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1. INTRODUCCION

1.1. ASPECTOS GENERALES DE STREPTOCOCCUS AGALACTIAE

1.1.1. Nomenclatura

Streptococcus agalactiae, es la denominacion de especie para los
estreptococos que coniienen el antigeno carbohidrato grupe B de Lancefield
(Jelinkovi and Motlovd, 1985a; Hardie, 1986; Henrinchsen, 1985).

La primera denominacicn utilizada para este microorganismo fue S. nocardi,
aunque otros sinénimos empieados han sido: §.mastitis contagiosae, S. mastitis
sporadicae, S.agalactiae contagiosae, S.agalactiae, S.mastitidis. La actual
denominacion de especie (S.agalactiae), es debida a Lehmann y Neuman y data de
1896, aunque fue propuesta en 1947 por Brown en el 4° Congreso Internacional de
Microbiologia siendo la aceptada oficialmente desde 1954 (Jelinkovd and Motlovd,
1985a; Hardie, 1986).

Debido a que la identificacion de S.agalactiae, sc realiza hahitualmente por
métodos serolégicos, se emplea frecuentemente el término "estreptococo del grupo

B" y de forma abreviada "EGB".

1.1.2. Revision histdrica

El término Streptococcus fue aplicado por primera vez en 1877 por Billroth
y Ehrlich, para describir cocos formadores de cadenas observados en infecciones de
heridas. En 1884, Rosenbach (Topley and Wilson’s, 1975), dio el nombre de
Streptococcus pyogenes a cocos que crecian en cadenas y que se aislaron de lesiones
supuvativas humanas. Unos afios mds tarde, en 1887, Nocard y Mollereau (Ross,

1984; Topley and Wilson's, 1975) describieron el aislamiento de estreptococos con

propiedades similares a las de S.agalactiae en vacas con una forma de mastttis




contagiosa, estableciendo asi una relacion causal.

Marmorek en 1895 (Topley and Wilson’s, 1975), observé la capacidad de
algunos estreptococos para lisar eritrocitos y Schottmuller en 1903 (Topley and
Wilsoa’s, 1975) propuso que esta capacidad para causar hemdlisis "in vitro” deberia
usarse como sistema de clasificacion de estreptococos.

Smith y Brown en 1915 (Topley and Wilson’s, 1975) describieron los
distintos tipos de cambios producidos por estos microorganismos en placas de agar
sangre y en 1919 Brown (McCarty, 1980) introdujo los términos alfa, beta y gamma
hemélisis encontrando gue tanto los estreptococos de origen humano como bovino
pertenecian al tipo B-hemolitico. Posteriormente, Ayers y Rupp en 1922,
diferenciaron EGB de otros estreptococos B-hemoliticos por su capacidad para

hidrolizar hipurato sédico (Henrichsen, 1985).

Hitchcok en 1924 (Ross, 1984; Topley and Wilson’s, 1975) fue el primero
en demostrar que la mayoria de los estreptococos procedentes de infecciones humanas
posefan un antigeno polisacdrido activo seroldgicamente.

Lancefield definié 2 antigenos carbohidratos de pared celular para EGB: el
antigeno de grupo B o sustancia "c" comiin a todas las cepas de este serogrupo y el
antigeno tipo especifico o sustancia "s" que permite su posterior clasificacion en
serotipos. De este modo, Lancefield en 1933 demostré que la mayoria de las cepas
B-hemoliticas patdgenas para el hombre pertenecian al grupo A y que las cepas B-
hemoliticas aisladas de vacas tenfan ur polisacdrido distinto y se clasificaron como
grupo B. Este sistema de clasificacion estd basado en la reaccion de precipitacion
capilar entre el antigeno carbohidrato grupo especifico solubilizado por tratamiento
dcido de los microorganismos, con antisueros hiperinmunes preparados por
inmunizacion de conejos con células enteras tratadas con formol (Lancefield, 1933).

Stableforth en 1932 (Topley and Wilson’s, 1975) demostrd la existencia de
tipos seroldgicos en EGB.  En 1934, Lancefield (Ross, 1984), describié 3 serotipos

de EGB basdndose en los antigenos polisacdridos tipo-especificos: 1, 11y 111, y 4

afios mds tarde subdividio el serotipo | en la y Ib (Topley and Wilson’s, 1975). El

5° serotipo caracterizado por Wilkinson y Eagon en 1971 e histéricamente designado




como Ic, presenta el mismo antigeno polisacdrido que el serotipo la y el antigeno

proteico ¢ (Wilkinson and Eagon, 1971). Lancefield demostrd que un determinante
antigénico menor el polisacdrido tipo labc era comiin a muchas cepas tipo | (Edwards
and Baker, 1990).

En 1979, Perch v col. describieron el serotipo 1V, posteriormente aislado y
caracterizado por Wessels y col. en 1989 (Perch et al., 1979; Wessels et al., 1989).
Recientemente se ha definido el polisacdrido capsular tipo V, encontrdndose bajo
investigacion varios nuevos serotipos (Jelinkova and Motlovd, 1985b; Motlovd etal.,
1986; Wessels et al., 1991).

Pattison, Mattews y Maxted en 1955, aiiadieron al perfil seroldgico de EGB

los antigenos proteicos R y X, utilizados més tarde por Stableforth como sistema de

clasificacion de los tipos de EGB (Topley and Wilson’s, 1975).

Streptococcus agalactiae fue considerado como saprofito de vagina hasta
que en 1935 Lancefield y Hare, relataron la presencia de este microorganismo en
cultivos vaginales de mujeres postparto y que ocasionalmente fueron asociados con
fiebre durante este periodo (Edwards and Baker, 1990).

El primer caso de sepsis puerperal fatal por Streptococcus agalactiae fue
descrito en 1937 por Colebrook y Purdie aunque fue Fry en 1938 (Topley and
Wilson’s, 1975; Ross, 1984; Dillon et al., 1985) quien llam la atencién sobre EGB
como causa de infecciones postparto, relatando 3 casos de sepsis puerperal fatal.

Brown en 1939, fue el primero en describir a EGB como patdgeno urinario
y neonatal tras su aislamiento en sangre de tres meonatos post-mortem donde se
sugirié el tracto urinario como posible origen de la bacteriemia. En 1964, Eickhoff
y col. describieron 3 casos de pielonefritis y 1 caso de bacteriemia por este
microorganismo.

Meningitis en recién nacidos causadas por EGB se relataron en 1941 por
Plummer, 1943 por Wheeler y Foley, 1958 por Nyhan y Fousek. Unos afios mds
tarde, Hood y col. enfatizaron la posible relacién entre colonizacion vaginal por EGB
y aborto, prematuridad, muertc perinatal y enfermedad neonatal (Franciosi et al.,
1973; Diilon et al., 1985; Ross, 1984).




A pesar de esto, la infeccion humana por EGB se considerd infrecuente, hasta que
a principios de 1960, varios autores indicaron que la enfermedad debida a este
microorganismo era mds comin de lo que se habia considerado. Es a partir de 1970,
cuando incrementa la importancia de EGB como patégeno humano, llegando a ser
una causa frecuente de infecciones neonatales y maternas relacionadas con el
puerperio (Baker and Edwards, 1990; Fischer, 1983; Edwards and Baker, 1990).
Las razones que justifican este aumento en la incidencia de las infecciones por este
microorganismos no estan claras (Baker, 1977a; Baker and Edwards, 1990; Easmon,
1986a).

Este incremento en las infecciones neonatales tambien se acompaii¢ de un
aumento en las infecciones de adultos, por lo que S.agalactiae, ademds de un
importante patégeno neonatal es considerado hoy dia como patdgeno oportunista en
adultos comprometidos por quimioterapia, diabetes mellitus, enfermedad hepdtica o

embarazo (Edwards and Baker, 1990; Cueto, 1989; Baker and Edwards, 1990).

1.1.3. Caracteristicas morfolégicas y bioquimicas

Se presentan como células esféricas u ovoides de 0,6 - 1,2 um de didmetro
gram positivas, inmoviles, no esporuladas, anaerobias facultativas, gue crecen
formando cadenas caracteristicas cuya longitud estd en relacion inversa a la riqueza
del medio de cultivo (Hardie, 1986).

Las colonias de EGB, tras 18-24 horas de incubacion tienen de 3-4 mm de

didgmetro, son lisas de bordes enteros, gris perla o blanquecinas y bastante blandas

al tocarlas con un asa de inoculacion (Facklam and Washington, 1991). En placas

de agar sangre, las colonias generaimente aparecen rodeadas de una zona pequena
de B hemolisis, aunque el 2-3% de las cepas carecen de esta actividad (Pattierson and
Hafeez, 1976; Henrichsen, 1985; Sonnenwirth, 1983; Facklam and Washington,
1991).

Se ha observado que EGB, puede mostrar varios tipos de hemdlisis: B (con

una zona de lisis muy pequefia), o (de doble zona), 0 no hemolisis (Hardie, 1986),




el tipo y extension de la hemdlisis, estd influenciada por la composicion del medio

base, el tipo y concentracion de sangre usada y las condiciones del cultivo (Hardie,

1986).

Catalasa y oxidasa negativos, generalmente resistentes a bacitracina (aunque
algunas cepas ocasionalmente son susceptibles a la misma), hidrolizan hipurato pero
no esculina, combinacion caracteristica que diferencia EGB de otros estreptococos
(Facklam et al., 1974), crecen en caldo 6,5% CINa especialmente después de 48
horas de incubacion, asi como en agar con 40% de bilis (Facklam and Washington,
1991; Hardie, 1986; McCarty, 1980; Henrichsen, 1985; Waitkins, 1980).

Fermentan glucosa, maltosa, sacarosa y casi todas las cepas, también
trehalosa y glicerol (Hardie, 1986; Henrichsen, 1985); no producen dcidos a partir
de sorbitol, arabinosa, xilosa, rafinosa, inulina y manitol. La produccion de dcido
a partir de salicina es variable y solamente un 5-6% de las cepas humanas son
capaces de formar dcido a partir de lactosa (Kjems et al., 1980; Henrichsen, 1985)
aunque aproximadamente el 99% de las cepas de origen bovino presentan esta
propiedad (Henrichsen, 1985).

L.a mayorfa de las cepas de S. agalactiae, hemoliticas 0 no, producen una
proteina extracelular termoestable, conocida como factor CAMP.  Un pequefio
nimero de cepas de EGB pueden ser CAMP negativas pero las cepas no hemoliticas,
habitualmente dan una reaccién positiva, ya que no existe relacion entre este factor
y la hemolisina estreptocdcica (Ferrieri, 1985a; Henrichsen, 1985; Marchlewicz and
Duncan, 1980).

La prueba CAMP, para identificacién presuntiva de EGB, fue descrita en
1944 por Christie, Atkins y Munch-Petersen (McFaddin, 1980), poniéndose de
manifiesto mediante ella la hemdlisis sinérgica entre una B-toxina de Staphylococcus
aureus (esfingomielinasa C) y este factor estreptocdcico en sangre de oveja 0 vacuna.
El factor CAMP no es especifico de EGB, puesto que puede producirse en cepas de

otros grupos como C, F y G (Hardie, 1986). Se han realizado modificaciones de




esta prueha que permiten una identificacion mds rdpida de EGB que la original
(Darling, 1975; Dispersio et al., 1985, Ratner et al., 1986).

La produccion de este factor estreptocdcico también puede emplearse en la
identificion presuntiva de Clostridium perfringens mediante la reaccion denominada
"reverse CAMP", en la que se observa una hemdlisis sinérgica en agar sangre
humana, entre EGB y una a-toxina producida por C.perfringens (Hansen and Elliott,
1980; Ferrieri, 1985a).

Otro criterio utilizado en la identificacion presuntiva de EGB, es la resistencia
al trimetoprim-sulfametoxazol (SxT), debido a su capacidad de utilizar la timidina
presente en los medios de cultivo, anulando el bloqueo de la via del dcido félico

(Coll et al., 1985; Facklam and Washington, 1991; Gunn, 1976).

1.1.4. Caracteristicas nutricionales

En 1943, Nivin determiné los requerimientos nutricionales de varias cepas
humanas y bovinas de EGB en un medio quimicamente definido, encontrando una
gran homogeneidad en sus requerimientos vitaminicos (Baker and Edwards, 1990).

Otros estudios realizados sobre una gran variedad de medios de cultivo

indican que EGB es totalmente homogéneo en sus requerimientos de aminodcidos

durante el crecimiento en condiciones aerobias y anaerobias con muy pocas

excepciones (Willett et al., 1967; Milligan et al., 1978a). Fenilalanina, tirosina,
triptéfano, glutamato, arginina, valina, leucina, lisina, metionina, isoleucina, cistina
e histidina son requeridos por la mayoria de las cepas. Algunas cepas del serotipo
111 requieren serina, y las necesidades de glicina varfan de una cepa a otra (Milligan
et al., 1978a).

Podemos decir que, EGB es un microorganismo con pocos requerimientos
nutricionales, y que puede desarroliarse en medios de cultivo relativamente simples,
aunque el enriquecimiento con sangre, suero ¢ glucosa favorece su crecimiento
(Facklam and Washington, 1991).




En medios liguidos, las cepas formadoras de cadenas generalmente originan
un crecimiento granular con un depdsito pulverulento o flocular y un liquido
sobrenadante claro. El crecimiento es favorecido por la adicidn de glucosa, pero el
pH baja rdpidamente y cesa el crecimiento (Topley and Wilson’s, 1975). Esta caida
del pH se debe a una acumulacion de dcido ldctico, procedente de la fermentacion
de los azicares, especialmente de la glucosa (McCarty, 1980).

En medios tamponados, con glucosa (Todd-Hewitt) o en medios con un
elevado contenido en ésta, al que continuamente se afiade dlcalis durante el

crecimiento, se obtiene un rendimiento algo mayor (Topley and Wilson’s, 1975).

Se han empleado una gran variedad de medios de cultivo para el aislamiento
de EGB, desde medios de cultivo bisicos debido a sus pocos requerimientos
nuiritivos, pasando por medios selectivos para reducir al minimo la proliferacion de

especies no deseadas a partir de muestras clinicas, hasta medios selectivos y a la vez

diferenciales que al mismo tiempo que inhiben el crecimiento de microorganismos

acompanantes, permiten una identificacion presuntiva del microorganismo (de la
Rosa et al., 1983).

El empleo de medios selectivos, lleva a una mayor tasa de recuperacion de
EGB y su empleo es necesario, sobre todo en estudios epidemioldgicos (Baker et al.,
1973b; Mason et al., 1976; Gray et al., 1979; Persson and Forsgren, 1987).

Baker y col. en 1973, propusieron utilizar un Todd-Hewitt adicionado de 8
ug/ml de sulfato de gentamicina y 15 pg/ml de dcido nalidixico como sustancias
selectivas (conocido como SBM) (Baker et al., 1973b). Posteriormente, se han
empleado concentraciones menores de gentamicina (Easmon et al., 1983a) ya que las
comparaciones realizadas en el laboratorio y el uso prdctico, revelan que la
gentamicina a estas concentraciones inhibe el crecimiento de algunas cepas de EGB
(Gray et al., 1979; Santos and Hill, 1984).

Colistina y dcido nalidixico (Fenton et al, 1979), polimixina, dcido nalidixico
y cristal violeta (Gray et al., 1979), Trimetoprim - Sulfametoxazol (SxT) (Gunn et

al., 1977) son algunas otras de las combinaciones utilizadas en medios selectivos.




Muchas otras combinaciones antibidticas se han utilizado para inhibir el
crecimiento de microorganismos que se encuentran en muestras clinicas sobre todo
bacilos gram negativos y estafilococos encontrados frecuentemente en embarazadas
y recién nacidos; no obstante, aunque estos medios facilitan el diagndstico de EGB,
no lo aceleran ya que la identificacion del microorganismo ha de hacerse con

posterioridad.

Con propdsitos de seleccion pero también de identificacion presuntiva de
EGB, lo que lleva a un diagndstico mucho mds rdpido, se han desarrollado otros
medios de cultivo basados en la produccion de un pigmento anaranjado carot...oide

caracteristico de S.agalactiae (Seccion 1.2).

1.1.5. Cepas de origen humano - animal

Desde hace afios, se han cuestionado las relaciones entre cepas de origen
humano y bovino aunque hasta la fecha no hay evidencia que las vacas sean un
reservorio para la transmision de EGB a humanos (Finch and Martin, 1984; Baker
and Edwards, 1990).

I.a comparacion realizada entre los aislamientos humanos y bovinos revela la
existencia de un determinante antigénico comin de grupo (Santos and Hill, 1984),
no obstante, existen diferencias bioguimicas, bioldgicas y seroldgicas entre ellos

(Hardie, 1986; Jensen, 1985; Lammler et al., 1985) que apoyan que ambos

aislamientos, humanos y bovinos constituyan 2 biotipos diferentes; pero, puesto que

por el momento no se ha establecido una diferenciacion taxondmica entre ellos,
ambos patégenos humanos y bovinos se siguen considerando una sola especie (Finch
and Martin, 1984; Baker and Edwards, 1990; Jensen, 1985).

Si bien, entre todos los aislamientos de animales los bovinos son los
mencionados con mayor frecuencia en la bibliograffa, EGB también se ha aislado
(ocasionalmente de muestras patoldgicas) de cerdos, nutrias, peces, perros (Wibawan
et al., 1993; Kornblatt et al., 1983; Robinson and Meyer, 1966).




