidad a la. bacitracina 0.04 U y sulfametoxazol-trimetroprima 

(SXT); la dcterminaci6n clo 111. presencia del factor CAMP y/o hidr6li·-
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sis de hipura.to de sodio paro. el grupo B; hidrólisis de esculina en 

presencia. de bilis al 4?& para. grupo D y la. capacidad po.ra. crecer en 

pl'esencia de NaCl al 6.5%, caracteristica de los enterococos(J8), 

El mejor método para. la identificación de los estreptococos beta he

molíticos, consiste en extraer el polisacárido a.ntigénico del estrept~ 

coco y hacerlo reaccionar con a.ntisuera precipitante específico de gr~ 

po(31). 

Estructura tlel estreptococo • La superficie del estrept.ococo se en

cuentra. formada por la. cápsula. antifa.gocítica.; la pretcíno. M, respon

sable! de la específicidad 1 ya que se consi1.ler'!:J?'l principal factor de 

virulencia. y es·Lirnula ln. formación de anticuerpos; le sigue la prot.Q. 

ína T que no es Única. y está formada por varias proteínas resistentes 

a la. digestión por enzimas proteolítico.s; R que par·ticipa en reaccio

nes de aglutinación¡ y la proteína. B que aparentemente bloquea la foL 

maci6n de anticuerpos IgM o anti-M. Figura 1 (18), 

La. proteína. M es una. estructura. fibrilar compuesta por dos cadenas 

de proteínas superenrollada.s que se extienden aproximadamente 60 nm -

de la pared celular, actualmente se definen mis de 75 serotipos dis

tintos de esta. molécula, cad uno de los cuales provee al estreptococo 

capn.cidad n.ntifagocí-tico.(15), es considerada como el principal factor 

de virulencia. de este microorganismo. Es opsonizada. eficientemente -

por la vía alterna del complemento, y e~ consecuencia estos son inge

ridos y destruídos por los leucocitos del hospedero. No se encuentra 

como una capa. unida a. le. cápsula., sino esta. formada de 11 ribrilla.s 11 

unidas a la superficie celular(46), 

4 



--------- CÓpsulo é cid o hialur~nico 
----pared cÓlulor 

profe.no M 
protoino T 
ont1gono R 

corboh1drato gpo. especÍf1co. 

N-acetll gtucosamina ramnoso. 

MucopÓptido, ocidos teico1cos. 

Figuru 1 .- Distribución de las estructuras superficiales 
de Streptococcus py~g~. Tomado de Krausc 1980. 
pag. 98 ('22). 



El ácido lipoteícoico (ALT) de §..py.Q.g~ es uno. molécula compuestn 

de un polímero lineal de glicerol fosfato unido por enlaces 1-3 fosfQ 

diester. El esqueleto de poliglicerofosfato es sustituído con un 

éster unido a e.le.nina. y contiene un glicerofosforil diglucosil digli

cérido principalmente en un extremo terminal(45). La molécula de ALT 

y ALT desacilado son secreto.dos al medio circundante, por lo que so 

encuentran en tránsito constante a t1·avéz de lo. pared celular y debi

do o. su co.ro.cter polianiónico, el extremo poliglicerofosfato de la mQ 

léculo. puede formar complejos con sustancias cargo.das positivamente -

en la pared celular del estreptococo(1,,1,6). 

El carbohidrato C ocupo. el 10~ del peso seco del organismo, está 

constituido de ramnosa y hexosamina con enlace alfa 1-J unido al mue~ 

péptido por puentes de alanina. La especificidad está dada por el re

siduo n-acetil glucosa.mina en el grupo A y por n-acetil galactosa.mina 

en el grupo C(18). 

El estreptococo produce más de 32 sustancias extra.celulares como 

fueron demostradas en un estudio electroforético que se realizó utili 

za.ndo una. mezcla de gamma globulina huma.na., observándose que en la in 

fección estreptocóccico. 1 se producían un gran número de sustancias e~ 

tracelulares que inducen la formación de anticuerpos(18). Entre las -

sustancias extra.celulares que produce el estreptococo se encuentran , 

las estreptolisinas S y O, la toxina eritrogénica, etc,(18). 

Adherencia.- Los reportes iniciales sobre la adherencia de 2·PY.2R~ 

a células epiteliales indicaron la participación de la "fibrilla.::1° s!! 

perficiales en el fenómeno de adherencia, de este modo las cepas ricas 

en proteína M exhibieron mayor cantidad de fibrillas y mejor adheren

cia a. células epiteliales, que las cepas que producían poca cantidad 

de esta proteína(l,12), 

6 



Ellen y Gibbons en 1973 encontraron que mediante un tratamiento en

zimático, la proteína M y las fibrillas eran eliminadas, reducíendose 

consecuentemente la habilidad de estas bacterias para adherirse a cé-

lulas epiteliales(13), 

Beachey y Ofek en 1976, indicaron ,que las fibrillas de estas bai:t,!!. 

rias contienen tanto proteína M como ácido lipoteicóico y que el tra

tamiento con proteasas removía tanto a la proteína M como al ALT(6). 

Encontrando que una de las estructuras que participaba en la unión -

de la bacteria a la célula huésped era el ALT(5). Los anticuerpos di

rigidos en contra de la proteína M y el carbohidrato C, no eran capa

ces de bloquear al unión bacteria-célula faríngea; lo que si se logr~ 

bacon anticuerpos anti-ALT(6,7). 

'Beachey en 1982 manif~stó que el ATL y la proteína M se orientaban 

de tal manera que dejaban libre el extremo lipídico al interactuar 

con los receptores específicos en las superficies mllcosas de las cél~ 

las epiteliales(4). 

Mirner y cols en 1983 señalaron en sus informes·que la superficie -

del estreptococo es altamente hidrofóbica(29,30). 

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

racción entre la albumina sérica y el ALT de ~·PY~~; observaron -

que esta proteína sérica se 4nía a la porción lipídica del ALT, blo-

queando la adherencia de esta bacteria en una relación dosis-respues

·ta.(4,6,42). Así mismo la albumina se adhería con mayor especificidad 

a los cowplejos ALT-proteína M, lo que confirmaba la existencia de e~ 

tremas lipídicos libres que podrían interactuar con los receptores e~ 

lulares ( 42), 
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Las caracteristicn.s que presentan las células de la farínge se han 

venido estudiando para trutar de conocer el mecanismo o carácter de -

dicha unión. Se ha encontrado que la fibronectina, es una glicoprotei 

na compuesta de dos polipéptidos que asociados a través de puentes de 

disulfuró cerca del grupo carboxilo-terminal formaban un dímero con -

un peso molécular de aproximadamente 550,000 daltones(37Í, que se lo

calizan en la superficie de la célula epitelial de ia farínge, y con

tienen varios sitios de unión a ácidos grasos que son capaces de recQ 

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

Courtney y cols(1983) fragmentaron la molécula de fibronectina con 

termolisina y adsorbieron los fragmentos con células de ~·PY.QH~· 

La bacteria eliminó dos bandas de aproximadamente 24 y 28 kilodaltones 

observadas en SDS-PAGE(10,11), Estudios posteriores demostraron que -

los fragmentos eran reconocidos por anticuerpos dirigidos contra la 

fracción peptídica amino terminal de la molécula de fibronectina, lo 

que se confirmó también con el empleo de anticuerpos monoclonales(11, 

43). 

El dominio de unión de la fibronectina, se dice esta contenido~en -

un fragmento de 24 kilodaltones orientado hacia el amino terminal de 

la molécula. Este sitio propórciona una unión específica para el ALT 

El amino terminal de la fibronectina ~ontiene una estructura deno

minada 11 five fingers"(dedos),constituída por uniones de disulfuro in

tracadenales, estas regiones son ricas en aminoácidos hidrofÓbicos, -

se ha propuesto quo la mitad'de la molécula de ALT interactúa con un 

paquete hidrofóbico crea.do por uno o más de estos ''dedos" y que di

cha interacción molecular puede servir como un mecanismo para la ndh~ 
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rcncia del estreptococo del grupo A a células epiteliales como se pr~ 

pone en la figu1·n 2(11 ). 