1.1.6. Productos bacterianos

Entre los productos bacterianos elaborados por EGB, podemos incluir adems
del polisacdrido capsular soluble tipo-especifico, otros productos como: hemolisina,
factor CAMP, pigmento, neuraminidasa, dcido lipoteicoico, hipuricasa, nucleasas,
toxinas, hialuronidasa y proteasas (Kjems et al., 1980; Tapsall, 1986; Marchlewicz
and Duncan, 1980; Ferrieri, 1985a; Baker and Edwards, 1990). La importancia de
estos productos bacterianos y el interés de su estudio radican en la posibilidad de
intervenir en la interaccion bacteria-huésped, contribuir a la patogénesis de la
infeccién por EGB y/o a la virulencia de la bacteria (Ferrieri, 1985a).

Hasta el momento, se desconoce el papel de cada uno de estos productos
bacterianos, aunque diversos estudios apoyan que aquellas cepas gue elaboran
cantidades elevadas de antigeno capsular tipo-especifico independientemente de otros
productos elaborados por el microorganismo, muestran mayor virulencia (Ferrieri,
1985a; Durham et al., 1981). Se ha establecido también, una asociacion entre
neuraminidasa y virulencia (Milligan et al., 1978b).

Otros estudios sugieren que el dcido lipoteicoico juega un papel importante
en la adherencia de EGB a células de membranas mucosas y por tanto en la

invasividad (Ferrieri, 1985a; Nealon and Mattingly, 1983).

1.1.7. Composicién antigénica

Ademds del antigeno polisacdrido especifico de grupo, EGB posee antigenos
carbohidratos mayores tipo-especificos (la, Ib, 11, 1il, IV, V), un antigeno menor
especifico de tipo (labc) y antigenos proteicos (Tabla I) (Edwards and Baker, 1990;
Benedi y Hervds, 1992).

Mediante microscopia electronica, se ha podido observar que los antigenos

polisacdridos tipo-especificos se sitian en la parte mds externa de la pared formando

una cépsula que normalmente recnbre por completo el carbohidrato de grupo

mientras que los antigenos proteicos solo han podido demostrarse como estructuras




filamenosas en la superficie externa de la pared atravesando la cdpsula (Wagner et
ai., 1980; Wagner and Wagner, 1985).

Antigeno especifico de grupo

Estd constituido por ramnosa, N-acetilglucosamina, galactosa, glucitol y
fosfato, siendo la ramnosa el componente predominante (70-80% de su composicion)
(Kasper et al., 1985). Ramnosa también es el azicar mayoritario en el polisacdrido
de grupo G, por lo que en ocasiones pueden ocurrir reacciones cry ~adas entre ambos
grupos (Hardie, 1986; Ross, 1984; Baker and Edwards, 1999).

Diversos estudios apoyan que los anticuerpos desarroliados frente al antigeno
de grupo B, no son funcionales en la inmunidad a la infeccion por EGB (Lancefield

et al., 1975; Kasper et al., 1985).

Antigenos tipo-especificos

Actualmente se consideran como antigenos responsables de un serotipo a los

polisacdridos capsulares la, Ib, I, I, 1V y V (Benedi y Hervds, 1992).

La estructura base de todos ellos son unidades repetidas de galactosa, glucosa,
N-acetilglucosamina y dcido sidlico, variando la proporcion molar de estos
componentes y la forma de enlace de los monosacdridos anteriormente mencionados
en los distintos serotipos (Wessels et al., i989; Kasper et al., 1985; Wessels et al .,
1991; Benedi y Hervis, 1992).

El serotipo histdricamente designado como Ic (Wilkinson and Eagon, 1971),
se denomina actualmente, tipo la/c, ya que estas cepas poseen un antigeno
polisacdrido capsular inmunoquimicamente idéntico al de las cepas la y el antigeno
proteico "c* (Edwards and Baker, 1990; Baker and Edwards, 1990).

Existe un determinante antigénico menor, el polisacdrido labc, comiin a todas

las cepas tipo 1 y al que se debe la reactividad cruzada dentro de este serotipo




(Lancefield et al., 1975; Kasper ct al., 1985).

Se ha demostrado que los anticuerpos frente a estos antigenos polisacdridos
capsulares confieren proteccion pasiva en ratones inoculados con cepas homologas
(Lancefield et al., 1975; Hardie, 1986).

Antigenos proteicos

El antigeno proteico Ibc (Wilkinson and Eagon, 1971), se detect6 inicialmente
solo en cepas de los serotipos Ib y Ic (actualmente la/c), de ahi su denominacion,
pero como posteriomente se ha encontrado como antigeno en los serotipos 11, 111y
IV, se propuso un cambio de nomenclatura denomindndose "c" (Jelinkovd and
Motlovd, 1985a). Este antigeno proteico se ha subdividido con propdsitos
epidemioldgicos, en los determinantes « y B (tripsina resistente y tripsina sensible,
respectivamente) (Bevanger and Maeland, 1979; Johnson and Ferrieri, 1984).

Se ha encontrado produccion de anticuerpos protectores frente a este antigeno

(Lancefiela et al., 1975).

Ademis de la proteina c, algunas cepas poseen los antigenos proteicos X y

R (Christensen and Christensen, 1985a). El antigeno R se ha encontrado también
en otros grupos seroldgicos de estreptococos (A, C, G) (Christensen and Christensen,
1985a) y el antigeno X, se asocia Gnicamente a cepas de erigen bovino (Jensen,
1985).

No se han descrito como funcionalmente importantes, ni se han asociado con
virulencia (Kasper et al., 1985) aunque se ha sugerido su utilidad como marcador

epidemioldgico en la clasificacion de cepas no tipables.

En la tabla I, se detallan los serotipos y determinantes antigénicos de los

estreptococos del grupo B de origen humano (Baker and Edwards, 1990).




Tabla 1. Serotipos y determinantes antigénicos de estreptococos del grupo B

ANTIGENOS

Polisacdridos Proteicos

SEROTIPO Mayor Menor

la la labc

Ib/c Ib lahc

la/c la labc

1 Il -

11} il - . X
v v - eI X5

#: §0% de las cepas poseen antigeno proteico ¢
#: cepas del serotipo ITI ocasionalmente pueden poseer el antigeno proteico c
& siqnificacion bioiégica desconocida

1.1.8. Identificaciéon

Puesto que, S.agalactiae estd bien definido como estreptococo que posee el
antigeno carbohidrato de pared celular de grupo B, la identificacion definitiva
reguiere la deteccion del antigeno especifico de grupo, comin a todas las cepas; no

obstante, esta especie también estd bien definida fisiologica y bioquimicamente por

lo que casi siempre es posible una identificacion presuntiva en base a ciertas

caracteristicas de crecimiento y tests bioquimicos (Facklam et al., 1974; Facklam and
Washington, 1991; Ross, 1984). Estos incluyen, resistencia a bacitracina y
trimetoprim-sulfametoxazol (92-98% de cepas resistentes), hidrdlisis de hipurato
sédico (99% positividad), hidrélisis de bilis en presencia de esculina (reaccion
negativa en 99% de las cepas), reaccion CAMP (98-100% de cepas son CAMP
positivas) y produccién de un pigmento naranja en condiciones adecuadas (Islam,
1977; Jokipii and Jokipii, 1976; McFaddin, 1980; Waitkins, 1980; Facklam and
Washington, 1991).




Para la identificacién serolégica, se han desarrollado algunos métodos: contra-

inmunoelectroforesis, precipitacion, enzimoinmunoensayo, inmunofluorescencia,

(Cropp et al., 1974; Romero and Wilkinson, 1974; Boyer et al., 1981; Wiist et al.,
1993), co-aglutinacidn estafilocécica (Christensen et al., 1973; Edwards and Larson,
1974; Kirkegaard et al., 1977; Finch, 1979) y aglutinacion con particulas de ldtex
unidas a antisueros especificos de grupo B (Edwards et al., 1979; Friedman et al.,
1984). Los dos dltimos son los mds empleados debido a su disponibilidad comercial
y su fdcil y rdpida ejecucién, lo que conllevz un acortamiento del tiempo de
identificacion respecto de las pruebas convencionales de extraccion y de precipitacion

en capilares (Facklam and Washington, 1991).

1.1.9. Epidemiologia y Transmision

1.1.9.1. Colonizacién

Adultos

S.agalactiae coloniza las mucosas de distintas localizaciones, pudiendo
encontrarse como parte de la flora normal en el tracto respiratorio superior, tracto

gastrointestinal, perineo y tracto genital (Easmon and Hastings, 1985; Ross, 1984).

Durante algin tiempo, se consideré el tracto genital femenino como el
principal reservorio de EGB, a partir del cual se produciria la contaminacion a otras
zonas proximas, sin embargo, Franciosi y col. 1973, Aber y col. 1976, Badri y col.
1977, Dillon y col. 1982, describieron un mayor porcentaje de colonizacion rectal
respecto al vaginal, sugiriendo que era el tracto gastrointestinal el reservorio
primario de EGB y que éste tenia un papel importante en la contaminacion del tracto
genital y por consiguiente en la transmisién al neonato.

El considerar el TGl como lugar primario de colorizacion explica los

siguientes hechos:




- mayor tasa colonizacion anorectal respecto a ia vaginal y mayor
persistencia de colonizacién vaginal cuando los cultivos rectales son positivos
(Franciosi et al., 1973; Badri et al., 1977; Dillon et al., 1982; Boyer et al., 1983b).

- colonizacion vaginal intermitente en mujeres embarazadas (Dillon et al,
1982; Anthony et al., 1978; Badri et al., 1977; Boyer et al., 1983a; Easmon and
Hasting, 1985; Yow et al., 1980).

- fallo en la terapéutica con penicilina para erradicar la colonizacién vaginal,
incluso tratando a la pareja simultdneamente (Dillon et al., 1987; Gardner et al.,
1979; Easmon, 1986b; Anthony, 1982).

- aislamiento de EGB de duodeno y yevuno proximal en adultos sanos
(Anthony et al., 1983; Edwards and Baker, 1990) y su asociacion con infecciones
postquirirgicas del tracto intestinal (Barnham, 1983).

- su importancia como patdgeno urinario en mujeres embarazadas (Mead and

Harris, 1978; Edwards and Baker, 1990; Wood and Dillon, 1981).

Las tasas de colonizacion urogenital varian de unos estudios a ofros,
habiéndose descrito rangos del 4,6% al 40% (Baker, 1977a; Anthony, 1982; Baker,
1980; Anthony and Okada, 1977). Estas variaciones dependen no solo de la
diferencia intrinseca de la poblacion estudiada (edad, paridad, estado
socioeconémico, localizacion geogrifica) sino también de los medios y técnicas de
cultivo empleados, lugar investigado, nimero de muestras y frecuencia de muestreo
(Franciosi et al., 1972, Baker and Barrett, 1973a; Pass et al., 1979; Anthony et al.,
1978; Mason et al., 1976; Yow et al., 1980; Anthony et al., 1981; Edwards and
Baker, 1990).

El drea genital investigada influye de forma importante en la tasa de colom-

zacion, habiéndose descrito mayores tasas de colonizacion en vagina, uretra y drea

peri-uretral gue en muestras cervicales. por lo que parece existir una disminucidn
progresiva de la densidad bacteriana a medida que ¢l lugar muestreado se aleja del
. 2a perineal (Badri et al., 1977; de la Rosa et al., 1992b). Por otro lado, hay que
considerar gue la tasa de colonizacion es mayor con el uso de dispositivos

intrauterinos y en mujeres sexualmente activas (Baker et al., 1977b). Este iltimo




hecho junto con el aislamiento uretral en prdcticamente la mitad de los compaferos
sexuales de mujeres colonizadas, sugiere que EGB sea uno de los distintos agentes
de transmision sexual (Wallin and Forsgren, 1975; Anthony, 1985).

El embarazo en s y ¢l momento de muestreo en éste, no parece afectar la
prevalencia de colonizacion genital (Baker 1977a; Dillon et al., 1982; Easmon and
Hasting, 1985). Boyer y col. (1983b), encontraron que el valor predictivo de un
cultivo vaginal o rectal positivo en el 2° trimestre dei embarazo como determinante
de colonizacion en el momento del parto era del 67%, mientras que un cultivo

prenatal negativo aporta un valor predictivo negativo del 92%. Estos hallazgos y los

de otros estudios longitudinales (Anthony et al., 1978; Yow et al., 1980) destacan

las limitaciones de un solo cultivo genital durante el embarazo como predictor del

estado de colonizacion en el parto.

Es posible también, la colonizacién de vias urinarias tanto en varones Como
en mujeres, habiéndose descrito la importancia de la bacteriuria asintomdtica e
infecciones del tracto urinario por EGB como compiicaciones del embarazo (Easmon

and Hasting, 1985; Wood and Dillon, 1981; Mead and Harris, 1978).

La prevalencia de colonizacién orofaringea es muy baja en adultos (aproxi-
madamente un 5%) pero puede incrementarse en homosexuales (20%) (Edwards and
Baker, 1990; Baker and Barrett, 1973a; Christensen et al., 1978). La colonizacion
faringea puede ocasionalmente temer importancia como fuente de transmision

nosocomial (Easmon et al., 1983a).

Neonatos

Parece ser que la colonizacion del lactante ocurre por infeccion intrauterina
ascendente (Desa and Trevenen, 1984) o bien durante el paso a traves del canal del
parto (Baker, 1977a), siendo esto especialmente cierto para la forma precoz de la

enfermedad.




La colonizacién del recién nacido se produce en una o mas dreas de su
superficie corporal, siendo las localizaciones mas frecuentes el canal auditivo
externo, fosas nasales, ombligo y recto (Baker and Edwards, 1990). La seleccion
de! lugar de cultivo para la deteccion de colonizacion igual que en ei caso de los
adultos influye en las tasas de ésta.

En las primeras 24 horas de vida, es mds probable el aislamiento de EGB en
cultivos del canal auditive externo que en los de fosas nasales, faringe, ombligo y
anorecto (Baker and Barrett, 1973a; Aber et al., 1976; Pass et al., 1979; Ferrien et
al., 1976), constituyendo probablemente el aislamiento en estos sitios una medida de
contaminacion del liquido amnidtico. Después de las 48 horas de vida, faringe,
anorecto, ombligo son los lugares mas comunes de colonizacion por EGB (Pass et
al., 1979; Paredes et al., 1976; Anthony et al., 1979) y cultivos positivos indican
verdadera colonizacién y no contaminacién materna. Mds alld del periodo neonatal,
faringe y anorecto son los focos mds frecuentes de colonizacion estreptocicica
continuando asi hasta el inicio de la actividad sexual, cuando el tracto gastrointestinal
se hace el lugar de colonizacion mds comun en ambos sexos (Anthony and Okada,
i977; Baker, 1980; Baker and Edwards, 1990).

1.1.9.2. Transmision

La presencia de EGB en el tracto genital materno, constituye en el momento

del parto, un riesgo para el desarrollo de infeccion en el neonato, ya sea infeccion

asintomdtica como ocurre mayoritariamente o sintomdtica (Baker and Barrett, 1973a;
Aber et al., 1976; Pass et al., 1979, Anthony et al., 1978; Ancona et al., 1980).
La tasa de transmision vertica! en neonatos de madres colonizadas con EGB
en ¢l momento del parto es de un 29-72% (media del 50%) (Baker and Barrett,
1973a; Pass et al., 1979).
Los factores que influyen en la colonizacion del neonato no estdn bien
conocidos aunque parece ser que el factor materno que mds influye en la

probabilidad de transmisién vertical es la presencia de un elevado indculo genital en




el momento del parto (Ancona et al., 1980; Anthony et al., 1978; Pass et al., 1979).
Los recién nacidos de madres con elevado grado de colonizacion desarrollan mas

frecuentemente enfermedad invasiva de comienzo precoz; de igual modo, aquellos

recién nacidos colonizados en diversos lugares de su superficie corporal presentan

mayores tasas de enfermedad (Pass et al., 1979; Dillon et al., 1987; Boyer et al.,
1983b). Parto prolongado con ruptura de membranas durante mas de 24 horas,
fiebre postparto o endometritis, prematuridad, parecen aumentar también la
probabilidad de transmision al recién nacido (Ferrieri et al., 1977; Ancona et al.,
1980).

Ademds de la exposicion durante el parto, se han establecido otras fuentes de
transmision de EGB al neonato. La adquisicion nosocomial constituye una fuente
importante de contagio en recien nacidos de madres con cultivos negativos,
habiéndose detectado en unidades de cuidados neonatales con un elevado indice de
colonizacion enddgena y cuando las condiciones propician la propagacion de unos
nifos a otros, fundamentalmente a traves de las manos del personal de enfermeria
(Paredes et al., 1977; Aber et al., 1976; Steere et al., 1975; Noya et al., 1987).

Otra fuente potencial para la transmision horizontal de EGB al neonato es la

comunidad aunque ésta ocurre infrecuentemente (Paredes et al., 1977; Easmon and

Hastings, 1985; Gardner et al., 1980).

1.1.10. Clinica de las infecciones por EGB

1.1.10.1. Infeccidon neonata!

Se han descrito dos formas de enfermedad neonatal clinica y epidemiold-

gicamente distintas (Edwards and Baker, 1990; Franciosi et al., 1973):




Enfermedad aguda o COMmienzo precoz

El desarrollo de los sintomas se presenta en las primeras horas de vida con
una edad media en el momento de la presentacién clinica de 20 horas (Franciosi et
al., 1973); se incluyen en esta forma de infeccion las iniciadas in ttero (Pass et al.,
1982; Desa and Trevenen, 1984) y hasta los siete dias después del parto (Anthony
and Okada, 1977; Baker et al., 1979; Baker, 1980; Ferrieri, 1985b).