El fenómeno de adherencia bacteriana representa un determinante ec~ 

lógico en la.colonización microbiana de las diversas superficies cel~ 

lares del·huésped(6,19,32); así mismo, la adherencia bacteriana a· la 

superficie de las mucosas es el evento inicial en ·1a patogénesis de -

muchas enfermedades infecciosas por bacterias en animales y humanos(4). 

Las células epiteliales bucales se han utilizado para el estudio -

d~ la adnerencia de los estcreptococos orales(17). En este sentido se 

ha demostrado la participación de compnnentes sa.liv~les tales como m~ 

cinas, lgA's, glicoproteína.s, células dcscamativa.s, sales inorgánicas 

,lisozimas, albumin~ y fibroncctina participan en la interacción bac

teTin-célula hospedero, así como en la colonización por estreptococos 

(17 ,20,24 ,41 ). 

La interacción de la bacteria patógena con la célula del hospedero 

provoca la acción de fuerzas de atracción y repulsión que operan entre 

los componentes de la superficie de ambas células, eucariótica y pro

cariótica. Estas fuerzas incluyen interacciones estereoespecÍficas, -

entre un polímero adhesivo bactcriano(adhesina) y un receptor comple

mentario en la membrana de la célula hospedero, el cual aumenta la -

carga neta de superficie y la relativa hidrofóbicidad de la superfi

cie celular(JO). 

Un procedimcinto para medir la capacidad de adherencia de los resi

duos lipofílicos bacterianos, consiste en medir la hidrofóbicidad de 

estos, utilizando para tal propósito un hidrocarburo líquido conocido 

como n-hexadecano(c16u34 )(JO). 

Se ha utilizado n-hexadecano para medir la hidrof Óbicidad de diver

sas superficies celulares bacterianas como : 2•PY.Q8~ 1 2.s-ª!!,guis , 
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FIBRONECTINA 

-- ALT DESACILADO 

PROTEINA M O SEMEJANTE A M 

CELULAR 

-- MEMBRANA CELULAR 

ESTREPTOCOCCICA 

Figura 2. Modelo hipotético para la interacción de ALT en la 
superficie de Strcptococcus PY.QB~ con fibronectina en la 
superficie de la célula epitelial. Tomado de Courtney, et al. 
19811. (11). 
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(2,9,30,34,35,36). 

§.•PY.28~ trata.do previamente con tripsina, pepsina. a pll 4.5 o con 

HCl a 95°C, produce una rcducCíón considera.ble en su capacidad de ad

herencia a n-hexadecano(26), considerándose que la adhorencia a es.te 

producto puede ser dependiente de proteínas superficiales. ha. intera~ 

ción ostreptococo-n-Hex os inhiDida por ciertas proteínas, entre ellas 

la albúmina sérica, aseverándose que la interacción del estreptococo 

con el n-Hex se lleva a cabo por residuos lipofílicos; dado por las -

regiones hi.drofóbicn.s de las proteínas de superficie o por los compl~ 

jos formados entre proteínas y glicolípidos, los que son orientados -

cxpeoniendo su porción hidrofÓbica a la superficie celuln.r(9,30). 

Courtney y cols. en 1985, demostraron que la fibronectina inhibe la 

adherencia de 2·PY.QR!U!.!!.! a n~Hex.de-Una manera dosis-dependiente( de

mostrando que los tratamientos que provocan una disminución en la ad

herencia de 2.py.Qgenes a fibronectina también provocan una disminución 

de la adherencia de 2•PY.28~ a n-Hex ) • La f'ibronectina si se inc!!_ 

ba previamente con ALT 1 pierde su capacidad para inhibir la adheren-

cia de la bacteria a n-Hex; demostrando que la fibronectina se une al 

ALT(principal componente responsable de la hidrofóbicidad del estrep

tococo) lo que provoca que esta molécula ya no presente la propiedad 

de inhibir la adherenc;a de ~·PYQg.!!.!!!!!!. ~ n-Hex(9). 

Utilizando al n-Hcx como modelo de adherencia, Babu y cols en 1986, 

indicaron que la interacción de 2·~!!.i!. a n-Hex era inhibida con -

proteínas Mdroi'óbicas,provcnientes de saliva, de 55 y 60 kilodalto

ncs(2). 

11 



El estudio de las superficies bacterianas hn provocado el desarro

llo do técnicas sencillas que se han caracterizado por su bajo costo 

y fácil realización, ·entre estas técnicas se encuentran : la adherell 

cia a hidrocarburos líquidos como el n-hexadocano(2,30,34,35,J6), la 

adhorcncia a superficies solidas como ol poliestírcno(JJ,40), la ad

sorción en columnas cromntográficas de alta afinidad hidrofÓbica, o 

el :fenómeno del "Salting Out" utilizando sales de e.monio(26). Estas 

técnicas tienden a sor evaluadas para comprobar su utilidad práctica 

en el diagnóstico y la investigación en bacteriología médica. 

Al parecer las estructuras do caracter hidrofóbico(ALT) en la su

perficie del estreptococo juegan un papel importante en la adheren~ 

cia del microorganismo a las células hospedera y por ende en la pat~ 

genía del mismo(14), por lo que un estudio de la capacidad de adhereR 

cia a n-hexadecano y a células Hep-2 de cepas de 2·PY!U!~ aisladas 

de· pacientes con fiebre reumática, sus contactos familiares, enfermos 

con faringitís estroptocóccica y de personas aparentemente sanas pue

de aportar evidencias en la etiopatogenia de este microorganismo en -

la fiebre reumática y de su papel en la colonización presente en por

tadores y enfermos do infección estreptocóccica. 
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O B J E T I V O S • 

Objetivo General . 

Determinar la. capacidad do adherencia a n-hexadecn.no y célul.as 

Hep-2 de cepas de Streptococcus py.Q.g~ aisladas de pacientes 

con fiebre reumática y sus contactos familia.resJ escolares pot · 

te.dores y ñiftos con faringitis estreptocóccica. 

Objeti,vos particulares • 

Estandarizar la técnica de adherencia a n-hexadocano utili

zando cepas de referencia de Acinetobacter calcoaceticus RAG-1 

y MR-481 y [•PY.!!l!!!!l!ll!. M5. 

Adaptar la técnica de adherencia a células Hep-2 descrita 

por Nata.ro y cols. utilizando cepas de referencia de ~.py~g~ 

Determinar· la capacidad de adherencia a n-hexadecano y célu

las Hep-2 de cepas de A,.calcoaceticus y §..py.QB~ de referen

cia.. 

Establecer la capar.idad de adherencia a n-hexadecano y célu

las Hep-2 de cepas de estreptococos beta hemolíticos aisladas 

de diferentes fuentes. 
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M A T E R I A L E S Y M E T O D O S . 

ADHERENCIA A n-HEXADECANO. 

Material biológico. 

54 cepas de Streptococcus py.Qg~ aisladas de escolares portadores 

de San Jerónimo Miacatlán Milpa Alta,D.F.(27). 
10 cepas de estreptococos beta-hemolíticos aisladas de pacientes 

con ataque agudo de Fiebre Reumática: 7 cepas do grupo A.y 3 de grupo 
G del Instituto Nacional de Pediatría de la S.S.(8). 

29 cepas de estreptococos b~ta-hemolíticos aisladas de contactos 

familiares de los pacientes con fiebre reumática: 21 cepas de grupo A, 

4 de grupo B, una de grupo C y·J .. de grupo G(8). 
31 cepas de estreptococos beta hemolíticos aisladas de niños con 

faringitis estreptocóccica: 16 cepas de grupo A, 4 do grupo B, 4 de -

grupo C y 7 cepas de grupo G;aisladas de la clínica 29 11Gabriel Mancera" 

del I.M.S.S.(16). 

Cepas de referencia. 

li· PY.!!H.!l.!!Jlll. - E.N.C.B. 576( A/J17A4-CDC )( ATCC 12385 ) 

li· PY.!!8.!!!!ll - M2 -E-.N .C.B. 591 

li· PY.!!li.!!!!ll - MJ -E.N.C.B. 592 
li· PY.!!H.!!!!!!l! - M5 -E.N.C.B. 594 
li· PY.!!H.!!!!ll - M12 -E.N.C.B. 599 
cepas proporcionadas por el cepa.ria del Departamento de Microbiolo

gía de la Escuela Nacional d.e Ciencias Biológicas (ENCB) del· I .P .N. 

Acinetobacter calcoaceticus RAG-l(ATCC 31012) Testigo positivo 

para adherencia a n-hexadecano. 

Acinetobacter calcoaceticus MR-481. Mutante do la cepa·RAG-1 defi

ciente en adherencia a n-hexadecano. Testigo negativo para adherencia 

a n-hexadecano. Cepas proporcionadas por el Laboratorio de bacterio

logía de la Facultad de Medicina de la U.N.A.M. Enviadas de Tel-Aviv, 
Israel por el Dr. Mel Rosemberg(34,35). 
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Medios de cultivo . 

Cnldo Todd-Hcwitt(T-ll). Bioxon. 

Cnldo Infusión Corebro Cornzón(Bl!I). Dioxon. 

Agar Soya Tripticaséina(TSA). Bioxon. 

Gelosa Sangre de Carnero al 5 %( G.S. ). Bioxon. 

Rcacti vos. 

Reactivo de catalasa( peróxido de hidrógono al 3 %) 
Reactivo de conglutinación Phadebact St,reptococcus test(A,B,C,a.nd G) 

Pharmacia Diagnostics. 
Solución rcgularora de fosfatos, PBS pH 7.2 0.02M P0

4 
y 0.15M Na.Cl. 

Solución reguladora. PUM pi! 7.1 ( 22.2g K2HP04 "JH2o, 7.26 g KH2P04 , 

1.8 g urca., 0.2 g MgS0
4 

•7H20 en 1000 ml de H20 destilada). 

n-l!exadeca.no ( c16tt 34 J. Sigma. 

Material de vidrio . 

Cajas de petri. 

Tubos nuevos de 15 x 100 mm con tapón do rosca. 

Matraz Er lcn-mcyer de 125 ml. 

Pipetas fasteur estériles. 
Pipctns esteriles de 1 ml. 

Equipo • 

. Incubadora con agitación rotatoria. New Brunswick Mod.G25. 

Estufa. o. J7°C. 

Centrífugo. Clínica. 

Agitador Vortcx-Genic. Modelo K-550-G 

Espectrófotometro Bo.uch & Lomb (Mod. Spectronic 20). 
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ADHERENCIA A CELULAS Jlep-2 

Material biológico y cepas de referencia. 

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

docano. 

Células. 
So utilizó la línea celular Hop-2 de· carcinoma epidermoide de la

ringe humana. 

Medios de cultivo. 

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

Medio Mínimo Esencial(MEM). In Vitro. 
Penicilina Estreptomicina(PES). 
Suero de Ternera. In Vitro. 

Reactivos. 

HC03 
Tripsina al 0.5 % 
Cristal Violeta en Acido Citríco(1%/2.1%)(25) 
Solución reguladora ·de fosfatos.PBS pll7.2 

·Metano! Absoluto. J.T.Baker. 
Balsamo do Canada. 

Material de vidrio. 

Cajas de petri 
Tubos de 13 x 100 mm con tapón de rosca. 
Pipetas estériles de 1.0, 5.0 y 10 ml. 
Pipetas pasteur estériles. 

Microplaca con 24 pozos. Costar Cat# 3424 Mark JI. 
Portaobjetos y cubreobjetos. 

Equipo. 
Estufa a J7ºC , Campana de flujo laminar. 

iMicropipota y puntas para micropipeta . 

Microscopio optico e invertido ,fotocolorimetro Klett-Summerson. 
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METO DOS. 

Cantidad de 2·PYQS~ utilizada en los ensayos de adOerencia a 

n-hexadecano. 

La cantidad de 2·PY~~ de determinó a partir de un cultivo de 

18-24 h de la cepa M5·on caldo T-U a 37°C. Se centrifugó a 2,500 rpm 

durante 15 min. Se lavci dos veces el paquete celular y se resuspendi6 

en PBS pH 7.2. La suspcnsi6n bacteriana se ajustó en 3 tubos nuevos -

13 x 100 mm con tapón de rosca a uproximndnmentc 0.4 de Absorbancia a 

530 nm( de acuerdo con Courtney et al(9)), utilizando un cspectrofoti 

meiro Bauch & I.omb mod. Spectronic 20, SP. hicieron cuentas viables de 

de los tubos por el metodo de Mile-Misra(23) utilizando pipetas Pas-' 

tcur estririles para l1acer diluciones logarítmicas en tubos de 7 x 50 

mm con 9 gotas de caldo T-H. Se sembró una gota de cada unu de las di 

luciones en placu.s do golosa sangre clividida de ucuerdo al diagrama 1, 

La placa de gelosa sangre se inctibo 24 h a J7°C. Se conto el ntlmero -

de unida.des formadoras de colonia por ml( UFC/ml ) utilizando un cuen. 

tac ol oni as • 

AdherP.ncitt. a n-hexadecano de §..py..Qg~ M5 en fase logarítmica y es

tacionaria de crecimiento utilizando diferentes tiempos de agitación 

y cantidades de n-hexadecano en el cnsayoi 

La cepu. de §..pygg~ M5 se sembró a pnrti r de ge1 osa sangre en un 

matráz rle 125 ml con 30 ml de caldo T-H, se incubó en agitación a 150 

rpm durn.nt.e 18-2•1 h a J7°C •. Las bacterias se centrifugaron a 2 500 rpm 

durante 15 min. Se lavaron 2 veces con regulador de fosfatos PBS pH7.2 

y se ajustaron 3 ml a 0.4 Abs. o. 530 nm en tubos nuevos o tratados con 

l!Cl de 13 x 100 mm con tapón de rosca. 7 tubos ajustados a 0.4 Abs. se 

le n,gregnron diferentes cantidades de n-hcxadecano(0.05, 0.1, 0.15, -

0.2, O.J, 0. 11 y 0.5 m]) y se agitaron a máxima velocidad en un agita

do1· Vortex-Gcnie durante 1 minuto; 6 tubos ajustados a 0.4 Abs. se les 

agrego 0.3 ml de n-hexadccano y se agitaron a diferentes tiempos(0.5, 

1, 2, 3, 4·y 5 min) en Vortex. Despúes de la separación de fases se -

volvieron a leer a 5JO nm. El porcentaje de adJtcrencia se calculci u~i
lizando la formula: 
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1 1 Ge losa 
sabgre al 5% 

l 
37°C 1500rpm/15 min H Centrifugar B 

1~ lavar -+ 
2 veces e on 
PBS pH 7.2 

10 ml de 
caldo Todd-Hewitt 

Miles-Misra 

:::::~111111111 
'~" 

Ajustar 
suspension 
n 0.4 Abs. 
a 530 nm. 

____...__ 

Diagrama.1 • Determinación de la cantidad de .§..py.Qg~ utilizada en los 
ensayos de adherencia n n-hcxadecnno utilizando el mctodo de 
Miles-Mi sra. 



% de Adherencia 
a n-hexadecano. 1 _ ( ·Abs. despúes de la agitaci Ón) X 100 Abs. antes de la agitaci6n 

La adherencia en fase logarítmica se hizo inoculando un matraz con. 

JO ml de caldo T-H un cultivo de ~·PY.!!K.!!.!!.!!1!. H5 con 18-24 hs de cre
cimiento y se incubó en agitación a 150 rpm durante J ha J7°C(9). 

ver diagrama. ?. 

Adherencia a n-hexadecano de cepas de referencia de §..py,Qg~ y !· 
calcoaceticus en fase logarítmica y estacionaria de crecimiento. 