La incidencia de enfermedad es de 0,7-3,7 por cada mil nacidos vivos aunque
es mayor en recien nacidos con bajo peso al nacer (20 por cada mil nacidos Vivos)
(Franciosi et al., 1973; Baker and Barrett, 1973a; Pass et al., 1979; Dillon et al.,
1987; Edwards and Baker, 1990).

La tasa de mortalidad se estima en el 40-50% (Anthony and Okada, 1977,
Ferrieri, 1985b), siendo mayor en nifos inmaduros con sintomas al nacer, aunque
recientemente debido a las mejoras en el conocimiento y terapéutica de la enfermedad
parece existir una disminucién de ésta (Dillon et al., 1987; Baker and Edwards,
1990).

Los factores de riesgo asociados a este tipo de infeccion son: parto pretérmino
con inmadurez y bajo peso al nacer, embarazo gemelar, elevada colonizacién
materna con o sin rotura dc membranas, fiehre intraparto 0 amnionitis y carencia de
anticuerpos tipo-especificos (Baker and Barrett, 1973a; Fischer et al., 1983; Ferrieri,
1985h; Franciosi et al., 1973; Pass et al., 1980; Ancona et al., 1980; Anthony et
al., 1979).

Los signos y sintomas que se presentan en la infeccién estreptocdcica de
comienzo precoz (hipotension, letargia, apnea, inestabilidad en la temperatura)
(Edwards and Baker, 1990; Franciosi et al., 1973; Santos and Hill, 1984; Baker and
Edwards, 1990) no son diferenciables de los de cualquier otra etiologia,
observindose distress respiratorio frecuente e independientemente del foco de
infeccion (Franciosi et al., 1973; Baker and Barrett, 1973a).

Las tres principales formas de expresion clinica de este tipo de enfermedad

observadas con aproximadamente igual frecuencia son bacteriemia sin foco

identificable de infeccion, neumonia y meningitis (Baker and Barrett, 1973a;




Edwards and Baker, 1990). La osteomielitis es probablemente tambien una

enfermedad de inicio precoz pero no se manifiesta hasta una edad mas avanzada.

Los serotipos responsables de la infeccién se distribuyen por igual entre el 111
y 111, pero ante la presentacion de meningitis el serotipo predominante es el 111 (80%
de los casos) (Baker and Barrett, 1973a; Wilkinson et al., 1973; Wilkinson, 1978).

Enfermedad de comienzo tardio

Puede ocurrir ocasionalmente en prematuros pero principalmente afecta a
nifios nacidos a término entre 7 dias y 3 meses de edad con una media de edad al
comienzo de los sintomas de 24 dias (Baker, 1979; Ferrieri, 1985b).

Entre los antecedentes maternos no suelen encontrarse complicaciones
obstétricas y habitualmente se trata de mujeres no colonizadas por EGB (Ferrieni,
1985t).

La mortalidad es significativamente menor que en la enfermedad de comienzo
precoz (10-15%) (Baker and Edwards, 1990; Ferrieri, 1985b) aunque entre un 25-
50% de los nifios con meningitis de comienzo tardio presentan secuelas neuroldgicas

tras la recuperacion (Baker, 1977a; Baker and Barrett, 1973a; Baker, 1979; Barton

et al., 1973). La tasa de ataque es de 0,5-1,8 por cada mil nacidos vivos (Anthony
and Okada, 1977; Baker, 1977a; Dillon et al., 1987).

La meningitis purulenta con o sin bacteriemia detectable es la manifestacion

clinica descrita con mayor frecuencia tras el periodo neonatal inmediato (Baker and
Barrett, 1973a; Edwards and Baker, 1990). A medida que aumenta la edad y la
madurez del lactante, la infeccion causada por estreptococos del grupo B, tiende a
manifestarse como un cuadro localizado en érganos diana determinados, tales como
el sistema nervioso central, los huesos o las articulaciones; bacteriemia sin foco
aparente de infeccién, e infecciones de hueso y articulaciones son otras formas
clinicas de la enfermedad estreptocdcica que pueden ocurrir con relativa frecuencia

(Howard and McCraken, 1974; Baker, 1979; Edwards and Baker, 1990).




Independientemente del foco de infeccion, cepas del serotipo 1l se aislan
aproximadamente en el 93% de los pacientes (Wilkinson et al., 1973; Baker et al.,
1973c¢; Ferrieri, 1985b).

Entre las demas formas de enfermedad por estreptococos del grupo B en

lactantes se incluyen las siguientes: conjuntivitis, onfalitis, celulitis, sinusitis, otitis

media, infeccion del tracto urinario, osteomielitis, peritonitis, etmoiditis, impétigo,
empiema pleural, pericarditis y endocarditis (Baker and Barrett, 1974; Howard and
McCraken, 1974; Ammari et al., 1992; Feder and Pae, 1992; Moral et al., 1992).

1.1.10.2. Infeccion en adultos

Infecciones obstétricas

Las manifestaciones clinicas son variadas, aungue las mds comunes son bacte-
riemia postparto o postaborto, endometritis, corioamnionitis, infecciones de heridas

generalmente asociadas a cesdreas e infecciones del tracto urinario (Baker, 1980).

Los estudios microbiolégicos revelan que aproximadamente el 20% de los
casos de endometritis postparto y entre el 10 y el 20% de los casos de sepsis
puerperal son causados por EGB. La mayorfa de las mujeres con endometritis
desarrollan signos de infeccion dentro de las primeras 48 horas tras el parto,
habiéndose encontrado una fuerte asociacion entre parto abdominal y endometritis
(Faro, 1981; Gibbs and Blanco, 1981; Pass et al., 1982). La incidencia de secuelas
tales como absceso pélvico, shock séptico o tromboflebitis séptica es menor del 2%
(Duff, 1986).

Durante el embarazo la frecuencia de las infecciones del tracto urinario por
EGB parece ser mas alta, y se han asociado a mayor incidencia de parto prematuro,
rotura prematura de membranas y aborto (Moller et al., 1984; Wood and Dillon,
1981).




Adultos con estado inmune alterado debido a diabetes mellitus, disfuncién
hepdtica crénica, infeccion por virus VIH, insuficiencia renal cronica, administracion

de esteroides, esplenectomia funcional o quinirgica e individuos

inmunocomprometidos en general, tambien son susceptibles a la infeccion

estreptocdcica (Edwards and Baker, 1990; Bayer et al., 1976; Verghese et al., 1986;
Lerner et al , 1977; Polsky et al., 1986).

Todos los serotipos se han descrito como causantes de infecciones en adultos
inmunocomprometidos, aungue cepas del serotipo 1I son las aisladas con mayor

frecuencia en adultos con meningitis (Lerner et al., 1977; Wilkinson, 1978).

Bacteriemia, neumonia, empiema, endocarditis, artritis, osteomielitis,
infecciones de la piel y tejidos blandos (celulitis sobre todo en pacientes con diabetes
y vasculopatia periférica, abscesos e infecciones de lceras de deciibito), peritonitis,
endoftalmitis, faringitis, meningitis, conjuntivitis e infecciones de vias urinarias en
ambos sexos (mds frecuentes en individuos con anormalidades de vias urinarias) son
algunas de las formas clinicas de infeccion por EGB en adultos (Edwards and Baker,
1990; Verghese et al., 1986; Bayer et al., 1976; Lerner et al., 1977, Laster and
Michels, 1984: Mead and Harris, 1978; Cueto, 1989).

1.1.11. Tratamiento

Penicilina G es el antibidtico de eleccion para el tratamiento de las infecciones
por Streptococcus agalactiae, no obstante, a pesar de la uniforme susceptibilidad de
este microorganismo a penicilina (Anthony and Concepcion, 1975, Baker et al.,
1976a; Persson and Forsgren 1986; Berkowitz et al., 1980), la respuesta clinica en
algunos casos no es satisfactoria habiéndose descrito recaidas tras una terapia

inicialmente adecuada (Dorand and Adams, 1976; Walter et al., 1976).




Las razones para estos fracasos terapéuticos no estan claras pero se proponen
varias explicaciones para ello:

- concentraciones minimas inhibitorias (CMI) a penicilina G relativamente
elevadas con respecto a los niveles alcanzables por este antimicrobiano en LCR
(McCraken and Feldman, 1976; Baker et al., 1981).

- influencia del indculo bacteriano en las determinaciones de CMI. Las
determinaciones de susceptibilidad "in vitro” normalmente se realizan con un indculo
definido de aproximadamente 10° ufc/ml, sin embargo este inculo puede diferir de
la densidad bacteriana alcanzada en infecciones humanas (Feldman, 1976). Se ha
demostrado que la susceptibilidad a penicilina y a otros antibidticos disminuye
marcadamente en presencia de indculos elevados, por lo que pueden requerirse dosis
mayores para proveer actividad bactericida in vivo (Brood, 1989; McGeary et al.,
1983; Carazo, 1991).

- pérdida del cardcter bactericida de antibioticos B-lactdmicos en condiciones
de escasa multiplicacién bacteriana como ocurre en presencia de elevados indculos
bacterianos (Tuomanen, 1986).

- tolerancia a penicilina. Se han descrito un 4-6% de cepas tolerantes (Siegel
et al., 1981; Kim and Anthony, 1981; Steinbrecher, 1981).

Estos hechos pueden asi mismo justificar, las elevadas dosis de penicilina
recomendadas para el tratamiento de las infecciones por EGB (Tabla 1) y el empleo

de combinaciones antibioticas.

EGB tambien es susceptible in vitro a otros B-lactimicos: ampicilina,
cefalosporinas de 12 y 2 generacion con excepcion de cefoxitina considerablemente
menos activa (Kim, 1985) y cefalosporinas de 3* generacién (excepto moxalactam)

que en virtud de su amplio espectro de accidn ofrecen una ventaja tedrica como

antibidticos wnicos en el tratamiento de las infecciones bacterianas serias (Bayer et

al., 1982). Imipenem tambien presenta muy buena actividad in vitro e in vivo (Kim,
1985; Persson and Forsgren, 1986).
Ciprofloxacina presentz una actividad moderada in vitro, pero ain no se ha

evaluado su eficacia (Rolston, 1986).




Otros antimicrobianos utilizados en el tratamiento de infecciones por
microorganismos gram positivos, como eritromicina, clindamicina, lincomicina,
rifampicina, tienen una excelente actividad in vitro y una frecuencia de resistencias
muy baja (Berkowitz et al., 1990) pero existen pocas experiencias in vivo realizadas
con antibisticos diferentes a penicilina y ampicilina y la extrapolacion de resultados

in vitro a la préctica clinica podria llevar a fracasos terapeuticos (Kim, 1985).

Aiin cuando EGB es resistente a aminoglucésidos in vitro (Baker et al.,
1976a; Kim, 1985; Persson and Forsgren, 1986), la introduccion de éstos en la pauta
de penicilina o ampicilina para el tratamiento de la sepsis y la meningitis neonatal
s¢ basa en la sinergia demostrada entre estos antibidticos tanto "in vivo" como "in
vitro" asi como en la necesidad de una cobertura antimicrobiana hasta que el
diagnostico esté establecido (Schauf et al., 1976; Deveikis et al., 1977; Cooper et
al., 1979; Swingle et al., 1985).

La combinacién de cloranfenicol o rifampicina junto a penicilina o ampicilina,

estd contraindicada ya que "in vitro", debido a su efecto bacteriostdtico inhiben la
actividad bactericida de penicilina (Weeks et al., 1981; Smith et al., 1982).

La duracién del tratamiento y dosificacion es arbitraria debiendo modificarse
segin la edad, gravedad, localizacion, cardcter de la infeccion y respuesta clinica
(Ferrieri, 1985b); no obstante, se recomienda terapia parenteral de 10 dias de
duracién en el tratamiento de neumonia, bacteriemia, pielonefritis e infecciones de
tejidos blandos, mientras que se recomienda una duracion minima de 14 dias para el
tratamiento de meningitis y de un minimo de 4 semanas en el caso de endocarditis

o ventriculitis (Edwards and Baker, 1990; Haft and Kasper, 1992).

Las pautas antimicrobianas recomendadas para el tratamiento de infecciones

por EGB, se muestran en la tabla Il (Edwards and Baker, 1990).




Neonatos

- ampicitina (150-200
mg/kg/da) | aminogluctsido | (10 millcnes U/dis)
inicialments 68 g/dia)
- penicilina G

(200.000 U/Kg/dfz)

- ampicitica (300-400 - penicilica G : i 14 dias (minima)
me/Kg/dia) + gentamicina (20-30 millones - icii pender ¢l aminoglucreid
imicialmente Uldfey cuando ol LCR sea cxeril

penicilina G (500.000
UlKg/déa)

- penicilina G - penicilina G (10-20 miliones
(200.000 U/Kg/dia) Uldia)

- penicitina G - penicilina G

(400.000 U/Kg/dia) (20-30 millones U/dia) con o
sin aminoglucdsido

—

* n adultos alérgicos a la penicilina, se puede administrar una cefalosporina como cefalotina o en caso
de anafilaxia previa vancomicina (Haft and Rasper, 1992).

1.1.12. Profilaxis

Se han sugerido dos enfoques bdsicos, quimioprofilaxis e inmunoprofilaxis,

como medio para lograr la prevencion de infecciones por estreptococos del grupo B.

Quimioprofilaxis

La quimioprofilaxis tedricamente podria dirigirse a las mujeres durante el

embarazo (quimioprofilaxis prenatal), las parturientas en el momento del parto

(quimioprofilaxis intraparto) o0 a los neonatos al nacimiento (quimioprofilaxis

postnatal).




La prevencion de la enfermedad neonatal por eliminacion de la colonizacion
materna durante ¢l embarazo no ha sido exitosa, puesto que aungue parece existir
una eliminacion temporal del microorganismo durante el tratamiento, al suprimir éste
hay un retorno al estado portador (Badri et al., 1977; Morales et al., 1986; Yow et
al., 1979; Gardner et al.. 1979): si se ha demostrado una reduccion significativa de
la colonizacion materna y neonatal con el tratamiento continuado de mujeres
colonizadas en el dltimo trimestre o a partir de la 38 semana de gestacion hasta el
parto (Lewin and Amstel, 1981; Boyer and Gotoff, 1985), aunque este régimen

puede no ser beneficioso para nifos de menor edad gestacional.

La mayoria de los estudios (Boyer et al., 1983c, Morales et al., 1985; Yow
etal., 1979; Easmon et al., 1983b; Lim et al., 1986) sugieren que la administracion
intravenosa de ampicilina durante el parto es claramente un método efectivo para
prevenir la transmision intraparto de EGB de madres a hijos.

Los mecanismos por los que este tratamiento previene la transmision

intraparto de EGB pueden ser una supresion temporal de la colonizacion vaginal y

rectal, una elevada concentracion de ampicilina en liguido amnidtico y paso

transplacentario de antibiGtico al nifio (Yow et al., 1979). La dificultad para poner
en prictica esta forma de prevencién, incluye el problema de identificar
correctamente las mujeres portadoras, la necesidald de tratar a gran nimero de
mujeres para prevenir una sola enfermedad neonatal, las potenciales reacciones

adversas al antibiitico y la creacion de resistencias (Edwards and Baker, 1990).

La profilaxis con penicilina en el recién nacido (quimioprofilaxis postnatal)
es de valor limitado (Pyati et al., 1983), ya que hasta el 50% de los neonatos
infectados son sintomdticos al nacer (Baker, 1986), de modo gue, podria prevenirse
la infeccidn precoz transmitida por el paso a traves del canal del parto colonizado,

pero no las infecciones adquiridas in itero (Boyer and Gotoff, 1985).




El tratamiento local con clorhexidina para suprimir la transmision de EGB de

madres a neonatos, presenta resultados diferentes segun los estudios (Christensen and

Christensen, 1985b), requiriéndose posteriores investigaciones en este campo.

Inmunoprofilaxis

Puesto que, el riesgo para el desarrollo de enfermedad invasiva por EGB se
correlaciona significativamente con la presencia de bajos niveles de anticuerpos
maternos a los antigenos tipo-especificos, s¢ ha propuesto la inmunoprofilaxis como
medida de prevencion de la enfermedad neonatal (Edwards and Baker, 1990; Baker
and Kasper, 1976b; Baker et al., 1988).

Se han desarrollado vacunas con antigenos polisacdridos purificados de EGB,
que han resultado inmundégenas y bien toleradas en voluntarios (Baker et al., 1988);
la inmunizacién de adultos con niveles moderados de anticuerpos tipo-especificos,
muestra una tasa de respuesta que se aproxima al 100%, de modo que, la
inmunizacion activa en mujeres durante el dltimo trimestre del embarazo, mediante
la administracion de una vacuna con antigenc capsular polivalente, tedricamente
podria proveer niveles de anticuerpos suficientes para prevenir de forma pasiva el
desarrollo de enfermedad sistémica en el recién nacido. No obstante, hasta un 40%
de los adultos no inmunes fallan para ofrecer una respuesta inmune satisfactoria
frente a los distintos antigenos polisacdridos de EGB; esta respuesta a la
inmunizacion parece estar genéticamente determinada (Grubb et al., 1982).

Puesto que, los neonatos prematuros serian excluidos de la proteccion que
pudiera aportar la inmunizacion materna, ya que los niveles de inmunoglobulina G
adquirida transplacentariamente por el feto incrementan proporcionalmente durante
el \ltimo trimestre del embarazo, se ha sugerido la inmunizacion pasiva del recien
nacido para prevenir o incluso aminorar la infeccion en el caso de que ya se

encuentre establecida (Fischer et al., 1986; Noya et ai., 1988).