El ensayo de adherencia para. las cepas de referencia de §...py.Q.genes 

M2, M3, M5 y M12 se realizó como se describió en el diag.rama 2 para 

la cepa M5, bajo las siguientes condiciones: las cepas se crecieron 

on tubos con 10 ml de caldo T-H; se utilizaron·0.3 ml de n-hexadeca

no y un minuto de agitación tanto para las cepas crecidas en fase -

estacionaria como las crecidas en fase logarítmica. El porcentaje de 

ad.herencia a n-hcxadecano se calculó como se mencionó anteriormente. 

Las cepas de !.calcoaceticus RAG-1(ATCC 31012) y HR-481 se incuba
ron a 32ºC y se realizó el mismo procedimiento de adherencia a n-he

xadccano para ambas fases de crecimiento. 

Adherencia. a n-hexadeca.no de cepas de referencia de §..py.QE~ y !• 
calcoaceticus utilizando medios de cultivo diferentes y dos regulad~ 

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 infusión cerebro corazón(BHI). Se incubaron 

ambos matraces en agitación a 150 rpm durante 24 ha J7°C. Las ce

pas de !.calcoaceticus RAG-1 y MR-481 se incubaron a J2°C. Se centri 
fugaron 20 ml de cultivo de cada matraz, se tomaron 10 ml, so lavaron 
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liiiiiiiiiiiiii Gelosa Sangre 

\ 

Resuspender y 
ajustar 3 ml a 
0,4 Abs a 530 nm Se adiciona n-hexadecano a 7 . ~ u tubos en cantidades de 0.05 1 

l8 2 h FASE 0.1,0.15,0.2,0.3,0.4 y 0.5 ml 
30 ml 150r - j 37°c~ E:STACIONARIA .J' y. se agita .c~da uno d':'rnnte 1 
de · pm ~ 1 ! ,,,,,, minuto a max1ma velocidad. 
caldo Todd-Hewitt ~ 

.,.~,o ~Se adicionan 0,3 ml de n-hexa-
"*"'~ decano a 6 tubos y se agitan i 

.~º~ Centrifugar Primera 0.5,1,2,3 14 y 5 minutos a má-
"~ 2500 rpm / lectura xima velocidad 

15 min.y 
30 l ~ · <;O -.:V"' lavar 2 veces 
dem ' con PBS pH7.2 

caldo 
Todd-Hevitt 

.FASE LOGARITMICA segunda B Esperar separación 
lectur~ de 4 de fases 

absorbanc1a a 
530 nm. 

Diagrama 2 • Adherencia a n-hexadecano de .§..py.Q.g.!!.!:].M M5'··en fase logáritmica y 
estacionaria de crecimiento utilizando diferentes tiempos de agi
tación y cantidaies de n-hexadecano en el onsayo. 



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

siones so ajustaron a una absorvancia de aproximadamente 0,4 d~ le~ 

tura n 530 nm en tubos nuevos de 13 x 100 mm con tapón de rosca. A 
3 ml de cada suspensión ajustada, se adicionaron 0.3 ml de n-hexa
decano. Se agitó a máxima velocidad en un agitador Vortex-Genie -· 
durante i minuto. Despúes de la separación de fases se midió nuev~ 
mente la absorvancia de la suspensión bacteriana en un espectrofo
tómotro Bnuch & Lomb( Spectronic 20). Ver diagrama 3. El porcentaje 
de adhcrenci~ se calculó como se menciono anteriormente. 

Adherencia a n-hexadecano de cepas de estreptococos.beta-hemolíti
cos aislad~s de nihos con fiebre reumática, sus contactos familiares 
,portadores ~anos y enfermos con faringitis estreptocóccica. 

La adherencia. a m.;..be'xadeCano de 124 ceP:as de estre:Ptococos beta
hemolíticos aislo.dos de diferentes origenes se· realizó de la manera 
siguiente: Las cepas do estreptococo beta-hemolítico(conservadas en 

caldo T-H) se sembraron en placas de golosa sangre para verificar -
su vio.bilidad y pureza utilizando pruebas de : a) hemóliSis ,-,o) mor
fología colonial; c )tinción de Gram, d) catalasa 1 e)sensibilidad a -
bacitracin& 0.4 U y f) conglutinación con Phadebact Streptococcus -
test( A,B,C and G ) Pharmacia Dingnostics.(14). La adherencia a n
hexadecano de las cepas de estreptococo beta hemolíticos de grupos 
A,B,C y G se realizó como se indica en el diagramo. 4. Las:cepas se 
incubaron en tubos de 16 x 150 mm con tapón de rosca conteniendo -

10 ml de caldo T-H, se incub~ron en agitación a 150 rpm durante 18-
24 h a 37°C. El paquete bacteriano se centrifugó a 2 500 rpm duran
te 15 minutos. Se lavó dos veces y se resuspendió en rogulador de -
PBS pH 7.2 o.justandose 3 ml de la suspensión en tubos nuevos de 13 x 

100 mm con tapón de rosca a ap~oximadamente 0.4 de absorbancia a --
530 n:n. A cada tubo se le adicionó O. 3 ml de n-hexadecano y se agi

taron durante un minuto a máxima velocidad en un agitador Vortex-Ge
nie. Despúes de la separación de fases se midió nuevamente la absor
bancia en un espectrofotómetro Bauch & Lomb(Spectronic 20). El por

centaje de adherencia a n-Hex se determinó como se menciono antes. 
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10 ml lavados 
con reguladoli 

18-24 h/150 rpm 
37~C (§..pyE_g~ 
32 C( para A. 10 ml lavados /.D . ., ..... "' .. , ....... , .. ~ 

50 ml de 

y 11esuspendidos 
PUM pll 7.1 • 

y resuspendidos 
PBS pH 7 .2 • 

caldo T-H 

Sangre 

'¿j18-24 h/150 nm, 
'-. J7ªC(§..pyE.!fe~os 1 

32dC( par:icÜ~ ) . calcoace ¡ 10 ml lavados y resuspendidos 
con regulador PUM pH 7.1 • 

10 ml lavados y resuspendidos 
con reguladQr PBS pH 7.2 • 

50 ml de 
caldo BHI 

Segunda 8 lectura ~ 
Absorbancia 

a 530 nm. . 

Esperar 
separación de.,,__~~
fasos. 

Ajustar 3 ml 
a 0.4 Abs. a ,,rr 
P,rimera 

lTura 

Adicionar O. 3ml 
de n-hexadecano. 

l . 
Agitar en Vortex 

minuto a máxima 

velocidad. 

Diagrama 3 .Adherencia a n-hexadecano de cepas de referencia de §.•PYE.lffil!J!l! y 
!.calcoaceticus utilizando medios de cultivo diferentes y dos re
guladores de pH en el ensayo • 
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'iiiiiiJiiil 
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1 O ml de 

18 h/37º~ ~ lnvn.6 0~ veces 
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Centrifugar · 
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g 
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Segunde. lectura. 
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Esperar 
separación ~~--~~~~
de fases . 

Resuspendor y 
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0.4 Abs e. 530 nm 

Primera lectura 

1 
adicionar 0.3 ml 
de n-hexadccano. 

l 
Agi. te.r .. en Vortex 
durante 1 min a 
Máxima velocidad 

Diagrama 4 . ~dherencia a n-hexadecano de cepas de Estreptococos beta-hemolíticos 
e.i!Jlados dP dUerentes fuentes. (Modifica.do de Courtney et al. 1985, 
In:fect. Immun • .11:341-343.) 



Adherencia. a células IHep-Z de las cepas de estreptococo beta hemolí

ticos, so realizó de acurdo al diagramo. N95. 

Preparación de la microplaco.. 

Se tripsinizaron botellas con un crecimiento celular confluente(100%) 

de células Hep-2 utilizando 0.2-0.3 ml de tripsina al 5%, se agrego 30 

ml do MEM al 5% de suero de ternera sin antibiótico para resuspender y 

se colocaroh 1 ml de la suspensión de células Hep-2 en ca.da pozo de una 

microplaca(CostarN•3424 Mark 11) de 24 pozos-con una laminilla de vi- -

dría en cado. uno de ellos. La microple.ca. preparada se incubó 24 h a -

37°C hasta. la. obtención de una. confluencia celular del 70-80 %. 