1.2. REVISION DEL PIGMENTO PRODUCIDO POR STREPTOCOCCUS
AGALACTIAE.

1.2.1. Antecedentes y estado aciual

En 1919, Orla Jensen describio la existencia de estreptococos pigmentados,
al observar que varias cepas de estreptococos patégenos producian una coloracion
roja em agar peptona caseina y que Streptococcus mastitidis (actualmente
S.agalactiae) producia un color naranja en caldo peptona caseina cuando se afiadia
almidon soluble (Fallon, 1974). El aislamiento de una cepa de estreptococo
pigmentada de un caso de pielonefritis, fue descrito por Olivieri en 1929.

En 1934, Lancefield describié una cepa de estreptococo del grupo B que

formaba un pigmento amarillento. Plummer en 1941, en un estudio de 522 cultivos

de estreptococos hemoliticos encontré que 128 de las 187 cepas de EGB estudiadas

producfan pigmento aunque también describié formacion de pigmento en una cepa
de estreptococo del grupo D y otra no agrupable (Fallon, 1974).

Tras la breve mencion de Esseveld. Daniéls-Bosman y Leijinse en 1958, no
existen mas referencias de la pigmentacion de EGB hasta 1974, afio a partir del cual
el fenémeno de la formacion de pigmento en S.agalactiae, ha adquirido una enorme
importancia, principalmente porque esta caracteristica puede utilizarse para la
identificacion de este grupo de estreptococos (Fallon, 1974; Flandrois et Fleurette,
1975; Merritt and Jacobs, 1976a; Merritt et al., 1976b; Islam, 1977; Johns et al.,
1980; de la Rosa et al., 1983; Noble et al., 1983; Tapsall and Phullips, 1987b).

Entre fos aislamientos clinicos de estreptococos, solamente S.agalactiae es
capaz de formar pigmento anaranjado durante el crecimiento en medios de
laboratorio (Fallon, 1974; Merritt and Jacobs, 1978; Noble et al., 1983), aungue se
ha detectado un pigmento amarillento formado por una cepa de Enterococcus faecium
aislada a partir del suelo (Taylor and Davies, 1974) y en otra cepa procedente de un
aislamiento clinico con caracteristicas bioquimicas compatibles con E. casseliflavus

(Pompei et al., 1991).




Salvo estas referencias, no se ha descrito {ormacion de pigmento en otros
estreptococos por lo que se puede considerar vaa caracteristica especifica de
S.agalactiae y por ello puede utilizarse como prueba para la identificacion
presuntiva de este microorganismo y como tal fue descrita por Fallon en 1974,
usando como medio de cultivo Agar Columbia 0 Agar Columbia + 5% sangre
aunque se demostré que la adicion de esta ultima no era necesaria para la
visualizacion del pigmento (Fallon, 1974). En este medio y en condiciones de

incubacion anaerobias Fallon, detectd un 85% de cepas productoras de pigmento

aunque un estudio posterior realizado en 1976 por Merritt y col., describié que el

uso de Agar Columbia en tubos, en condiciones de incubacion aerobia, era capaz de

detectar pigmento en un 97% de las cepas (Merritt et al., 1976b).

En 1977, Islam, mientras examiraba las caracteristicas culturales de 'a flora
genitourinaria en agar almidon/suero (medio diferencial para aislamiento de
Gardnerella vaginalis), observé que la mayoria de los EGB producian colonias
naranjas sobre este medio y que el pigmento era mds intenso y mds ficilmente
detectable que en Agar Columbia. Profundizando :n este estudio, desarrollé un
medio en el que se mejora notablemente la produccion de pigmento y que ha sido la
base de muchos medios de cultivo basados en la deteccion de pigmento descritos

posteriormente (Islam, 1977).

La formulacion del medio descrito por Islam es la siguiente:
Proteosa Peptona N°3 (Difco)
Almidon soluble
Agar N°1 (Oxoid)

Suero de caballo

0012 M
pH final= 7°4




Debido a que, el aislamiento de estreptococos B-hemoliticos en la prictica de
rutina de un laboratorio clinico puede estar complicado por el sobrecrecimiento de
flora comensal asociada a la muestra, Waitkins en 1982, propuso la utilizacién del
medio descrito por Islam modificdndolo con la adicion de antibidticos con la
finalidad de hacer un medio selectivo que inhibiera el crecimiento de la mayor parte
de la flora normal permitiendo un buen desarrollo de EGB.

Los antibiéticos empleados para hacer selectivo este medio fueron: neomicina,
dcido nalidixico y metronidazol a una concentracion final de 30 mg/l, 15 mg/ly 50
mg/1 respectivamente. El empleo de gentamicina como agente selectivo en el medio,
aungue inicialmente propuesto no fue util puesto que a la concentracion necesaria
para su empleo como inhibidor, impidic el crecimiento de algunas cepas de EGB y

disminuy6 la produccion de pigmento en otras (Waitkins, 1982).

Muchas son las variaciones que se han realizado sobre ei medio descrito por
Islam, entre las que cabe destacar las propuestas por Noble y col. en 1983: reduccion
de la concentracién de suero o eliminacion de éste, sustitucion del suero de caballo
inactivado por suero no inactivado, reduccion de la concentracién de almidon o
eliminacion de éste, eliminacién completa o parcial del butfer (Na,PO,H, NaH,PO,)
y eliminacion del agar.  Todos estos cambios han ayudado a determinar la
importacia de la composicion del medio de cultivo en la pigmentacién de EGB
(Noble et al., 1983).

En 1983, De la Rosa y col., basdndose asi mismo en la formulacion del
medio descrito por Islam (Islam, 1977) disefiaron un medio de cultivo selectivo y a
la vez diferencial (medio Granada) en el cual EGB exhibe su caracteristico pigmento
anaranjado permitiendo la deteccion precoz de este microorganismo ain de muestras
muy contaminadas con flora normal del organismo.

El medio contiene: 3'8% Proteosa Peptona N°3 (Difco), 15% Almidon
soluble, 0°3% CINa, 10% Suero de caballo coagulado, 15 pg/mi de Trimetoprim
(lactato) y buffer fosfato 0°06M suficiente para un pH final del medio de 7,4. Con

esta nueva formulacion, se observé que las colonias de EGB eran més pigmentadas




y faciles de diferenciar que en el medio Islam (medio de color amarillento) y que el

incremento en las concentraciones de almidén y suero, llevaba a un aumento en la
pigmentacion (de la Rosa et al., 1983). No obstante, la modificacion y hallazgo mds
importante de la formulacion del medio Granada, es la incorporacion de trimetoprim,
un inhibidor del metabolismo del dcido félico que en condiciones de incubacion
anaerobias lleva a un aumento en la formacion de pigmento por este microorganismo
(de 1a Rosa et al., 1983; de la Rosa et al., 1990b).

En 1984, Reardon y col. describieron la eficacia de un método colorimétrico
para la deteccidn de pigmento utilizando un caldo enriquecido en almidon y suero,
altamente selectivo y diferencial para EGB (Reardon et al., 1984).

En 1987, Richardson y col. propusieron utilizar como medio de cultivo una
modificacion descrita por Noble y col. en 1983, al incrementar el contenido en
almidon y suero (ambos al 10%) con la finalidad de permitir una deteccion mds
precoz de EGB (Richardson et al., 1987, Wang et al., 1988). .l empleo de
escobillones con la muestra inoculados directamente en este medio semi-sdlido
selectivo-diferencial combina una ficil y rdpida detecciin del pigmento, ya que al ser
formado éste por bacterias en replicacion se observa un cambio de color alrededer
del escobillén introducido en el medio y una disminucién del tiempo necesario para
su visualizacién al actuar no solo como medio de cultivo sino tambien como medio
de transporte de la muestra (Wang et al., 1988). No obstante, este medio presenta
muy baja sensibilidad y la interpretacion de los resultados ha de hacerse con
precaucion por a posibilidad de falsos positivos debidos a muestras sanguinolentas
(Wang and Richardson, 1990).

Recientemente, De la Rosa y col. (1992), han disefiado un nuevo medio
(NGM) que también puede utilizarse como transporte de muestras clinicas en el que
el pigmento puede observarse tras 8-12 horas de incubacion del escobillén con la
muestra en el medio de cultivo, en condiciones de incubacion aerobias, lo que

permite identificar mas rdpidamente aquellas mujeres candidatas a profilaxis

intraparto 0 neonatos que pueden desarrollar infeccion por este microorganismo y en




el que se favore la visualizacion de pigmento incluso en cepas poco pigmentadas al
incluir en la formulacién un inhibidor del metabolismo del dcido félico, lo que
conlleva un considerable incremento en la sensibilidad (de la Rosa et al., 1990b; de
la Rosa et al., 1992a).

La formulacion de este medio es la que sigue:
Proteosa Peptona N° 3 (Difco)
Almiddn soluble (Merck 1252)

Glucosa

MOPS (sal hemisiddica)
Piruvato sddico
Methotrexato
Suero de caballo
pH final=7,4
Para hacer el medio selectivo se adiciona:
Metronidazol
Cristal violeta

Colistina

La comparacion realizada entre el medio propuesto por Islam (Islam, 1977),
medio suero /almidén de Richardson (Richardson et al., 1987; Wang et al., 1988)
y NGM (de la Rosa, 1992a), utilizando como referencia un Todd-Hewitt selectivo
y subcultivo, mostré una mayor sensibilidad para NGM con respecto a los anteriores;
del mismo modo, el empleo de medio NGM semi-slido en tubo en el que se inocula
directamente un escobillén con la muestra en condiciones de incubacion aerobias con

respecto al NGM utilizado en placas incubadas anaerobicamente provee sensibilidades

del 100% y 97% respectivamente.  Los medios de Islam y Richardson tuvieron

sensibitidades del 68% y 66% respectivamente, al comparar con el empleado de

referencia (de la Rosa et al.,1992a).




1.2.2. Naturaleza y espectro de absorcién

No se ha podido determinar ain la naturaleza del pigmento, debido a que se
encuentra asociado a la membrana celular y es extraido con los componentes de ésta
o bien porque permanece unido formando un complejo con el aimidon empleado en
medios de cultivo para favorecer su formacion (Merritt and Jacobs, 1978; Tapsall,
1987a) ¢ al almidén incorporado a las soluciones empleadas para su extraccion.
Debido a estas limitaciones, solamente se ha caracterizado por su espectro de
absorcién UV-visible, el cual presenta multiples picos en la region entre 400-550 nm,
lo que ha sugerido una naturaleza carotenoide (Merritt and Jacobs, 1978; Tapsall,
1987a).

El pigmento no es extraible de células intactas con éter, metanol, etanol,
acetona, éter de petréleo, KOH alcohdlica o mezclas éter/acetona (Merrit and Jacobs,
1978).

Por medidas de ahsorbancia, Tapsall (Tapsall, 1987a) observé que EGB
produce pigmento durante todas las fases de crecimiento, aunque las células en fase
exponenciai tardia y fase estacionaria temprana parecen producir mayor cantidad de
pigmento que las que se encuentran en una fase exponencial temprana.

Las caracteristicas espectrales cambian durante el crecimiento ya que células
en fases tempranas producen un pigmento rosado con una mayor absorcion a 520 nm
asi como con la asociacién del pigmento a una molécula portadora como puede ser
el almidén (Tapsall, 1987a).

Andlisis espectrofotométricos revelan la existencia de 2 tipos de pigmento:

- Un pigmento con 4 picos de absorcién (435 nm, 455 nm, 485 nm y 520
nm) descrito inicialmente por Merritt and Jacobs (1978), en extractos obtenidos
mediante el tratamiento con fenol/glicerol del sedimento de caldos de cultivo y en
el sobrenadante de células sonicadas sometidas a centrifugacion diferencial. La
forma de estos picos en la curva de absorcion muestra semejanzas a la exhibida por

varios carotenoides (Merritt and Jacobs, 1978; Tapsall, 1986).




- Un pigmento con una sola banda de absorcion en el visible (420 nm) fue

descrito por Haug and Soderlung (1977). Este pico de absorcion varfa segin la

intensidad de color observada en los cultivos, no encontrdndose en cepas no

pigmentadas.

En 1986, Tapsall observé y relaciond ambos tipos de pigmento con la
presencia o ausencia de almidon; de tal modo que, en presencia de almidon bien
incorporado al medio de cultivo o en la solucion utilizada para extraer el pigmento,
se detecta pigmento de 4 picos mientras que solamente aparece una banda de
absorcion a 415 nm cuando éste se encuentra ausente. Parece ser que, el almiddn
actia como molécula portadora o estabilizadora del pigmento favoreciendo su
liberacion al medio y formando un complejo con éste, por lo gue en su ausencia el
pigmento quedaria asociado a la célula, no haciéndose visualizable.

La ruptura del complejo almidén-pigmento por tratamiento con amilasa o por
calentamiento a ebullicion lleva a una degradacion rdpida e irreversible del pigmento
de 4 picos a la forma de una sola banda de absorcién a 415 nm.

A menos que se empleen métodos espectrofotométricos, pequenias cantidades
de pigmento con un solo pico de absorcion son dificiles de observar, especialmente

en medios con coloracion similar (Tapsall, 1986).

Se desconoce la funcion que desempena el pigmento en EGB, pero se ha
sugerido un papel en la proteccion de la bacteria frente a la letalidad de los
superoxidos (Nemergut and Merritt, 1982) asi como en la patogénesis de la infeccion
por este microorganismo (Wennerstrom et al., 1985).

1.2.3. Condiciones y caracteristicas de aparicion del pigmento

1.2.3.1. Influencia de la composicién del medio de cultivo

Prdcticamente todos los medios mencionados anteriormente para deteccion e




identificacion de EGB mediante produccion de pigmento son bastantes semejantes en
su composicion, incorporando peptonas, almidén, un tampén y suero; no obstante,

se ha descrito que algunos de estos componentes pueden afectar de forma importante
la formacion y visualizacion del pigmento prodicido por este microorganismo
(Fallon, 1974; de la Rosa et al., 1983; Noble et al., 1983). Entre ellos cabe

destacar:

ALMIDON

Inicialmente la formacion de pigmento en cepas de S.agalactiae, se describié
tinicamente en condiciones de incubacion anaerobia y en presencia de almidon, no
obstante se ha demostrado que si bien estas condiciones son beneficiosas no son
esenciales en su formacién (Fallon, 1974; Merritt and Jacobs, 1976a; Haug and
Soderlung, 1977).

Es posible la produccion de pigmento en medios que no incorporan almiddn

(Merritt and Jacobs, 1976a) aunque con una menor intensidad o tras un periodo

prolongado de incubacion, por 1o que su requerimiento en medios de cultivo para

formacion del pigmento es mds relativo que absoluto (Fallon, 1974).

En la elaboracion de medios de cultivo, se han empleado concentraciones de
almidén que van desde el 0,1% hasta el 15% (Fallon, 1974; Merritt and Jacobs,
1978; de ia Rosa et al., 1983; Reardon et al., 1984; Islam, 1977; de la Rosa et al .,
1992a); si bien, se ha descrito que, el empleo de almidén a concentraciones
superiores del 5% interfiere con la formacion de gel de agar originando precipitados
dificiles de dispersar, los estudios de De la Rosa y col. (1983) demostraron que este
hecho puede evitarse agitando continnamente el medio cuando se calienta y que
medios que contienen mds del 10% de almidén toman color blanco solidificando sin
necesidad de adicionar agar. No obstante, el empleo de almidén a concentraciones

del 1-2% parece proveer los mejores resultados (de la Rosa et al., 1992a).




El tipo, concentracion, grado de hidrdlisis y contenido en dcidos grasos

residuales de los almidones puede influir en su actuacién como activador 0 molécula

estabilizadora del pigmento (de la Rosa et al., 1983).

Es posible que la incorporacion de almidon posea 2 efectos diferentes: un
efecto promotor del crecimiento (nutriente) y un efecto activador del pigmento (de
la Rosa et al., 1990a).

GLUCOSA

El efecto de la incorporacion de glucosa a medios de cultivo para produccion
de pigmento depende de la concentracion de €swa, ya que se han descrito hechos
contradictorios a este respecto (Merritt and Jacobs, 1978).

SchaufuB y col. (1985), describicron que el empleo de concentraciones de
glucosa de 0,4 g/l incrementa 12 formacion de pigmento en la mayoria de los grupos
B humanos mientras que glucosa a 4 g/l disminuye o casi suprime la pigmentacion
(SchaufB et al., 1985). Propiedades similares inhibidoras de la glucosa fueron
observados anteriormente (Merritt and Jacobs, 1978), al relatar que la adicion de
glucosa al agar sangre a concentraciones relativamente bajas (0,04%)
significativamente aumentaba el metabolismo estreptocdcico y reactividad CAMP y
que elevadas concentraciones de glucosa (0,64 %) totalmente inhiben el desarrollo de
esta reaccion.

En 1989, Griffiths confirmé la influencia de la concentracién de glucosa sobre
el crecimiento de EGB, observidndo asi mismo que la produccion de hemolisina estd
igualmente influenciada por la cantidad de glucosa en el medio de cultivo (Griffiths,
1989).

Por todo ello, no solo es importante el empleo de concentraciones adecuadas
de glucosa en medios de cultivo para deteccion de pigmento sino también en las
soluciones empleadas para su extraccion (Tapsall, 1986); soluciones extractoras que

contienen un 0,1-1% de glucosa han mostrado mayor rendimiento que soluciones que




contienen un 2%. Parece ser que la explicacion de este hecho se debe a que
concentraciones elevadas de glucosa producen una disminucion del pigmento por
caida del pH, lo que se traduce en una disminucion de los picos absorcién de

mencres longitudes de onda (Tapsall, 1987a).

El requerimiento de glucosa en la formacion y liberacion del pigmento y la
inhibicién de la formacion de éste por adicion de iodoacetato sodico (inhibidor
metabdlico), sugiere que este fendmeno es un proceso metabdlico activo y que la

glucosa actda como fuente energética (Tapsall, 1986).

HIDROLIZADOS PROTEICOS

Proteosa peptona N°3 (Difco) es el hidrolizado proteico mds {recuentemente
utilizado en el disefio de medios de cultivo para pigmentacion de EGB (istam, [977;
de la Rosa et al.,1983). Su eliminacién de medios de cultivo no permite el
crecimiento, por lo que su funcidn nutritiva, es obvia; no obstante, se han empleado
otros hidrolizados proteicos que si bien, son capaces de apoyar el crecimiento a veces
no favorecen la formacion de pigmento por este microorganismo (de la Rosa et al.,
1983).

Las concentraciones incorporadas a los diferentes medios anteriormente
mencionados varian aunque son muy semejantes, 2°3% (Islam, 1977), 3'8% (de la

Rosa et al., 1983) y 2°5% (de la Rosa et al., 1990a).

SUEROQ

El enriquecimiento de medios de cultivo mediante la adicion de suero de

caballo, parece mejorar el crecimiento en general de todos los microorganisinos,

aunque su funcidn exacta no se conoce; sin embargo, en este caso concreto ademas

se comporta como activador de la pigmentacion (Sukroongreung, 1984; de la Rosa




et al., 1983).
Concentraciones de hasta el 10% se han empleado en la elaboracién de
medios de cultivo, no obstante menores cantidades satisfacen la finalidad de su

incorporacion (Noble et al., 1983; Reardon et al, 1984; de la Rosa et al., 1992a).

INHIBIDORES DE LA VIA DEL ACIDO FOLICO

De la Rosa y col. en 1983 (de la Rosa et al., 1983), fueron los primeros en
utilizar inhibidores de la via del dcido félico (trimetoprim) como activadores de la
pigmentacion de EGB y experiencias posteriores han confirmado el efecto enhancing
de estos componentes (SchaufB et al., 1985; Tapsall, 1987a).

Trimetoprim, metotrexato, sulfadiazina, pirimetamina, producen efecto
enhancing (de T4 Rosa et al. 1990h) aengue sélo los dos primeros se han empleado
en la elahoracion de medios de cultivo para pigmentacion (de fa Rosa et al., 1983,
de la Rosa et al., 1992a).

La concentracion de estos inhibideres en e! medio no debe ser elevada, ya que
producen ademds una inhibicion del crecimiento (de la Rosa et al., 1983; Schauff}
et al., 1985; de la Rosa et al., 1990b); la concentracién tedrica en el caso de
trimetoprim es de 25 ug/ml (se deduce de las CMIs de EGB a este antimicrobiano
en medios enriquecidos como el medio Granada, ya que las CMIs de ios inhibidores
del folato son en estos medios muy diferentes a las encontradas en Mueller-Hinton),
no obstante, la concentracion optima ~ara su uso en medios de cultivo selectivos para
EGB no debe ser superior a 15 pg/ml, ya que a pesar de que las CMIs sean algo
mayores, cuando existen indculos bajos puede producirse una inhibicién del
crecimiento a esta concentracion.

Parece existir una concentracion 6ptima en la que se produce un aumento

proporcional de los 4 picos de absorcidn del pigmento, detectdndose un aumento en

los picos de mayor longitud de onda a otras concentraciones diferentes lo que se

traduce en la observacion de un pigmento de color mas rosado (Tapsall, 1987a).




Inhibidores del dcido fdlico de cualquiera de los siguientes grupos pueden
emplearse para activar la pigmentacion de Streprococcus agalactiae: inhibidores de
la enzima dihidrofolatoreductasa (metotrexato, trimetroxato, diaveridina), inhibidores
de la dihidropteroato sintetasa (sulfamidas), inhibidores de la timidilato sintetasa

(derivados de la fluorouridina y fluorodesoxiuridina) (Pareja, 1993).

Este efecto activador del pigmento producido por los inhibidores de la via del
folato, puede emplearse para la identificacion presuntiva de EGB y como tal se
describe en el Manual de Oxoid utilizando el medio propuesto por Islam y discos de
300 o0 500 ug de Sulfonamidas (Manual Oxoid, Oxoid Ltd., 1988, Basingtoke,
England).

IONES

Soluciones extractoras de pigmento que incorporan 0,001 M de Mg’', llevan
a la formacién de un 10% mids de pigmento con 4 picos de absorcion (Tapsall, 1986)
que soluciones carentes de este cation. La incorporacion de otros cationes a la

misma concentracion molar (Ca?', Cu®', Mn*', Zn*' y Fe’') no parece afectar a la

produccion de pigmento, aunque si se ha descrito que concentraciones de 5-7 pug/ml

de Fe son importantes en el crecimiento y formacion de hemolisina por EGB
(Griffiths, 1989).

La eliminacion de fosfatos de medios de cultivo se asocia a pérdida completa
de la pigmentacién (Noble et al., 1983) e incrementos en la molaridad de buffer
fosfato empleado (0,01 M a 0,06 M) se asocia a una mayor formacion de pigmento
(Tapsall, 1986).

1.2.3.2. Efecto del pH del medio

La formacion de pigmento es mdxima en ¢! rango de pH 7-7,4, (Tapsall,




1986; de la Rosa et al., 1983) siendo ésta menor a medida que nos alejamos del
margen dado.

La influencia del pH confirma las observaciones de Fallon (1974) y apoya los
hallazgos precoces de Merritt and Jacobs (1978) del efecto inhibidor de la glucosa
en medios de cultivo, ya que ésta promueve una caida rdpida del pH hasta rangos en

que la disminucion del pigmento es significativa (Tapsall, 1986).

1.2.3.3. Efecto de la temperatura y atmdsfera de incubacion

Aunque cldsicamente se ha descrito la produccion de pigmento solamente en
condiciones de incubacion anaerobias (Fallon, 1974). distintas experiencias
(Flandrois et Fleurette, 1975; Merritt et al., 1976b; Reardon et al., 1984;
Sukroongreung et al., 1984; de la Rosa et al., 1992a) muestran que puede
conseguirse en atmdsfera aerobia, siempre que el medio de cultivo incorpore los
componentes adecuados para ello.

La formacion y liberacion de pigmento es mdxima a 37 C; menores

cantidades se forman a 22" C y ningiin pigmento se observa a 0°C 02 60°C (Tapsall,
1986).

1.2.4. Relacion hemdlisis-pigmento

La gran mayoria de las cepas humanas de EGB son productoras de pigmento,
habiéndose descrito solamente un 2-3% de cepas carentes de esta propiedad
(Henrichsen, 1985; Roe et al., 1976).

Esta capacidad para formar pigmento parece estar relacionada con la
liberacion de una hemolisina, puesto que cepas no hemoliticas carecen de pigmento
(Fallon, 1974; Noble et al., 1983) habiéndose descrito la pérdida simultinea de
ambas propiedades como un hecho eventual o bien después de exposicion a

mutdgenos (Wennestrom et al., 1985).




Se han observado semejanzas en la formacidn de ambos productos "in vitro™.
La formacidn y liberacion extracelular de hemolisina se realiza por un proceso
metabolico activo requiriéndose una molécula portadora para estabilizar la hemolisina

liberada (Marchlewicz and Duncan, 1980); el pigmento es formado y liberado bajo

condiciones similares (Tapsall, 1986) y también requiere una molécula portadora para

completar su liberacion y estabilizacién. La molécula portadora de hemolisina
parece ser el dcido lipoteicoico de la pared celular (Tsaihong and Wennerstron, 1983)
aungue una mezcla de almiddn - albumin de suero bovino también se comporta
como estabilizador efectivo de la hemolisina de EGB (Griffiths, 1990), no ejerciendo
este efecto, estabilizadores de otras hemolisinas (RNA core, suero, albimina de
suero bovino) (Griffiths, 1989).

Recientemente, Wennerstrom y col. han descrito la clonacién de genes que
codifican produccién de pigmento y hemolisina, experiencias que apoyan una
estrecha relacién entre formacion de pigmento y hemolisina, y que los genes
determinantes de ambos productos se encuentran intimamente unidos (Wennerstrom

et al., 1991).

1.3. COMPONENTES DE MEDIOS DE CULTIVO QUE INFLUYEN EN LA
PRODUCCION DE PIGMENTO POR STREPTOCOCCUS AGALACTIAE

1.3.1. Almidon

1.3.1.1. Estructura bdsica

El almidén es un polimero de elevado peso molecular formado por unidades

repetidas de D-glucosa que constituye la principal reserva de carbohidratos en

plantas.




La mayoria de los almidones son una mezcla de dos tipos de carbohidratos,
ambos polimeros de glucosa, denominados amilosa y amilopectina (Schoch, 1945;
Pazur, 1965; Greenwood, 1956). Ambos componentes pueden separarse mediante
diversos métodos (leaching acuoso, tratamiento dcido o alcalino, electroforesis,
retrogradacion, adsorcion selectiva); sin embargo, la precipitacion selectiva de la
fraccién amilosa con compuestos orgdnicos polares es el método mds satisfactorio de
fraccionamiento del almidén (Schoch, 1945; Greenwood, 1956; Muetgeert, 1961;
Young, 1984).

Amilosa, estd constituida por unidades de glucosa unidas mediante enlaces
a-D-(1-4) lo que da como resultado largas cadenas lineales con una longitud
promedio de 200-300 unidades de a-D-glucosa (Schoch, 1945; Greenwood, 1956,
Manners, 1962; Whistler and Danicl, 1984).

La constitucion de amilopectina, es indudablemente mds compleja que la de
amilosa ya que las unidades de D-glucosa se enlazan mediante uniones glucosidicas
a-D-(1-4) y a-D-(1-6) formando una estructura ramificada con un promedio de una
ramificacion por cada 18-28 unidades de D-glucosa (Young, 1984); en éstas dltimas
uniones se originan los puntos de ramificacién de la molécula.

Se ha sugerido, la presencia en algunos almidones de una pequena fraccion

intermedia entre amilosa y amilopectina, asf como la posibilidad de ciertas uniones

o-D-(1-56) en amilosa y ramificaciones mediante enlaces a-D-(1-3) y a-D-(1-2) en

amilopectina (Manners, 1962; Wolfron and El-Kadem, 1965; Whistler and Daniel,
1984).

Los almidones contienen a menudo constituyentes menores que pueden
modificar sus propiedades fisicas. Muchos contienen dcidos grasos, fésforo (asociado
principalmente a la fraccién amilopectina del almidon de patata contribuyendo a la
polaridad de este componente), nitrégeno y trazas de otros elementos (Greenwood,
1956; Gracza, 1965; Schoch, 1945; Whistler and Corbet, 1957).




1.3.1.2. Tipos de almidones

Los materiales de partida para la obtencién de almidones son muy diversos
ya que éstos pueden obtenerse de plantas, algunos protozoos, algas y bacterias
(Shannon and Garwood, 1984).

Dependiendo de su procedencia se observan diferencias en cuanto al tamafio
y forma de los granulos, t*de gelatinizacién en agua, tasa de hinchazdn en varios
solventes, grado de isotropismo a la luz polarizada y grado de complejacion con
yodo (Greenwood, 1956; Whistler and Corbet, 1957). También se observan
diferencias en cuanto a su composicién quimica ya que, aungue generalmente la
proporcion de amilosa y amilopectina en el almidén es de 1:3, ésta es variable de
unos almidones a otros; si bien, amilosa es el componente minoritario en el
1lmiddn, el contenido en ésta de ciertos cereales y almidones de legumbres puede ser
de hasta un 75%, pudiendo incluso estar ausente o en cantidad no mayor del 6%
como ocurre en las variedades waxy (Pazur, 1965; Whistler and Corbett, 1957,
Shannon and Garwood, 1984).

Ademds del origen y del porcentaje de las fracciones constituyentes en la
molécula de almidon, las diferencias entre los distintos preparados se encuentran
también en las modificaciones que han sufrido, bien por oxidacion, calentamiento o
hidrélisis; estas modificaciones normalmente conllevan alteraciones en las
propiedades fisicas de los almidones (viscosidad, solubilidad, retrogradacion)
(Whistler and Corbet, 1957; Schoch, 1945). Asi pues, el almidon nativo (no
degradado) no se disuelve en forma didfana ain en agua hirviendo y se engrudiza al
enfriar, no obstante, a partir de este almidon y mediante tratamiento con CIH,

podemos obtener un almidén soluble parcialmente degradado que se disuelve bien y

en forma didfana en agua caliente, pero que al enfriarse por debajo de 50°C produce

un enturbiamiento opalescente (ej: Almidon soluble 1252 Mell., utilizado
normalmente para elaborar el Medio Granada) (de la Rosa et al., 1983 de la Rosa
et al., 1992a).




Algunos de los tipos de almidones mds empleados son:

El almidén soluble tipo Lintner, que es un almidén parcialmente
susceptibilizado con dcwios, soluble en agua caliente, no reductor gue en su grado
de hidrolisis se asemeja al almidon Merck 1252.  Las moléculas en estos tipos de
almidones son en promedio atin tan grandes que el compuesto de inclusion con yodo
se obtiene con buena reproducibilidad (Informacion Técnica, Laboratorios Merck).

El almidén soluble Zulkowsky. es un almidén méds degradado que el anterior

por lo que puede disolverse incluso en agua fria. La modificacion se realiza por

calentamiento con glicerol a 190°C (Whistler and Corbet, 1957)

1.3.1.3. Propiedades del almidén y sus fracciones

Solubilidad y fenémeno de retrogradacion

El solvente de mayor interés para las fracciones del almidén es el agua;
amilopectina forma soluciones acuosas relativamente estables (Foster, 1965) mientras
que la fraccion amilosa no se disuelve directamente en agua o al menos solamente
se disuelve hasta un limite.

El procedimiento usual cuando se requiere una solucion acuosa neutra es
disolver amilosa en 0'1-1 N de NaOH o KOH y despues neutralizar, sin embargo,
pasado un tiempo tras la neutralizacion la amilosa precipita; este es el conocido
fendmeno de la retrogradacion (Foster, 1965).

Este término, se ha empleado en el campo del almidon desde hace unos 60
afios para describir el proceso por el cual el almidén en estado disuelto o hidratado
revierte a una forma insoluble en agua. La retrogradacion se acompana de
opalescencia, resistencia a la accion enzimdtica y disminucion en la viscosidad de las
soluciones (Greenwood, 1956; Wistler and Corbet, 1957; Foster, 1965).

El hecho de la retrogradacion puede implicar interacciones entre moléculas
proximas, alineacion, expulsion de agua y formacion de nuevas fuerzas

intermoleculares; en definitiva, es un proceso complejo donde es importante




considerar algunos factores que pueden afectar a su tasa de presentacion (Foster,
1965). En general, este fendmeno es favorecido por bajas temperaturas, pH neutro,
grado de polimerizacion relativamente bajo, ausencia de ramificaciones en la
molécula, concentracién elevada, presencia de iones y de otras sustancias
deshidratantes (Whistler, 1965; Young, 1984).

Las moléculas de amilosa debido a su naturaleza lineal coalescen y
retrogradan mucho mas rdpidamente que la fraccion amilopectina (Whistler and
Corbet, 1957); por ello, este fendmeno se atribuye especificamente a la fraccion

amilosa (Schoch, 1945). No obstante, es posible estabilizar esta fraccion mediante

formacion de complejos, ya que en su forma estable 0 complejada, se encuentra en

forria de hélice pero en retrogradacion las cadenas se alinean formando una

estructura cristalina (Greenwood, 1956).

Gelatinizacion

La diferenciacion entre retrogradacion y gelatinizacion del almidon es
arbitraria, ya que en ambos procesos estin implicados los mismos tipos de fuerzas
(Schoch, 1945); no obstante, la gelatinizacion se considera como una asociacion
rdpida y al azar de molécuias lineales mientras que por el contrario la retrogradacién
es un proceso relativamente lento que ocurre en un periodo de horas o dias (Schoch,
1945).

Formacion de complejos

Amilosa puede formar complejos con una gran variedad de compuestos
orgidnicos, propiedad utilizada no solo en el fraccionamiento de la molécula de
almidon sino también en la industria alimenticia (Young, 1984; Moore et al., 1984);
por su parte, amilopectina puede formar complejos con proteinas.  De un especial

interés en este trabajo, es la formacion de complejos de almidén con compuestos




inorgdnicos y en particular con yodo (BeMiller, 1965).

La reaccién con yodo para formar el tipico complejo azul-violeta es una de
las reacciones mds antiguas y mejor conocidas del almidon asi como una de las que
han sido objeto de mayores investigaciones. Meyer y col. demostraron que la
coloracidn del almiddn con yodo era debida principalmente al componente amilosa,
ya que ésta se tifie de color azul intenso mientras que la fraccion amilopectina se tifie
mucho mds débilmente (Foster, 1965).

Las caracteristicas propiedades de absorcién del complejo yodo-almidon son
la base de la deteccion de almidones, diferenciacion de almidones ordinarios de las
variedades waxy, seguimiento de reacciones hidroliticas, degradacion del almidon o
de sus fracciones y de la diferenciacion de la fraccion amilosa de la fraccién

amilopectina (Foster, 1965).