Preparación del inóculo. 

A partir de golosa sangre al 5 %, cada una de las cepas de estrepto

cocos fueron inoculadas en un tubo do 13 x 100 mm con tapón de rosca -

con 5 ml de caldo T-H y se incubaron 18 h a 37ºC¡ Para determinar la -

cantidad de bacterias utilizadas en el ensayo, dcspúes de la incubación 

y antes de la. inoculación a la microplaca, se midió la turbiada.d del -

cúltivo en un fotocolorímetro Klett-Summerson utilizando filtl'o azul 

o en espectrofotómetro Bauch & Lomb(Spectronic 20) a 530 nm. Las lec

turas en Klett-Summerson variaron de 140 ~ 395 Uni<lades Klett y de e§_ 

pectrofotómetro de 10 a. 25 % de Transmitancia., y se realizaron cuentas 

viables de algunos tubos por el método de Mile-Misra descrito anterio~ 

mente(diagrama 1). 

Ensayo de adherencia. 

Se inocularon 50 ul de la suspensión bacteriana conteniendo aproxi

madamente 4 x 106 UFC/ml a cada. pozo de la microplaca y se incubo a -

37ºC durante 3-4 h. Las laminillas se lavaron 6 veces con PBS pH 7.2, 

posteriormente se fajaron con metano! absoluto y se tiñieron con cri~ 

tal violeta al 1 % en ácido cítrico al 2.1 % durante 15 minutos{25). 

Se lavaron en o.gua para eli~inar el exceso de colorante y se dejaron 

secar. Las laminillas se montaron sobre cubreobjetos utilizando como 

líquido de monta.jo ,bálsamo de Ganada, St:l observaron a inmersión y se 
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Bacterias inoculadas 

en calcio Todd-Uewi tt 

Medir turbiedad en 
Klett-Summerson o 
Absorbancia a 5JO nm 
en espcctrofotómetro. 

Inocular 50 µl a cada 
pozo de la microplaca 

(::::: 4x106 UFC/ml ) 

1 

Botellas con crecimiento 

celular confluente (100%) 

1 
Tripsinizar con.0.3 ml de 

tripsina. al 0.5 %. 
1 

A la botella. agregar JO ml 
do MEM al 5% de suero de ter
nera sin antibiótico y rcsus

pender. 

Agregar ml a _cada pozo de 

una microplaca de 24 pozos con 

laminillas de vidrio. 

1 
Micropla.ca con una confluencia. 

celular del 70-80 %. 

Lavar 6 veces con PBS pH 7 .2 

1 
Fijar con Metanol Absoluto 

Teñir con cristal violeta al 1% 
en ácido cítrico 2.1% durante 

15 minutos. 

Lavar 
1 

veces con agua 

y dejar secar 

1 

destila.da 

Observar .. inmersión. 

Diagrama 5 • Adherencia de estreptococos beta-hemolíticos a 
células llep-2.(Modificado de Na.ta.ro,J.P.y cols(2sl ), 
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determinó el porcentaje de células Hep-2 que presenta.ron más de 5 
bacterias por célula, observandose aproximo.do.mente 100 campos al -

microscopio por preparación. 

C R I T E R I O S D E LECTURA 

ll•. ·_.-~..--:.:..: .. 
n-HEXADECANO. 

De acuerdo con los ensayos previos realizaclos con cepas de referen

cia de ~·PY.Q.8'~ y A.calcoaceticus. Se considero adherencia positiva 

a una adherencia a n-hexadecano superior al 80 %. 

CELULAS Hep-2 • 

Más del 80 % de las células con más de Sbacterias adheridas. 
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R E S U L T A D O S, 

La grafica·NQ 1 mustra la curva de crocimiento de la cepa de 

2•PY~.!!!l!!l!. ENCB 576(ATCC 12385) en ln que se observo que ln fase es

tacionaria de crecimiento comenzo a partir de las 12 h del cultivo , 

observand_ose que a las 3 h de cultivo las bacterias se encuentran. en 

la fa.se logarítmica, lo que nos ayudo a determinar los tiempos q_ur:.se 

utilizaron para ensayar nuestros cultivos en diferentes fases de cre

cimiento. 

La t"abla. Nº2 y gráfica Nº2 muestran la cantidad aproximado. de bac

terias utilizadas en los ensayos de adherencia a n-hexadecano que CQ 

rrespondió a 3.5 x 105 UFC/ml para una absorbancia de 0.4 a 530nm, -

utilizando el método de Miles-Misra(descrito en Ma~eria.les y Métodos). 

El porcentaje de adherencia a n-llcx de la cepa do §..py,2.g~ M5 creci 

da tanto en fase logarítmica y estacionaria y utilizando diferentes ~ 
tiempos de agitación se muestran en la. tabla NQ 3 y la gráfica Nº 3 -

en donde se observa que en fase estaciona.ria la cepa.presenta un por

centaje de adherencia. a n-Hex mayor al 60% para todos los tiempos de 

agitación.utilizadoe en el ensayo(0.5, 1, 2, 3, 4 y 5 minutos), obse~ 

vandose un mayor porcentaje de adherencia cuando se realizo la prueba 

a 0.5 y 5 minutos de agitación( 77.83% y 77.3% respectivamente). En -

fase logarítmica·cl porcentaje de adherencia fué menor al 25 % para -

los tiempos probados, excepto a. 5 minutos donde $0 presentó 42.4 % de 

adherencia a n-Hex. 

Se utilizaron en el ensayo de n.dherencia. diferentes cantidades de -

n-Hex, las bacterias en fase estacionaria de crecimiento, presentaron 

un porcentaje de adherencia mayor a n-Hex que lu.s probadas en fase lQ. 

garítmica, donde se observó .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 al 85 % para estas cantidades de n-Hex probadas, como lo ~ 

muestran la tabla N2 4 y la gr,fica N2 4. 
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Gráfica 1 .- Curva de crecimiento de ~·PY.!!l!~ ENCB 576(ATCC 12JB5) 
crecida en caldo Todd-Hevitt en agitación a 150 rpm,J7°C. ias 
UFC/ml se determinaron por el metodo de Milcs-Misra. 
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Fase 1...2.gnrítmica Fa.se ontnoim1n1·l•l 
Tiempo de % <le % do % do % du 

agitación(min) Adherencitt Absorbnncia 1\dh e ron e i tL Ab"orbanllil\ 

. 5 12.7 87.3 77 .83 2" .17 
22.05 77,95 66.13 33.87 

2 2·1. 2·1 75.76 59,99 40 

6.66 93.34 68.17 31.8 .. o 100 64.21 )5.79 

·12.·11 57, 59 77 .31 22.69 

Tabla 3 .Adheroncin. de §..py.Qg~ M5 en faso lognrítmicn y ostnci.Q 
naria de crecimiento l1tilizando diforento~ tiempos de agi
tnci6n en el ·nsayo de adherencia a n-hoxadecano. 

Pasa lognr:ítmíca. E!!!!s nstacionarin 

cantidad de % de % de % de % de 
n-hexadecano(ml) adherencia Absorbn.ncia Adherencia .\bsorbuncia 

0.05 í.95 92.05 46.07 53,93 

0.1 5.33 94.67 71 ,47 28.53 

o. 15 9.17 90.83 81.77 18.23 

0.2 10.4 89.6 87.28 12.72 
o. 3 7 ,95 92 89.84 10.16 

O.·I 10.48 89.5 88.19 11 .81 

0.5 15 .)9 a.1.6 94.32 5.68 

Tabla 4 ·.Adherencia a n-hexa.decano de 2.~PY.!28~ Mi;! en fase loga.
rítmica y e~tncionaria do crecimiento utilizando diferea 
tes cnntidnde>s de n-hexadecano en el en.sayo. 
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De acuerdo a estos resultados se decidió utilizar las bacterias en 

fase estacionaria de crecimiento, 0.3 ml de n-Hex utilizando 3 ml de 

suspensión bacteriana y 1 minuto de agitación de acuerdo con las coll 

diciones que previamente han establecido algunos investigadores(2,9, 

30,35). 