Yodo en solucion acuosa de yoduro potdsico exhibe una amplia y debil
absorcién con un mdximo cercano a 450nm; con la adicion de amilosa este pico
cambia hacia longitudes de onda mayores dando un pico de absorcion mucho mds
intenso a 600nm, lo que se traduce en un cambio de color de amarillo débil a azul
intenso. Amilopectina origina un cambio menor con un pico de absorcion a 550nm
(Foster, 1965).

La afinidad del yodo por amilosa depende de la longitud de su cadena,
presentando las cadenas mas cortas menor afinidad; amilopectina puede absorber
yodo aunque a concentraciones mas elevadas y con menor rapidez debido a que su
estructura ramificada causa limitaciones estéricas y porque el promedio de longitud
de sus cadenas es bastante menor en comparacion con las de amilosa (Whistler,

1965).

Se han realizado muchos estudios para conocer la estructura del complejo de
almidon con yodo. Hanes en 1937, sugirié una estructura helicoidal, en base a que
dextrinas que contenian menos de 6 residuos de D-glucosa no formaban complejo

coloreado. Andlisis de rayos X de los cristales del complejo amilosa-yodo, apoyan




que éste es helicoidal con 6 residuos de D-glucosa por vuelta y que las moléculas de
yodo se encuentran en el interior de la hélice del polimero, a razén de 2 dtomos de
yodo por vuelta de ésta. Esta estructura es similar a la de otros complejos de
amilosa (Wolfrom and El-Kadem, 1965; Foster, 1965; Greenwood, 1956).

Se ha cuestionado bastante ¢l papel del ién yoduro en la reaccion amilosa-

yodo y aunque su papel exacto no estd muy claro parece ser esencial en la formacion

del complejo.  Amilosa en forma cristalina o configuracion helicoidal es capaz de
absorber vapor de yodo y formar complejo azul sin necesidad de yoduro, pero no es
capaz de cambiar el color del yodo en presencia de la cantidad suficiente de dcido
yodico como para reprimir la hidrélisis de yodo a yoduro; por otro lado, a-
ciclodextrinas son capaces de formar complejo en presencia de dcido yodico.  Estos
hechos sugieren que amilosa en solucion acuosa existe en forma no helicoidal y que
el i6n yoduro presumiblemente es necesario para la formacion de la hélice, por lo
que parece que el papel del yoduro es promover la agregacion necesaria para la

formacion de complejo (Foster, 1965).

1.3.1.4. Hidrdlisis enzimdtica del almidén

Existen 2 grupos de enzimas que atacan las uniones a-D-(1-4): amilasas, que
atacan a la unién glucosidica misma y transglucosidasas que transfieren residuos D-
glucosidicos a una molécula aceptora que contiene también uniones glucosidicas a-D-
(1-4); estas ltimas no solo intervienen en la hidrélisis sino tambien en el proceso

de sintesis de estas uniones (Manners, 1962).

Se conocen diferentes tipos de amilasas, clasificadas en base a diferentes
criterios, tales como tipo de ataque al sustrato, origen, configuracion del carbono
anomérico de sus productos, productos finales, etc ( Robyt, 1984).

8-amilasa: La nomenclatura propuesta para este enzima es a-D-(i—4)-glucan

maltohidrolasa; realiza una hidrélisis del almidén a maltosa y una dextrina limite de




elevado peso molecular (B-dextrina). El enzima libera maltosa en configuracién B
y puesto que no hay evidencia de uniones B-D-glucosidicas en el almidon, durante
la hidrolisis de éste por B-amilasa ha de ocurrir una inversién de la configuracion de
la union D-glucosidica, de ahi deriva la denominacion dada al enzima para
diferenciarlo de las a-amilasas (Pazur, 1965; Myrback, 1948; Manness, 1962).
En extractos crudos la B-amilasa suele estar contaminada con trazas de o-

amilasa, pero ésta tltima puede ser destruida por dcido acético y mantenimiento de

la solucién a 0" C y pH 7,6 (Myrback, 1948); por otro lado, la B-amilasa se inactiva

rdpidamente por calentamiento a 70°C (Whistler and Corbet, 1957; Myrback, 1948).

En la accion de B-amilasa sobre el almidon, estd bien establecido que el
enzima comienza en los extremos no reductores de las cadenas externas y paso a paso
separa unidades de maltosa. Amilosa con un mimero par de unidades de D-glucosa
es convertida ripidamente a maltosa mientras que la amilosa con nimero impar de
unidades de D-glucosa es transformada en maltosa y maltotriosa conteniendo ésta la
unidad de D-glucosa reductora de la molécula original de amilosa; solamente el 55%
de amilopectina es convertida en B-maltosa, debido a que B-amilasa no puede
hidrolizar las uniones intercadenas a-D-(1-6) por lo que su accién es incompleta
produciéndose dextrinas limite de elevado peso molecular que contienen todas las
uniones a-D-(1-»6) de la molécula original (Manners, 1962; Robyt, 1984). La
extension de la degradacion de la molécula de amilopectina queda determinada por

la longitud relativa de las cadenas exteriores (Pazur, 1965).

Entre otras enzimas implicadas en la hidrélisis del almidon destacan:
a-amilasas, las cuales difieren marcadamente de las B-amilasas en su accion, al
promover una fragmentacion al azar de la molécula de almidon hidrolizando las
uniones glucosidicas a-D-(1->4) tanto de cadenas externas como internas en la
molécula, provocando un rdpido descenso en la turbidez, viscosidad y poder de
tincién con yodo (Manners, 1962; Whistler and Corbet, 1957; Robyt, 1984). El
enzima Glucoamilasa por otro lado, es capaz de hidrolizar completamente amilosa
y amilopectina hasta D-glucosa al catalizar la hidrdlisis de uniones a-D-(1-4) y a-D-
(1-6).




No obstante y como consecuencia, de los patrones de accion de a y B
amilasas otros enzimas pueden participar en la hidrélisis completa de almidon a D-
glucosa: enzimas desramificantes como el enzima-R y amilo-(1-6) glucosidasas,

oligosacdrido hidrolasas, dextrinasas limite, etc (Pazur, 1965; Robyt, 1984).

1.3.2. Proteosa Peptona

1.3.2.1. Hidrolizados proteicos como constituyentes de medios de cultivo

bacterianos

Las proteinas en medios de cultivo bacterianos pueden ejercer una funcién
nutritiva, protectora (absorbiendo materiales toxicos) o indicadora de alguna actividad
biologica (Bridson, 1978).

Los hidrolizados proteicos son ampliamente utilizados y su incorporacion a
medios de cultivo proporciona una fuente fdcilmente disponible de nitrogeno y
carbono (Bridson, 1978; Bridson and Brecker, 1970). Otras ventajas derivadas de
la utilizacién de estos hidrolizados son su solubilidad total, estabilidad al calor y una
gran resistencia a la precipitacion frente a muchos agentes, como el pH y los iones

metilicos (Fox et al., 1982).

Los hidrolizados proteicos se obtienen mediante la ruptura de los enlaces
peptidicos, produciéndose péptidos y eventualmente aminodcidos; esta degradacion
o hidrélisis se ha llevado a cabo tradicionalmente mediante procesos catalizados por
dcidos y bases fuertes, aunque sin embargo, cada vez son mds los procesos basados
en el uso de roteasas (hidrolisis enzimitica) (Manual Oxoid, Oxoid Ltd., 1988,

Basingtoke, England).

La hidrolisis con dcidos es inespecifica, ya que éstos atacan todas las uniones

peptidicas degradando proteinas y polipéptidos a pequefios péptidos y aminodcidos.




Los datos anaiiticos de estos hidrolizados muestran un elevado contenido en

nitrégeno aminico en comparacion con los de digestos enzimdticos y presencia de

CINa formado al neutralizar el dcido con NaOH. Por otra parte, y debido a las
condiciones de reaccion tan severas, se produce una completa destruccion del
triptéfano, pérdida severa de cistina y pérdidas menores de serina y treonina,
asparagina y glutamina son convertidas en sus formas dcidas (Manual Oxoid, Oxoid
Ltd., 1988, Basingtoke, England; Bridson and Brecker, 1970).

La hidrglisis alcalina se utiliza en algunos casos para prevenir la destruccion
de triptéfano pero se produce una pérdida parcial o destruccion completa de cisteina,
cistina y arginina. Ambos tratamientos alteran las propiedades nutricionales de los

hidrolizados al provocar la destruccion de vitaminas (Bridson, 1978).

La hidréiisis enzimdtica es un proceso muy eficiente, que puede llevarse a
cabo en condiciones suaves de temperatura, pH y presion, con lo cual la calidad
nutricional de los aminodcidos se mantiene practicamente inaiterada, puesto que no
tiene lugar la destruccion o modificacion de ciertos restos aminoacidicos, como
ocurre en el caso de la hidrélisis quimica.

En la hidrolisis mediante enzimas se evita la neutralizacion de los
hidrolizados, y por tanto el alto contenido en sales que limitaria en cierto modo sus
aplicaciones (Fox et al., 1982).

La digestion enzimdtica no lleva a una hidrélisis total de la proteina en
aminodcidos sino que se obtienen hidrolizados parciales que generalmente originan
mejor crecimiento que los hidrolizados completos 0 mezclas de aminodcidos y que
contienen polipéptidos de una longitud de cadena variable dependiendo de la
frecuencia de la union aminoacidica especifica (Meynell and Meynell, 1970); los
productos de la digestion cominmente llamados peptonas por lo tanto, son una
mezcla mal definida de polipéptidos, oligopéptidos, aminodcidos, bases nitrogenadas
orgdnicas, sales y elementos trazas. Aungue tales peptonas son de composicion no
definida, al coatrolar el proceso de digestion es posible estandarizar los productos,
de tal forma que, las caracteristicas finales sean reproducibles de lote a lote (Bridson,
1978).




Entre los sustratos empleados para la elaboracion de hidrolizados se
encuentran protefnas animales, vegetales y de microorganismos: carne, pescado,
caseina, gelatina, queratina, proteinas de soja, microorganismos (algas, bacterias y
levaduras), albhvimina de huevo, semilla de girasol, etc. (Manual Oxoid, Oxoid Ltd.,
1988, Basingtoke, England; Bridson and Brecker, 1970; Bridson, 1978).

La eleccidon de la fuente proteica es de crucial importancia ya que la calidad
del hidrolizado no serd mayor que la de la proteina de origen (Bridson, 1978). En
general, las protefnas de carne proporcionan peptonas de muy alta calidad; las
protefnas de pescado debido a su alto contenido en acidos grasos insaturados se
oxidan répidamente produciendo enranciamiento. Las proteinas de la leche (caseina,
lactoalbimina) proporcionan peptonas de alta calidad aunque ésta puede variar segun
su origen y proceso de obtencién debiendo emplearse aquellas que poseen menor
contenido en lactosa (Bridson, 1978; Bridson and Brecker, 1970); la gelatina,
proteina extraida del coligeno, presenta un elevado contenido en prolina e
hidroxiprolina y el andlisis de las peptonas de esta protefna revela poco o ningun
contenido en aminodcidos sulfurados; para la mayoria de los microorganismos las
peptonas de gelatina muestran poca estimulacion del crecimiento (Bridson and
Brecker, 1970).

La calidad del residuo proteico de harina de soja, semilla de algodon. semilla
de girasol. varia de acuerdo al proceso y temperaturas utilizadas para su obtencion
aunque en general, las peptonas obtenidas de plantas suelen presentar bajo contenido
en lisina (Bridson and Brecker, 1970).

No solamente es importante en la eleccion de un hidrolizado proteico

considerar la fuente proteica sino tambien el método de hidrilisis empleado y el

enzima (en caso que se trate de hidrélisis enzimdtica), ya que algunos aminodcidos

pueden destruirse durante el proceso o bien no encontrarse disponibles (Bridson,
1978).

Una determinada peptona no puede satisfacer todos los propdsitos
microbioldgicos, por lo que cada una de ellas es particularmente til para un

proposito especial y posee caracteristicas singulares que la diferencia de las dems;




ligeras modificaciones o cambios en los métodos de obtencién pueden llevar a
productos que poseen muy diferentes propiedades nutricionales (Manual Difco,
Detroit).

Es conocido que, una peptona apropiada para el crecimiento de un
microorganismo a menudo no puede satisfacer la formacion de un producto final de
éste (Bridson, 1978); Nekvasilova y col. (1970), describieron una mayor produccion
de a-toxina por Clostridium perfringens en presencia de hidrolizado enzimdtico de
casefna, realizando mediante filtracion en gel, el aislamiento de los péptidos
esenciales del digesto requeridos para el crecimiento y toxinogénesis de este
microorganismo (Nekvasilova et al., 1970); también se sabe que, la produccion de
toxina en Corynebacterium diphtheriae depende entre otros factores de la
composicion de la peptona presente en el medio de cultivo (Bridson, 1978; Manual
Difco, Detroit); de igual modo, peptonas altamente tamponadas pueden ser
inapropiadas para estudios de fermentacién de carbohidratos (Bridson, 1978; Bridson
and Brecker, 1970); la presencia de metales en la peptona también influye en su
calidad y capacidad de reaccion especifica (concretamente el contenido en hierro de
peptonas puede ser critico en hidrolizados proteicos utilizados en medios para
produccion de toxinas) (Bridson, 1978; Bridson and Brecker, 1970). Todo ello,
justifica la gran variedad de hidrolizados disponibles comercialmente para su empleo

en la elaboracion de medios de cultivo bacterianos.

1.3.2.2. Proteasas empleadas en la preparacion de digestos proteicos

Tripsina: Es una endopeptidasa que ataca las uniones peptidicas entre grupos
carboxilicos de lisina y arginina y los grupos amino de cualquier otro aminodcido.
Se utiliza en el rango de pH=7-9, pero debido a su gran tendencia a la autolisis no

permanece activa a pH elevados durante largos periodos de tiempo. La autolisis es

retardada considerablemente en presencia de iones Ca*'.

El enzima no se inactiva por reductores ni oxidantes, aunque sf por algunas

proteinas de soja, hkabas, judias, trigo y ovomucoide (Bridson, 1978; Bridson and




Brecker, 1970).

Pepsina: Es estable a pH= 5-6 y se desnaturaliza por encima de pH=6. La
mdxima actividad catalitica se obtiene a pH= 1,8, pero a este pH es parcialmente
inestable debido a autodigestién (Bridson, 1978).

Presenta en cierto modo amplia especificidad, pero se favorece la ruptura de

las uniones adyacentes a aminodcidos aromdticos (Bridson, 1978).

Papaina: Es una cistein-proteasa y como tal se inhibe por todos aquelios
agentes modificadores de grupos sulfidrilos (oxidantes, metales pesados, alquilantes),
por lo que para su actividad se requiere la proteccion de su centro activo mediante
la adicién de agentes reductores como cistefna o sulfuro de hidrégeno.

Presenta una marcada estabilidad a elevadas temperaturas comparada con

otros enzimas proteoliticos, de modo que puede realizarse la digestion a 70 C

(Bridson and Brecker, 1970). La mdxima actividad enzimdtica se encuentra en el
rango de pH 5-7,5. Posee una amplia accién hidrolitica similar a la de pepsina
(Bridson, 1978).

Bromelina, Ficina, y diversas proteasas microbianas aunque por el momento
no son de empleo frecuente en la produccion industrial de hidrolizados proteicos,
poco a poco, sobre todo las iltimas estan adguiriendo importancia en la produccion

industrial de peptonas (Bridson, 1978; Bridson and Brecker, 1970).

1.3.2.3. Andlisis y caracterizacion de hidrolizados proteicos

La accién de una peptona como aporte de factores de crecimiento para una
bacteria es muy complicada y el suministro de péptidos en ciertas combinaciones de
aminodcidos puede ser la parte mds critica de esta accion (Bridson and Brecker,
1970).




Es extremadamente dificil obtener un andlisis completo de una peptona debido
a la naturaleza heterogénea de sus componentes (Bridson, 1978), no obstante el
contenido en nitrégeno de la peptona caracteriza parcialmente el digesto (Bridson and
Brecker, 1970).

El andlisis cldsico de peptonas se restringe a determinar los tipos individuales
de nitrégeno combinado junto con un andlisis de los aminodcidos presentes.
Dependiendo del sustrato proteico, del enzima usado, proporcion enzima/sustrato y

tiempo de hidrélisis, los componentes nitrogenados en una peptona se encontraran

en diferentes relaciones cualitativas y cuantitativas (Bridson and Brecker, 1970).

La relacién nitrogeno aminico/nitrogeno total, mide el grado de degradacion
de la peptona y esta medida junto con los datos cldsicos caracteriza de algin modo
la peptona pero aporta pocos datos de la proporcién de polipéptidos, péptidos y
aminodcidos presentes en ella (Bridson, 1978; Bridson and Brecker, 1970).

Es también muy util, el conocimiento de la distribucién de nitrogeno como
proteosas, pequefios péptidos, aminodcidos, etc., ya que diferentes microorganismos
cuando crecen en medios solidos que contienen peptonas que difieren en estas
distribuciones exhiben variaciones en tamaiio colonial, apariencia, hemolisis, etc
(Bridson and Brecker, 1970). Se incluyen asi mismo, en la mayoria de los andlisis
de peptonas, el contenido en CINa, fosfatos, reaccion de pF 4 vitaminas (Bridson,
1978).

En la tabla I1l, se detallan algunos andlisis tipicos de varias peptonas
comerciales.

En la Tabla 1V, mencionamos las caracteristicas de algunos hidrolizados
proteicos empleados en la elaboracion de medios de cultivo, clasificados segiin su
proteina de origen. En algunos hidrolizados, los productores no detallan la fuente
proteica ni los enzimas utilizados en la digestion (Manual Oxoid, Oxoid Ltd.,

Basingtoke, England; Bridson, 1978; Marchal et al., 1991).




1. INTRODUCCION

Tabla 111. Andlisis tipico de algunos hidrolizados proteicos comerciales

Proteosa PP Peptona Triptona Extracto Casaminodcidos
Peptona N°3 Levadura

(% wiw)
Nitrégeno total
N proteosa 1°
N proteosa 2°
N peptona
N amonio
N amino libre
N amida
N mono-amino

Arginina

Acido aspdrtico
Cistina (Sullivan)
Acido glutdmico
Glicina
Histidina
Isoleucina
Leucina

Lisina
Metionina
Fenilalanina
Treonina
Triptofano
Tirosina

Valina

Piridoxina (ug/g)
Biotina

Tiamina

Acido nicotinico
Riboflavina

Fisforo (% wiw)
Hierro

Potasio

Sodio

Magnesio

Calcio

Cloro

Cloruro

pH soluc.1%

14,37 13,06 16,16
0,60 0,00
4,03 0,68
9,74 15,38
0,00 0,04
2,66 3,20
0,94 0,49
7,61 9,42

6,8 59 800
74 66 59
0,56 0,22
12,0 11,2 11,0
11,6 89 230
1,7 1.7 096
33 33 20
64 60 35
53 5,1 43
20 1.8 0,83
33 31 23
35 32 1,6
0,72 0,85 0,42
34 036 23
44 40 3.2

30 41 25
043 024 0,32
30 27 05
131,0 169,0 35,0
11,0 13,0 40

0,24 0,079 0,04
0,0038 0,0044 0.0023
0,70 0,21 0,22
2,84 0,033 1,08
0,118 ,00048 0,056
0,137 ,0396 0,058
3,95 0,27
39 4,15 027
6.8 7,0

Fuente comercial: Laberatorics Difco, Detroit, Michigan

9,18

11,15




Tabla 11 (Continuacion)

Hidrolizado  Proteosa Peptona Triptosa Hidrolizado
Lactoalbimina Peptona Soja dcido de caseina

(% wiw)
Nitrogeno total 9.3
Nitrégeno amino 2,2
N amino/total 23,7
N amonio 0,96
Carbohidratos 13,9

Alanina 2,52
Arginina 5,03
Acido aspdrtico 7,94
Cistina 0,80
Acido glutdmico 14,68
Glicina 2,98
Histidina 1,70
Isoleucina 2,50
Leucina 4.46
Lisina 3,92
Metionina 0,55
Fenilalanina 3.01
Prolina 3.64
Serina 0,68
Treonina 1,38
Triptifano 0,69
Tirosina 2,36
Valina 3.10

Calcio (ppm) 930
Cobre 3 3.7
Hierro 207
Magnesio 2630
Potasio 2,90%
Sodio 1,10%

pH soluc.2% 6,3 7.0 7,0

Fuente conercial: Oxoid Ltd., Basingtoke, Emgland




Tabla IV. Identificacion, fuentes y caracteristicas de algunos hidrolizados
proteicos empleados en medios d: cultivo bacterioldgicos.

SUSTRATO HIDROLISIS DFNOM!NA(‘!ON

CARACTERISTICAS

A) PEPTONAS DE CASEINA Y OTRAS PEPTONAS DERIVADAS DE LA LECHE

Cascina Acidos Casaminoacidos; Difco)
-Hidrofiz. casefna( Ozoid)
-Acidicasa(BBL.)

-Fnzimas -Teiptona(Oxaid) *
Tripticasa (BBL)
~Casitona (Difeo)
o Hidnatizadko lactoalh

-Lactatysste(BBL)

Leche -Fnzimas Leche peptonizada (Difeo,
Oxoid, BBL)

B) PEPTONAS DE CARNE

Carne -Pepsina -Peptooa (Difeo *, Oxoid)
-Proteosa Pepaona (Difco ==, Oxoid)
-Myomatc(BBL)

Peptamina(Difco) *
Peptonz P(Oxaid)
Thiotoac(BRI.)

-Tripsina -BioM reone (BioMericux)
Peptona Bacteriologica (Oxoid 1.37)*

Gelating ~ -Fnzimas  -Peptona gelatina( Ovoid)
Gelysate(BBL)

-Digzsto de higado(Oxoid)

C) PEPTONAS VEGFETALES

Soja Forimas  -Peplona de soja(Greoid) *
~Soytone{ Mifco)
-Phytone{BBL)

D} MEZCY AS DE PEPTONAS

Mercha de  -Fnrimas “Triptosa( Difco, Oxowd)
peptonas o -Polipeptona(cascina + caroc)(BRIL)
desconocida -Bivsate(cascina | kevadural(BBL)
-Neopeptona( Difco)
Protona( Difco)
Peptona micokogical Croid)

I.ab-Lemco(Oxoid)™

Hidrdlisis de caseina con CTH bajo presidn seguido de neutralizacidn con NaOH.
1.2 hidrdlisis ¢s flevada a cabo haste que todo ¢l nitrogeno de fa caseina ey
convertido ~n aminogcidos u atros comp dcmhﬁv:imp!ﬁ:i\ldqulmia.
A pesar de su “eficiencia cn cistina y tripuifano es como
aminoacidico en medios de cultivo, sizado muy dnlmcnmnndn

* Digesto pancreditico de cascina que conticne proporciones variables de pequefios
péptidos y aminadcidos, incluido f trippSfano. Util en modios para produccidn de
toxinas

* Digesto pancreatico de esta proteing que contiene niveks clevados de amincicid
esenciales. Peptona altamente mutritiva para lactobacilos, weda como suplemento

Usada en medios de cultivo para tactobacilos.

*Bacto-Peptona(Difco) pusee un clevado conterido en pcmmu ¥ aminodcidos y
solamente uoa pequeia cantidad de p dos més complejos.
*3] gy difercotes Protoms Peponas de l)m:uﬂ'l’ PP N°2, PP N'3) 800 digestos
pépticos de tefido animal preparados bajo 1 variables de digestid
lmmﬁmnmmmmm‘mmdnmqmwﬂﬂmmwr

cr de microorgar fiosos cn la de los medins de cultivo

*Peptonas que conti polipéptidos de pesos moleculares elevadas, pabres cn
aminoscidos libres vy ricas en arufre

*Fn general, conticnen oligopéptidos, muchos aminodcidos ibres ¥ vitaminas.
Proporcionan un desarrotio shundante v ripido de cultivos.

Peptonas de hajo valor nutricional; como la proteina de origen los dipestas son
ricos en glicina, prolina ¢ hidroxiprolina pero carentes de cistina cisteina y
triptdfanc.

Fmpleado para cultive de protozoos, hongos patdgenas y saprofitos, bacterias y
micoplasmas.

mmmwammmm Pusce clcvado contenido on carbobidratos.

108 micToorgar crecen répidam perv pucden cxhibir una brusca disminucidn de

vinbilidad. Ricas cn iaminas :dm‘ todo cn tismina.

Algunas formuleci dc medics inch mas d¢ una peptons mercladas en
Ias proporcioncs optimas para Iz obtencide de un rapido crecimicmo y de otras

*F] método usual de obtencidn consiste on suspender came picada libre de grasas
en agua y dejar fa mezcla 2 4°C toda b noche 0 a 607 C dorante aproximadamente
3 horas con agitacion. 1.2 came se separa por filtracide v fas protefnas del
filtrado que coagulan por ¢f czlor s separan por calentamiento a chullicidn
durante 15 minutos. Fl prod itante de este proceso es una solucidn
acvosa de péptidos, aminoscidos, fracch de scidos nuclcicos, dcidos arginicos
mircrales y vitaminas. Tambicn aporta metales, fosfatos, compuestos carbonadas y
fmuenmlcsdckuqucwumwucu:lgumpemm

Fn ¢l extracto ® . tas vitaminas hidrosolubles aongue hos
niveles de tiamina se reducen.




Tabla IV (Continuacion)

Fxtracto levadura (Oxoid, Difen) Sotucidn concemrada de protefna de fevadura hidrolizada, producida por Ia reaccion
autiftica de s enzimas protoolfticos dc la c@uta sobee proteinas de levadura;
cunstimido por una mezcla de aminodcidos, peptid vitaminas hidrosolubh
fraccioncs de cidos nuckicos y compucstos carbonados (primariamente ghicdgeno y
trehatoss). Poscen una clevads concontracidn de vieaminas y aminodcidos, inclufdo o
ripdfana.

* Dehido a tas posibles variaciones en los procedimicntos de ohtencidn de unas casas comerciales a otras, hemos hecho constar ¢l productor de bos
hidrotirados descritos

Referencias: Bridson, 1978; Bridson and Brecker, 1970; Manual oOxoid, Basingtoke,
Hampshire, England; Manual Laboratorios Difco, Detroit; Meynell and Meynell, 1970; Marchal et al.,
1991.

1.3.3. Suero

1.3.3.1. Suero como constituyente de medios de cultive bacterianos.

La sangre completa, es uno de los aditivos proteicos mds usados en medios

bacteriologicos con la finalidad de mejorar el crecimiento de microorganismos

exigentes nutricionalmente o bien con una funcién diferencial; el origen de ésta

puede afectar de forma importante no sélo al crecimiento de los microorganismos
sino también a las caracteristicas de éstos (Bridson, 1978). Sin embargo, existe un
gran nimero de formulaciones que no incorporan sangre entera sino suero de
diferentes especies animales, generalmente también con la finalidad de favorecer el
crecimiento de los microorganismos aunque su papel no estd totalmente establecido
(de la Rosa et al., 1983; Ellinghausen and McCullough, 1965; Karayiannis and
Hobson, 1981; Levy et al., 1983).

Parece no existir una tnica funcion del suero en los distintos medios de
cultivo a los que se adiciona, ya que si bien, algunos MIicroorganismos mejoran su
crecimiento en medios que lo contienen, como es el caso de los micoplasmas
(Meyne!l and Meynell, 1970), Chlamydia trachomaris (Karayiannis and Hobson,
1981), Leptospira (Ellinghausen and McCullough, 1983), éste no sclamente provee

nutrientes sino que también aporta factores no nutricionales.




1. INTRODUCCION

El requerimiento de suero y la falta de crecimiento en su ausencia puede

atribuirse no solo a las necesidades nutricionales ya mencionadas, sino también a la

presencia de dcidos grasos u otras sustancias toxicas en los materiales biologicos que
se incluyen en la formulacion, como peptonas, agar, etc. (ej. el agar nutriente inhibe
el crecimiento de especies de Mycobacterium tuberculosis, Haemophilus influenzae,
Neisseria gonorrhoeae, a menos que se adicionen agentes capaces de absorber dcidos
£rasos).

Se ha comprobado que el suero completo o albumina de suero (fraccion V)
tienen un efecto protector ya gue son capaces de absorber dcidos grasos eliminando
el efecto inhibitorio del crecimiento e incluso en algunos casos de funciones
especificas del microorganismo (esporulacion, formacion de cdpsula, etc.); otros
agentes gue unen dcidos grasos son almidon soluble (0,15% P/V), Charcoal y resinas
aniénicas mientras que otras proteinas o fracciones del suero son relativamente
inefectivas (Meynell and Meynell, 1970; Bridson, 1978; Bridson and Brecker, 1970).

Otra de las funciones del suero en los medios de cultivo es actuar como bufter
(¢j. suero caldo-glucosa), pudiendo reemplazarse en este caso por carbonato sodico

o cualquier otro tampon (Bridson, 1978).

Ademis de las funciones reconocidas del suero para medios de cultivo en
general, es de destacar y es de nuestro especial interés su funcién como coadyuvante
en la produccion de pigmento por Streptococcus agalactiae (de 1a Rosa et al., 1983;

de la Rosa et al., 1990a).
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2. OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo han sido:

1. Evaluar la influencia de la composicion del medio de cultivo en la

formacién de pigmento por Streptococcus agalactiae.

2 Determinar la influencia de las condiciones de incubaciin sobre la

pigmentacion de EGB.

3. Estudio de los componentes de medios de cultivo responsables de la

produccion de pigmento por S.agalactiae.
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3. MATHRIAL Y METODOS

3. MATERIAL Y METODOS

3.1. CEPAS BACTERIANAS

Se han empleado 4 cepas de S.agalactiae aistadas de diversas muestras
clinicas, todas ellas B-hemoliticas. Las cepas I, il y 11l se seleccionaron por la
caracteristica de ser pigmentadas en NGM (New Granada Medium) (de la Rosa et
al., 1992a) y la cepa IV, no s6lo por su intensa pigmentacion en este mismo medio
sino también por ser capaz de producir pigmento en placas de Agar Columbia + 5%

de sangre de caballo (BioMedics).

Como medio de mantenimiento de¢ estas cepas, hemos utilizado Cistina
Tripticasa Agar (Difco 0523-01-7), asi como subcultivos semanales en placas de

Agar Columbia + 5% de sangre de cabailo (BioMedics).

En la tabla V, se detalla el serotipo y procedencia de cada una de las cepas

empleadas.

CEPAS || | SEROTIPO

Hemocultivo

Ex. ocular

Ex. vaginal

Ex. vaginal

Tabla V. Serotipos y procedencia de las cepas bacierianas




3. MATERIAL Y METODOS

Las cepas fueron identificadas por sus caracteristicas morfologicas vy

B

biogquimicas (CAMP, hidrélisis de hipurato, resistencia a bacitracina y SxT,

produccion de pigmento) (McFaddin, 1980; Facklam and Washington, 1991;
Sonnenwirth, 1983) y agrupadas serolégicamente como pertenecientes al grupo B de
estreptococos mediante aglutinacion con particulas de ldtex (Streptococcal Grouping
Kit, Oxoid Diagnostic Reagents).

La serotipia se realizo, previa extraccion del antigeno con dcido clorhidrico
0,2 N en caliente, por precipitacion capilar con antisueros cedidos por el Dr. H. W.
Wilkinson del CDC (Carazo, 1991).

3.2. MEDIO DE CULTIVO BASE (MB)

Se utilizé como medio base el NGM (New Granada Medium) descrito por de
la Rosa y col. (1992a), eliminando de la formulacion original la adicién de agentes

selectivos. La composicion para | litro de medio es la que sigue:

Proteosa peptona N° 3 (0120-01 Difco)
Almidon (1252 Merck)

D(+) Glucosa monohidrato (8342 Merck)
Sulfato de Magnesio anhidro (M-7505 Sigma)
Fosfato disédico anhidro (6586 Mcrck)
MOPS (sal hemisodica)(M-9027 Sigma)
Acido pirdvico (sal sddica) (6619 Merck)
Suero de caballo (SR-35 Oxoid)

Metotrexato (Lederle)

Agar bacterioldgico (Oxoid)

Laboratorios Difco, Detroit, Michigan. USA; E. Merck, D-6100 Darmstadt, F.R. Germany; Sigma Chemical
Company, St.louis. USA; Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, England; lLederle (Cyanamid Iberica S.A.)
¥adrid, Espana.
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Preparacion
Adadir a | litro de agua destilada la proteosa peptona, almidon, Na,PO.H,
MOPS hemisodico y agar. Disolver calentando con agitacion hasta que el medio
quede totalmente transparente. Llevar a ebullicion varias veces. Esterilizar en

autoclave a 0,5 atmésferas de presion durante 20 minutos. Dejar enfriar hasta 50-

55°C y afiadir 10 ml de una solucién previamente esterilizada por filtracion que

contiene: metotrexato 0,6 g/i, glucosa 250 g/1, SO,Mg anhidro 20 g/l y 100 g/l de
piruvato sédico. Anadir 50 mi de suero de caballo estéril. No es necesario ajustar

el pH final, siendo éste de 7,4+/- 0,2 (de la Rosa et al., 1992a).

3.3. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LOS COMPONENTES DEL
MEDIO BASE SOBRE LA FORMACION DE PIGMENTO POR EGB

3.3.1. Metddica de trabajo

Medios de cultivo

Los medios de cultivo mencionados en los epigrafes 3.3.2. y 3.3.3., se han
realizado siguiendo el mismo procedimiento anteriormente descrito para la
elaboracion del Medio Base (MB) (Ver 3.2.).

En todos los casos, se han elaborado medios de cultivo distribuidos en placas
Petri y en tubos de aproximadamente 10 mm de didmetro, diferencidndose ambos

dnicamente en el método de siembra seguido, como especificamos a continuacion.

Inéculo bacteriano y siembra de medios de cultivo

Medios en Placa: La preparacion del indculo de siembra, se realizo a partir

de un cultivo en Agar Columbia + 5% sangre de caballo incubado a 37°C durante
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24 horas, tomando varias colonias ¢ inoculdndolas en 5 ml de Brain Heart Infusion
(Difco 0037-01-9). Tras la incubacion a 37°C durante 18-24 horas, se procedio a
la preparacion del indculo, tomando 40 ul de este cultivo estacionario en caldo y
suspendiéndolo en 5 ml de solucidn salina fisiolégica. Una vez solidificado el
medio, se deposité en la superficie de las placas, 20 ul de esta dilucion
(aproximadamente 5,3 x 10" ufc/ml), dejdndolas secar antes de proceder a su
incubacion.