Se midió la adherencia a n-hoxadecano do las cepas de referencia -

de ~·PY.!l.l!!!.!!J!.l!. M2, M3, M' y M12 y de !.calcoaceticus RAG-1 y MR-481 1 

y no se observó una diferencia significativa entre la adherencia a -
n-hexadecano de la cepa crecida en fase logarítmica y las cepas cre

cidas en fase estacionaria de crecimiento ,Tabla N~5 y gráfica N9 5 

en comparación con las observadas en las tablas Nº 2, 3 y 4. 

Las cepas de referencia de A.calcoaceticus presentaron un compor

tamiento esperado, ya que la cepa MR-481,mutante derivada de la ce

pa R~G-1, presentó una baja adherencia <1,t. comparada con la RA(j-1) 
70 %. Ambas fueron utilizndas como testigos de referencia en los en

sayos de adherencia a n-hexadecano actualmente dcscritos(9,30,35). 
El,.porcentaje de adherencia a n-hexadecano de las cepas de referell 

cia tanto de §.•PY.2B!ill..!!l! como de !,.ca.lcoaceticus, como muestra. la ta
bla N 26 y lo. gráfica N Q 6 y 7, fue ligeramente favorecido por el uso 

de PBS pH 7.2 como regulador de pH y no se encontró una diferencia 

en el uso tanto de caldo Todd-llewitt como de BHI como medio de ere-· 
cimiento en fase estacionaria. 

La. tabla 7 y la gráfica 8 muestran las diferencias observadas en 

la adherencia a n-Hex do las cepas de referencia de 2·PY.Q.R~ y de 
A.calcoaceticus cuando se incuban a 37ºc y 32ºC respectivamente con 

y sin ·agitación de 18-24 h. Todas las cepas de refcrencin. de 2_.py.Qg~ 

mostraron una adherencia a n-hexadecano mayor del 80 % cuando se uti

lizó el cultivo en agftación a 150 rpm, en .tanto que las cepas M3 y -

M5 crecidas sin agitación presentarán una adherencia menor al 80 %. 
Las diferencias de adherencia en cultivos con y sin agitación; las 

cepas [•PY!!&~ M2, M3 y M12 presentarón adherencia pequefia(( 7%). 
Sin embargo para las cepas M5 y RAG-1 las diferencias fueron muy su
periores a las anteriores s8.9 y 72.8 ~respectivamente con agitación 

y 56.9 y 34.5 % sin agitación. De acuerdo a las metodologías usadas -

por Ofek(30), Rosemberg(35), Courtney(9) y Babu(2); y de acuerdo a -
los resultados obtenidos se e.·stablecieron las condiciones para la r~ 
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Cepas ~ logarítmica Fase estacionario. 

% de Adherencia % de adherencia 

§.•PY.l!ll2!!il 
M 2 92.92 93.92 
M 3 85. 7 85.6 

M 5 84.72 89.21 
M 12 88.9 91 .51 

A· co.lcoaceticus 

MR 481 o .04 

RAG-1 73.61 72.18 

Tabla S .Adherencia a n-hexadecano de las cepas de §.•PY!ll!~ y 
!.calcoaceticus de referencia probadas en fase logarii 
mica y estacionaria de crecimiento. 
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medio de regulador 'f. de adherencia 
e o p a cultivo. . d~ pH. a n-hexa.decano. 

!.calcoaceticus 
RAG-1 BllI PBS 93.79 
RAG-1 BllI PUM 95,71 
RAG-1 T-H PDS 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 

.§..pygg~ 

M 2 BHI PBS 93.62 
M 2 BHI PUM 92.07 
M 2· T-11 PBS 85.26 
M 2 T-H PUM 97.67 

M 3 BHI PBS 97.18 
M 3 BHI PUM 92.61 
M 3 T-H PBS 98.96 
M 3 T-H PUM 79.03 

M 5 BHI PBS 98.75 
M 5 BHI PUM 85.78 
M 5 T-H PBS 98.91 
M 5 T-ll PUM 95.95 

M 12 BHI PBS 84.98 
M 12 BHI PUM 91 .18 
M 12 T-H PBS 83.61 
M 12 T-ll PUM 78.12 

Tabla 6.Adhercncia a n-hexadecano de cepas de !.calcoaceticus 
y §.•PY.!!l!!!!!fil!. ensayadas on fase eataci61>aria de ere-
cimiento utilizando diferentes medios de cultivo y dos 
reguladores de pH. 
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Cepa 

§..pyogenes 
M 2 
M 3 
M 5 
M 12 

% de adherencia 
con agitación(150rpm) 

83.29 
83.5 
88.9 
86.3 

J:..calcoe.ceticus 

RA(!-1 72.8 
MR 481 o 

% de adherencia 
sin agitación. 

90.52 
79.67 
56.97 
89. 76 

34.55 
o 

Tabla 7.Adherencia a n-hexadecano de cepas de ~·PY.!lK~ y 
!.calcoaceticus de referencia probadas en fase es
tacionaria. de crecimiento con y sin agitación a --
150 rpm. 
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aliza.ción de los ensayos de adherencia a n-Hex para las cepas de re

ferencia como para las cepas de estreptococos beta hemolíticos 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 hemolíticos aislados de niflos con fiebre reumática, sus 

contactos familiares, portadores sanos y enfermos con faringitis e~ 

treptocóccica. 

La gráfica N29 mustra la distribución de la adherencia a- n-Hex de 

las cepas de estreptococos beta hemolíticos(EBH) aislados de pacieu 

tes con fiebre reumática(FR) del Instituto Nacional de Pediatría, -
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 80%. 
En la gráfica Nº10 se observa que las cepas aisladas de los canta~ 

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 gráfica NQ11 muestra la distribución de las cepas de 2·PY.QE~ 
aisladas do escolares portadores(EP) donde el 77.7%(42) de las cepas 
presentaron una adherencia 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 a n-Hex. Las cepas de EBH ,_ 

aisladas de enfermos con infección estreptocóccica del IMSS(FE) como 

lo muestra la gráfica N• 12, el 93.5%(29) de las cepas presentaron -
una adherencia a n-llex mayor del 80% y el 7.4%(2) una adherencia en

tre el 60 y 80%. 
¡a gráfica NQ 13 muestran la adherencia a n-Hex de 

las cepas de referencia(ENCB) de [.py.Qge!!JU!. y !.calcoaceticus; Todas 
las cepas de 2·PY.28~ presentaron una adherencia a n-Hex superior. 

al 80% y las cepas de !.calcoaceticus RAG-1 y MR-481(utilizadas co

mo testigos positivo y negativo respectivamente en los reportes de 

adherencia publicados en la
0

literatura) presentaron 72.1% y O% de 
adherencia respectivamente. 
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La g1·áfica N9 14 muestra la. distribución de adherencia a n-Hcx 

de todas las cepas de EBH probadas, donde destacan las cepas de -

EP,las cuales presentaron en su mayoría una adherencia a n-Hex m~ 

nor o.l 20%; mientras que la mayoria de los otros grupos el pareen 

taje de adherencia fue mayor al 80%. 
Los ensayos de adherencia a células Hep-2( tabla 9 y gráfica 15), 

muestran la cantidad aproximada de bacterias utilizada en los ensa

yos, la cual correspondio, por el método de Miles-Misra, a 3.9 x 106 

UPC/ml. De acuerdo al criterio de lectura establecido la gráfica 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 JJ.3% 
de las cepas aisladas de escolares portadores presentó este porcent~ 

je de adherencia en comparación con las otras cepas en las que la m~ 

yoría{ arriba del 80% son prueba positiva de adherencia a células 

llep-2. 
En la flqtog:te.fíá N 9 1 se muestran células Hep-2 sin inocular; en -

las fotografías 2, 3 y 4 células Hop-2 con 8BH adheridos· en su supe~ 
ficie, la mayoría de las cepas que dieron una adherencia positiva a 

células Hep-2(arriba del 80 %) mostraron estos tipos de adherencia, 
los cuales semejan mucho a los patrones de adherencia localizada,des

crita para algunas cepas de Escherichia· ~ enteropatógenas. 
En la tabla N210 se presentan los resultados positivos encontrados 

de acuerdo a los criterios de lectura, tanto para n-Hex como paTa c! 
lula.s Hep-2, de la.s cepas de EBH probadas. Todas la.s cepa.s de refe

rencia dieron una. prueba. positiva.(100%). Ninguna. cepa. deescola.res -
portadores presentó una adherencia del 80% a n-Hex y sola.mente el -
JJ,J% de ella.s se adhirió a células Hep-2. Las otra.s cepas dieron un. 
alto pocenta.je tanto a n-Hex como a células Hep-2, el 80% de PE, 

79.3% de CF y el 93.5% de FE para n-Hex y el 90%,96.5% y 83.8% res
pectiva.mente pa.ra células Hep-2. 
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tubo con 200 U.K.* 
( **) ( ***) # de 

sector Dil. Colonias 

o 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
1 

Inc. 
Inc. 
lnc. 
Inc. 
Inc. 
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2 
1 

tubo con 140 U.K 
sector Dil. c«1~gias 
o 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
1 

lnc. 
Inc. 
Inc. 
Inc. 
126 

21 
3 
o 

tubo ·con 2-52JU.K. 
# de 

sector Dil. colonias 

o 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
1 

Inc. 
Inc. 
Inc. 
Inc. 
56 
6 
1 
o 

tubo con 320 U.K. 

sector 

o 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
1 

#de 
colonias 
Inc. 
Inc. 
Inc. 
Inc. 
Inc. 
57 
9 
1 

tubo con 82 U .K. 

Sector 
# de 

Colonias 

o 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
1 
tubo 

Inc. 
Inc, 
Inc. 
Inc. 

177 
38 
1 
o 

éector 
con 252#Udl. 
Dil. Colonias 

O" 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 

Inc. 
Inc. 
Inc. 
Inc. 
70 
74 
1 
o 

tubo con 250 U.K. 
# de 

sector Dil. colonias 

o 
1 
2 
J 
4 
5 
6 
1 

Inc. 
Inc. 
Inc. 
Inc. 
Inc. 
27 

1 
o 

tubo con 335 U.K. 
#de 

sector Dil. colonias 

so 

o 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
1 

Inc. 
Inc. 
Inc. 
Inc. 

137 
28 

2 
1 



tubo con 396 U .K. } 
(u.f".C 

S<!ctor Dil. # de co onias 

0
1 181 ~:~: 
2 102 Inc. 
J 103 lnc. 
4 104 Inc. 
5 105 78 
6 106 

7 
7 107 o 

* U.K.- Unidades Klett, 
utilizando filtro rojo. 

** sector de la placa de 
gel osa sangre. 

*** dilucirln utilizada 

J .9x 1 o6UFC/ml. 
lnC 15.17 

Tabla 8 
"cantidad ~e ~·PY.!?B!ll!!!.! utilizada en los ensayos 

de adherencia a celulas Hep-2,las cepas fueron crecidas 
en caldo Todd-Hevitt 18-24 h a J7°C • La determinación ee 
realizó por el mJtodo de_Miles-Minsra. 
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Fotog rafia 1 - Células Hep-2 sin inoculación. 

••• 
• ••••• 

Fotografía,2, ~elulas Hep-2 con e
5

usptreernt
1

occ
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oec.os 
beta hernol1t1cos adherei<lo~ en su l 
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Fotogrifias 3 y 4 • C6lulas Hep-2 con estreptococos bata 
hemolíticos adheridos en su superficie. 

SS 



Totnl de cepas n-hexadecano células Hep-2 
y origen. 80% Adh. % 80% Adh. % 

10 FR 8/10 80 9/10 90 

29 CF 19/29 79.3 28/29 96.5 

54 EP 0/54 o 18/54 33.3 

31 FE 29/31 93.5 26/31 83.8 

6 ENCB 6/6 100 6/6 100 

FR - Fiebre Reumática CF - Contactos Familiares 

EP - Escolares Portadores FE - Faringitis Estreptocóccica 

ENCB - Cepas de referencia de §.•PY.Q.R!!.!!.fil'. 

Tabla 8. Resultados positivos de adherencia a n-hexadecano y 
y células Hcp-2 de las copas de estreptococos beta
hemolíticos probadas. 
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O I S C U S I O N • 

La cantidad do bacterias utiliza.das en los ensayos de adherencia. a 

n-hcxa.decano correspondió n n.proximndamente 3.5 X 105 UFC/ml para -
URe. e.bsorbe.ncie. de 0.4 a 5)0 nm(tabla 2 y gráfica 2), le. técnica u
tiliza.da. ·se basó en la metodología use.da por Courtney y cols.(9);le. 
cual es una de las más recientes investigaciones en adherencia de 

~·PY~~ a n-hexadecano. 

La cepa de ª•PY.2B~ M5 crecida en fase estacionaria. presentó -

una adherencia. a n-Hex. superior n. ln fn.se logu.ritmico. do crecimien

to tanto para las diferentes cn.nt.idn.des de n-hexadecano e amo paro. -

los tiempos de agitación utilizados en el ensayo(te.blo.s 3 y 4). 
Ofek y col~(JO), he.n reporte.do que le. fe.se logarítmica. de ~·PY.!!11.!!!l!!.1!. 
presentó una adherencia n. n-hcxadeca.no menor del 50% para los dife

rentes tiempos de agitación proba.dos por ellos( 1, 2 y 3 min), y la 
adherencia. en fase estacionaria es superior al 80~ para todos los -

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

utilizaron diferentes cantidades de n-hexadecano. 

La hidrofóbicidad de la cápsula bacteriana es considero.da como -

una de las principales causas de que en la fase logarítmica de cre

cimiento de 2.py,ggencs M5 se presente una adherencia a n-hexadecano 

menor al 50~, como lo han demostrado Ofek y cols.(30); e.poyandose -
en que Rosemberg menciona que la adherencia entre la bacteria y el 

n-hexadecano esta basada en la capacidad hidrof Óbica de la superfi

cie be.cteriana(34,36). 
Se encontraron pequeñag diferencias en la adherencia o. n-Hex de -

las cepas de referencia de 2·PY~~ y !.calco~~uticus crecidas en 

fase logarimica y estacionaria de crecimiento, pero siempre obtuvi

mos una adherencia. superior al 80% vara §..pygg~, Ofek encontró -

diferencias utilizando las mismas cepas de referencia, donde lo. ad

herencia en fase logarítmica fué menor al 40% y para la estacionaria 

mayor al 80%(30). 8stas diferencias pudieran deberse a las condicio
nes del ensayo, Ofek utilizó caldo Blll, agitación de 3 minutos para 

la prueba y una concentraci1Ín de bacterias de 1010uFC/ml. Parn. las 
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cepas de !.calcoaceticus Rosemberg reporta diferencias simila~cs a -

las encontradas por Ofek con cepas de ~.pyQg~, utiliza regulador 

de PUM pH 7 .1 , caldo DHI, realiza un ajuste de la suspensión bacte

riana a 1 .4-1 .6 de Sbs. a 400 nm y una. preincubación con n-Hcx de -

1 O minutos ( 30), 
En los ensayos de adherencia a n-Hex de !.calcoaceticus RAG-1 y -

MR-481 reportados por Rosemberg(35) y Ofek(JO) se utilizó caldo BHI 
y regulador de PUM pH 7.1; 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 gr~ficas 6 y 7 ,y la tabla 6, por 

lo que se decidió seguir utilizando caldo Todd-Hewitt debido a que -

es un medio óptimo para el desarrollo de estreptococos beta hemolí

ticos(14) y PBS pH 7.2 por que es el utilizado por Courtney(9) y 
Ofek(JO) en reporte recientes. 

Comparamos la adherencia a n-Hex de las cepas de referencia de 

§..pyQg~ y !_.ca.lcoaceticus crecidas en incubación con agitación a 

150 rpm y sin agitaciÓ;1, los resultados de la tabla 7 y de la grá

fica 8 muestran que para la cepa M5 de ª·PY.QE~ y !,.cnlcoaccticus 

RAG-1 la agitación representó una diferencia en la adherencia a n

Hex, mientras que para las demás cepas no pareció influir de manera 

importante las condiciones de agitación. En ninguna metodología de 

adherencia n n-hexadecano se hace mención do la incubación en agit~ 

ción, por lo que desconocemos si fué utilizada durante la incubación 

de las cepas. 

La utilización de cepas de A,calcoaceticus RAG-1 y MR-481 (como -
testigos positivo y negativo respectiva.mente) nos permitió valorar 

los ensayos de adherencia realiza.dos, 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 EDH aisla.das de diferentes fuen

tes se observó una adherencia a n-Hex mayor al 80% para la mayoría 

de los grupos probados, excepto el de escolares portadores donde la 

mayoría de las cepa.s presentaron una adherencia a 

20%(gráficas 11 y 14). Los reportes de adherencia 
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establecido con el uso de cepas de referencia, por lo que desconOoe
eos el comportamiento que pudieran tener cepas de diferentes oríge
nes en los ensayos de adherencia a n-Hex. 

La baja adherencia observada en las cepas de lt•PY.!!fenes aisladas -
de EP puede ser debida al tiempo tan prolongado da conservación en -
caldo Todd-Hevitt-sangre(l :1), al cual fueron aometridas de 'casi un 
afto; un estudio utilizando cepas de reciente aislaeiento podría rati 
~icar esta información, así se podra especular sobre la capacidad de 
adherencia de las cepas de portadores sanos y discurrir sobre l~ ca
pacidad de adherencia mayor para poder estar al nivel de las cepas -
PR,CF y FE. La hidrofóbicidad superficial del estreptococo pudiera -
estar relacionada con la capacidad para provocar enfermedad en un -

huésped determinado. 
Se sabe que la hidrofóbicidad en [•PYl!B!!!l!!.!!. favorece su adherencia 

a las células epiteliales del huésped(4,17,19), provocando la coloni 
zación y posterior daffo del mismo(17,19). 

No encontramOs una relación entre la positividad o negatividad da
da por los diferentes grupos de EBH( grupos A,B?C y G). Tampoco se -
ob'Bervó une. relación entre las cepas que presentaron una baja adhe.
rencia a n-llex y células Hep-2 de cada grupo estudiado. 

Las ventajas del estudio de la adherencia bacterif!111a a hidrocarbu
ros líquidos(n-hexadecano) como un indicador de la hidrofobicidad -
bacteriana, tiene ciertas ventajas sobre otras técnicas y se pueden 
resumir en tres principaimente: 1) l~ superficie a la cual se adhi~ 
re la bactoria(hidrocarburo líquido) se encuentra bien definida. 2) 
no se requiere de ~quipo sofisticado y J) la cuantitatividad de los 
resultados eH rápida y táci~mante obtenida.(34,36). 

Por otra parte, no se conoce el mecanismo de adherencia de 
ª-·py,ggenes a células Hep-2; de acuerdo a nuestras resultados, debe 
estar relacionado con la capacidad hidrofóbica de la bacteria, de
bido a que el gru1•0 de EP que presenta una baja adherencia a n-Hex, 
también da una be.ju. adherencia a células Hep-2 ; y las dem&s cepas 
presentan a~tos porcentajes de adherencia a ambos sistemas. Este. -
cape.cidad hidrofóbica podrá ser un requisitó ,pero creemos que e.d~ 

más se requier~ y se lleva e. cabo un mecanismo específico de adhe
rencia a las células Hep-2. 
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- La ndhorencia a c¿lulas Hcp-2 de las cepas de !-calcoaceticus 

RAG-1 y MR-4B1 no ¡mdioron ser comparadas debido a que ambas mostr!!:. 

ron adherencia al vidrio y agregados, la adherencia nunca rué supe

rior al 50% _para la cepa. RAG-1, aunque siempre fué menor para la c,g_ 
pa MR-481. Rosemberg comparó la adherencia de !.calcoaceticus RAG-1 
y MR-481 n células epiteliales(utilizando una técnica diferente a la 

nuestra) donde RAG-1 presento un 60% y MR-481 3.6% do adherencia a 
células epiteliales(35). 

El patrón de "adherencia localizada 11 que mucstrart la mayoría de -
las copas de EBH 1 es similar al que se ha descrito para algnno.s se
rotipos de g.~ enteropatógenos, el cual se encuentra relacionado 

con la producción de una proteína de membrada externa de aproximad~ 
mente 92 kiloda.ntones de peso molecular, la cual so cncuentr.i codi
ficada por un plásmido de 60 megadaltones denominado pMar 2(28,39). 
~.pygg~ es una bacteria gram positiva que no cuenta con una mem
brana externa, y los modelos de adherencia a células epiteliales(ej. 

figuEa 2) muestran la participación de la región hidrófóbica del ALT 
en su unión a la región amino terminal de la molécula de fibronecti
na localizada sobre la célula epi teli8.·l. Resul taro. de futuro interés 

estudiar el mecanismo de adherencia a células Hep-2. No se cuentan -
con reportes sobre la adherencia de ~·PY.28~ a líneas celulares -
Hep-2 .. La co..ra.cterizac.tón de las estructuras superficiales do ln -
bacteria responsables de la adherencia a estas células puede apor
tar información en relación a la capacidad patógena que puede pre

sentar ~·PY.2E~ en su relación con el huésped ... Proponemos realizar 
como trabajo a futuro ensayos de inhibición de la adQorencía a célu
las Hep-2, preincubando a las células Hep-2 con ALT,protcína M y caL 
bohidrato C de 2·PY.2E~ y con anticuerpos contra fibronectínn. Así 
como peobar la inhibición preincuba.ndo a la. bacteria con fibronecti·~ 

na y anticuerpos contra ALT, _proteína. M y carbohidrato "C", y i'ibro

nectina. Comprobar sí este patrón de adherencia se presenta en célu
las epiteliales obtenidas d~ raspados bucales de individuos con y -
sin infección estreptocóccica.; verifica1· utilizando otras lineas de 
cultivos celulares si este fenómeno de ndherencin es exclusivo para 
células Hep-2. 
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La adherencia a células Hcp-2 pude ser un modelo de gru.n utilidn.d 

para. el estudio de los mecanismos de adherencia de .§..py.Qg~ y otros 

microorganismos de inter6s m~dico, presenta ventajas sobre los cul

tivos de c6lulas epiteliales a partir de raspados buen.los debido a: 

su facil~dad de manejo, eliminaci6n de flora asociada a estas cdlu·· 

las, la cantidad de células que se pueden utilizar en mayor y estas 

son más hOmogeneas. Pnra lo cual debemos evaluar la adherencia a cé-· 

lulas He;·2·! Coi1·!rcspecto o. células epiteliales. 
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e o N e L u s I o N E s . 

Las cepas de Acinetoba.cter calcoa.coticus RAG-1 y MR-481 empleadas 

durante lo. estandarización de lo. técnica. de adherencia o. n-hexo.dccQ:_ 

no nos permitió validar la eficiencia. del ensayo. 

Las 10 cepas do pa.cientcsrcon 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 aj.s% a células l!ep-2 respectivamente, lo que señala a 

la adherencia como un factor de patogcnicida.d importante. 

Las 54 cepas de EP presentarán una adherencia menor al 20~ en el 

77 % de los casos y menor al 80% en células llep-2 en el 33% du los 

casos. Toma.dos a.sí este grupo presentó un porcentaje bajo de adhe

rencia.. 

Las diferencias encontradas en la co.pa.cido.d de adherencia. de las 

cepas de EBH puedan estar relacionadas con la capacidad para adhe

rirse, invadir y causar daño en el huésped. 

La. técnica. de adherencia a células Hep-2 puede servir como un mo

delo alternativo para el estudio de la interacción de ª·PY.2.S~ 

con la célula huésped. 
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