Medios en Tubo: Se prepard una suspension del microorganismo con 10 pl
del cultivo estacionario en caldo Brain Heart Infusion (BHI) en 5 ml de solucion
salina fisiologica. 100 pl de esta dilucion se adadieron a 5 mi del medio de cultivo
distribuido en tubos, antes de solidificar, agitando lentamente para homogeneizar el

indculo de siembra (aproximadamente 6,6 x 10 ufc/ml).
Condiciones de incubacion
Placas y Tubos del Medio Base (MB), se incubaron inicialmente en atmosfera

anaerobia (5% CO,, 10% H, y 85% N,), en atmosfera con un 5% CO,, atmostera

microaerdfila (5% O,, 10% CO, y 85% N,) y en atmdsfera normal (aire) siempre a

37°C durante 18-24 horas. Tras esta experiencia preliminar, se utilizo en todos los

casos dnicamente una atmosfera de incubacion dejdndola restringida a la incubacién

en anaerobiosis.

Lectura e interpretacion

Tras el periodo de incubacion se anoto la presencia o ausencia de crecimiento
de cada una de las cepas en los distintos medios de cultivo asf como la intensidad de
pigmento en cada uno de eilos.

Se establecio una graduacion mediante cruces (+++. ++, +) para indicar

la intensidad de pigmento observada, considerando como maxima la intensidad de
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pigmento de tres cruces (+ + +) que es la correspondiente a la exhibida por las cepas
1, Il y 1Il en el Medio Base sin modificaciones y en condiciones de incubacion
anaerobias (pigmento naranja intenso). En relacion a ésta y dependiendo de la
intensidad y tonalidad observada para el pigmento, se asignaron dos cruces (++) en
caso de la visualizacién de un pigmento naranja no intenso y una cruz (+) en caso

de observacion de pigmento con una coloracion naranja-amarillenta.

3.3.2. Eliminacién individualizada de cada uno de los componentes del Medio

Base (MB).

Para poner de manifiesto la influencia sobre la formacion de pigmento de los
componentes incluidos en la formulacion del medio que hemos utilizado como base
de nuestras experiencias, se han elaborado diversos medios de cultivo eliminando

cada uno de los componentes incorporados en la formulacién original.

Hemos elaborado por lo tanto, los siguientes medios:

Medio Base (MB) (control de pigmentacion), MB sin Proteosa Peptona, MB
sin almidén, MB sin Metotrexato, MB sin suero de caballo (estos 5 medios se
incluyen también en el apartado 3.3.3.), MB sin Na,PO,H, MB sin MOPS (sal
hemisidica), MB sin piruvato sddico, MB sin glucosa y MB sin MgSO,.

3.3.3. Variacién en la composicién del Medio Base por eliminacion de algunos

de sus componentes.

Partiendo del Medio Base (Medio Granada sin inhibidores), se han elaborado
los siguientes medios de cultivo (Tabla V1), utilizando como variables los siguientes
componentes: Almidon, Proteosa Peptona, Metotrexato (MTX) y Suero de caballo,
componentes que seguin experiencias realizadas por otros autores (Tapsall, 1986; de

la Rosa et al., 1983) y por los resultados de las experiencias realizadas en 33.2.
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parecen afectar de forma importante la pigmentacion de EGB.

La incorporacion de glucosa a estos medios de cultivo se ha utilizado como
variable solamente en aquellos medios que incluyen en su composicion proteosa
peptona, metotrexato y suero, independientemente de la presencia o ausencia de

almidén; en los demds casos, la glucosa se encuentra incluida en ¢l medio.

Tabla V1. Variacion en la composicion del Medio Base por eliminacién de
algunos de sus componentes.

EHEEE

N° 2

N°3

N°4
N°5

6A
N 0
6B

N° 7

|=g
8A

N°
&B

l N°9

“ N° 10

| N° 11
l N° 12 +

PP n*d: proteosa peptona n°3 {Difco); MIX: mefotrevato
+: componente incluido en 1a formlacion del medio de cultivo
-+ conponente no incorporado al nedio de cultivo
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3.4. ESTUDIO DE ALMIDON COMO CONSTITUYENTE DEL MEDIO
BASE

3.4.1. Modelo Experimental

Medios de cultivo y metédica de trabajo

El estudio de la actividad de diversos carbohidratos en la formacién de
pigmento por S.agalactiae, reemplazando como componentes al almidon incluido en
la formulacion original del Medio Base, se ha realizado de dos formas distintas:

a) Elaboracion de diferentes medios de cultivo distribuidos en placas y en
tubos (Modelo experimental placa-tubo) con cada uno de los carbohidratos a probar
y a la misma concentracién utilizada para el almidon, eliminando éste de la
formulacion original del Medio Base (MB sin Almidon + Carbohidrato).

b) Utilizacion de una técnica biozutografica (Kennedy et al., 1955)
modificada al sustituir los cromatogramas en papel por pocillos realizados en medios
de cultivo distribuidos en placas Petri (utilizando MB en el que se elimina el
componente almidon), los cuales incorporan los diferentes compuestos cuyd actividad

bioldgica se pretende conocer.

Inéeulo bacteriano y siembra de medios de cultivo

Modelo experimental (Placa - Tubo): Los indculos utilizados para la

siembra de placas y tubos, fueron los detallados en 3.3.1.

Modelo bioautogrifico: 50 ul de un cultivo de S.agalactiae en caldo BHI
incubado 18-24 horas, se adicionaron a 12 ml del medio de cultivo (MB sin
Almiddn) cuando éste se encontraba atn sin soliditicar (sobrefusion), procediendo
a su homogeneizacion y distribucion en placas Petri. Transcurrido el tiempo
necesario para la solidificacion, se realizaron pocitlos en el medio de cultivo

~mpleando tubos de vidrio de diversos tamadios dentro de los cuales se introdujeron
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disoluciones de los distintos carbohidratos a probar, permitiendo durante unos 15

minutos la difusion de éstos antes de proceder a la incubacion que se realizé a 37 C

durante 18-24 horas en atmésfera anaerobia (5% CQO,, 10% H,, 85% N,).

Lectura e interpretacion

Modelo experimental (Placa - Tubo): Se anot6 la intensidad de pigmento
producida en placas y en tubos siguiendo una graduacion mediante cruces (++ +,
+ 4, +) como se ha especificado en el apartado 3.3.1. Asf mismo, se apuntaron
diferencias importantes en cuanto al crecimiento de EGB en ¢l Medio Base sin
almidon adicionado de otros carbohidratos respecto al del Medio Base (MB).

Modelo bioautogrifico: Se ano* la presencia o ausencia de halo de
potenciacion del pigmento alrededor de los pocillos (halo naranja) producido por los

diferentes componentes ensayados.

3.4.2. Actividad de Almidén (Merck 1252) sobre la formacion de pigmento

por S.agalactiae

Medios que incorporan almidon a concentraciones del 2% (Medio Base), 1%
y 0,5%, asi como medios carentes de €l (MB sin Almiddn) distribuidos en placas y
tubos, han servido de referencia y control de la pigmentacién producida por EGB,
dando cuenta al mismo tiempo de la actividad ¢ importancia del almidon en la

formulacién (Fallon, 1974; de la Rosa et al.. 1983).

En el caso de experiencias realizadas en placas con pocilios (MB sin
Almidén) se utilizé como control de pigmentacion, la incorporacion a uno de los

pocillos de 100 pl de una solucién de almidon al 5%.
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3.4.3. Actividad de diversos almidones y de sus fracciones sobre la formacion

de pigmento por S.agalactiae.

Se realizaron medios ce cultivo (Modelo placa-tubo) incorporando un 2% de
cada uno de los almidones citados a continuacién. En el caso de amilosa y
amilopectina. también se realizaron medios de cultivo a concentraciones finales del
5%y 1%.

En el estudio de la actividad de los distintos almidones y de las fracciones

mediante bioautografia, se ensayaron 100 xl de soluciones al 5% de todos ellos.

Almidones

Almidon de patata:
No modificado Sigma S-4251
Soluble (Método Lintner) Sigma $-2630
Hidrolizado para electroforesis ... Sigma S-4501
Indicador yodométrico Panreac- 171096
Soluble ACS Reactivo Sigma S-9765

Zulkowsky Merck 1257

Almidon de trigo:
Tipo 1 (no modificado} Sigina S-5127
Purificado (hidroliz.calor) Sigma S-2760

Almidon de arroz : Sigma S-7260

Fracciones de Almidon

Amilosa de patata. Tipo 111 Sigma A-0512
Amilopectina de patata Sigma A-8515
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3.4.4. Actividad de hidrolizados enzimiticos de almidon por accion de B-

amilasa en la formacién de pigmento p- S.agalactiae

Experiencias previas

Debido a que en el proceso de hidrdlisis de almidén y sus fracciones por
accion del enzima B-amilasa se produce liberacion de maltosa, y la utilizacion de este
azicar por el microorganismo lleva asociada una disminucion de pH en el medio, se
elaboraron los siguientes medios de cultivo con la finalidad de determinar la

influencia de esias condiciones sobre la pigmentacion de EGB.

* Medio Base (incorpora un 2% almidon)
* MB (2% almidon) + 2% maltosa

“ MB sin Almidon + 2% maltosa

< MB (disminuyendo la concentracion de almidén al 1%)
# MB (1% almidén) + 1% maltosa

« MB sin Almidén + 1% maltosa

Por otra parte y para comprobar que la 8-amilasa no interfiere por s{ misma
en la preduccion de pigmento, hemos elaborado un medio de cultivo (MB) al que
afadiznos la misma cantidad de enzima que vamos a utilizar en el proceso de
hidrélisis, inactivando ésta rdpidamente antes del comienzo de su accion mediante

calentamiento a ebullicion durante 10-15 minutos (Whistler and Corbet, 1957).

Hidrolisis de almidon, amilosa y amilopecting

Soluciones al 2% de almidon v de sus fracciones, se ilevaron a pH= 4-5
{necesario para la actividad enzimdtica) (Pazur, 1965). En los tres casos, se hicieron

2 alicuotas adicionando a una de ellas f-amilasa (Tipo 11 B A-7130 Sigma) en ¢ «ceso
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para asegurar una hidrolisis completa que se realizé a 37°C  durante

aproximadamente 24 horas; la segunda alicuota se mantuvo en iguales condiciones
de incubacion y pH que la primera pero sin la adicion del enzima.

Una vez finalizado el tiempo de hidrolisis (determinado por la pérdida de la
capacidad del hidrolizado para formar complejos con yodo) (Ver 3.4.5.), ambas
alicuotas se calentaron a ebullicién durante 10-15 minutos (Whistler 1957, Myrback
1948) con la finalidad de inactivar el enzima presente en la primera de ellas, se
ajusté el pH a su valor inicial y se procedic a elaborar los siguientes medios en placa

y en tubo.

* Medio Base (disminuyendo la concentracion al 1% de almidon)

* Medio Base (sin Almidon)

* Medio Base (1% Amidén) (C)
* MB {sin Almidén) + 1% hidrolizado almidon con B-amilasa

* MB (1% Aimidon) + 1% hidrolizado almidén con B-amilasa

* MB (sin Almidon) + 1% amilosa (C)
* MB (sir Almidon) + 1% hidrolizado de amilosa con B-amilasa

# MB (sit. ... .aidon) + 1% almidén + 1% hidrolizado de amilosa con 8-amilasa

* MB (sin Almidén) + 1% amilopectina (C)
* MB (sin Almidén) + 1% hidrolizado de amilopectina con B-amilasa
# MB (sin Almidon) + 1% almidon + 1% hidrolizado de amilopectina con

B-amilasa

En cada caso, los medios empleados como control de pigmentacion (), se
elaboraron con almidon. amilosa y amilopectina, sometidos a las mismas condiciones

de pH e incubacion gue las de sus correspondientes hidrolizados.
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Monitorizacién_de la hidrdlisis del almiddn

Se realizo también, la hidrdlisis de una solucién de almidon al 2%, utilizando
una cantidad conocida y calculada previamente de B-amilasa de 0,01 £/20 ml de
solucién (cantidad suficiente para una hidrélisis no muy rdpida que permite su
monitorizacién).  Las condiciones de pH y temperatura de incubacion son las
mismas que en el proceso hidrolitico anterior.

Tras la adicion del enzima, se tomaron fracciones del hidrolizado de 2en?2

minutos hasta un tiempo de 20 minutos de actuacion enzimdtica y después a los 25°,

30", 45" y 60 minutos del inicio de la hidrdlisis. parando la actividad del enzima en
cada una de las alicuotas por calentamiento a ebullicion durante 10-15 minutos
(Whistler and Corbet, 1957; Myrback, 1948).

Se determind la capacidad de formar pigmento utilizando placas con pocillos
(MB sin Almidon) a los que se incorporaron 100 pl de los hidrolizados enzimdticos
de almidon a diferentes tiempos de actuacion del enzima; asi mismo, se INCOrporaron
en otros pocillos 100 gl de una solucion de aimidon al 2% y de una solucion de
almidén al 2% sometida a las mismas cordiciones de pH y temperatura que los

hidrolizados a estudiar. Estos dos dltimos sirvieron de control de pigmentacion.

3.4.5. Formacion de complejos con yodo.

Se determinG la capacidad de formar complejos con yodo de los diterentes
t vs de almidones empleados en el estudio, fracciones de éste, pohisacdndos.
dextrinas, oligo y monosacaridos.  Para ello, 40 pl de una solucion de |, (1%) y IK
(2%), se anadieron a 5 ml de las soluciones de los distintos azicares al 1%,
observando y anotando el color desarrollado.

Los hidrolizados de almidén, amilosa y amilopectina con B-amilasa. asi como
cada una de las alicuotas del hidrolizado de aimidon obtenido a diferentes tiempos
de actuacion del enzima también se probaron para determinar su grado de

complejacion con yodo.
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3.4.6. Influencia de Almidén sobre el espectro de absorcién del pigmento

Hemos determinado el espectro de absorcion del pigmento formado por EGB
en ¢l Medio Base (MB), MB sin almidén, MR sin Metotrexato y MB sin Suero.

Para ello, medios liguidos con estas formulaciones se inocularon con varias colonias

de EGB vy se incubaron en condiciones anaerobias a 37°C durante 18-24 horas.

Pasado el tiempo de incubacion se centrifugaron los caldos de cultivo, realizdndose
el espectro de absorcion del sobrenadante, utilizando un HITACHI 2208 (rango de
muestreo 700 - 350 nm). Como blanco se emplearon los mismos medios sin
inocular.

Asi mismo, se ha determinado el espectro de absorcidn del Medio Base al que
tras un periodo de incubacion de 18-24 horas, se adiciond B-amilasa; en este caso

como blanco se utilizé el MB sin inocular adicionado del enzima.

3.4.7. Actividad de Albiimina sobre la pigmentacion de EGB.

Concentraciones finales en el medio del 2%, 1,5% y | % de Albimina bovina
(fraccién V) (Sigma A-9647) se han probado en sustitucion del Almidén en el Medio
Base. No obstante, para determinar el efecto sobre la pigmentacion de la
incorporacién de ésta a medios de cultivo, se ha empleado a una concentracion del
1%, elabordndose los siguientes medios (Tabla VII) en los que partiendo del MB se
ha eliminado el compor .nte almidén y/o suero y adicionado albimina.

Como controles de pigmentacion, se han utilizado estos mismos medios sin

la adicion de albimina.
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Tabla VII. Medios de cultivo empleados para determinar el efecto de la
incorporacién de albimina en la formacién de pigmento por EGB.

MEDIOS DE CULTIVO

Medio Base” sin Almidon sin Suero + 1% Albumina Bovina

MB sin Almidén + Suero + % Albimina Bovina

MB + Almidon sin Suero + 1% Albimina Bovina

MB + 1% Aibimina Bovina
W

Medio Base [MB): FP3 2'5%, Almidon 2%, Suero caballe 5%, Glucosa 0'25%, 0,02% Sulfato Nagresio,
064 Na,P0,H, 0'05Y NOPS (sal hemisodica), Pirwvate sddico 0'1%, éuo/ml metotrexato y 1% agar.

3.4.8. Actividad de diversos carbehidratos er la formacion de pigmento por

S.agalactiae.

Tomando como partida el Medio Base y eliminando el componente almidon
de su formulacion, se realizaron tantos medios de culiivo en placas y tubos como
carbohidratos citados a continuacion. La concentracion final de estos carbohidratos
en el medio fue del 2%, la misma concentracion utilizada en el Medio Base para
Almidon.

En el modelo de placas con pocillos (Método bioautografico), se incorporaron

a éstos 100 pl de disoluciones al 5% de cada uno de estos carbohidratos.

Polisacdridos

Glucogeno de higado bovino. Tipo 1X .. Sigma G-0885
Inulina Merck 4733
Carboxi-metil-celulosa Sigma C-4888

Metil-celulosa Sigma M-7140

Celulosa Tipo 20 (Sigmacell) Sigma S-3504
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Celulosa fosfato Sigma C-2258
Dextrano (Pm 500.000) Sigma D-5251

Dextrinas
Dextrina Tipo 1 de trigo Sigma D-2006

a-ciclodextrina Sigma C-4642
B-ciclodextrina Sigma C-4767

Oligosacdridos, di- y monosacdridos

Maitooligosacdrido (G, - Gy) Sigma M-3639
Maltopentaosa Sigma M-8128
Maltotetraosa Sigma M-8253
Maltotriosa Sigma M-8378
Maltosa (monohidrato) Merck 5910
D(+) glucosa (monohidrato) Merck 8342
D-Xilosa (Bacto) Difco 0181-13-6
Sacarosa Merck 7651
Lactosa {monohidrato) Merck 7657
Melibiosa (monohidrato) Merck 12240
D( +) galactosa Merck 4062
D(-) fructosa Sigma F-0127
D(-) manitol Merck 5982
D-manosa Difco O171-13
D-sorbitol Sigma S-1876
Salicina ... : Merck 7665
Trehalosa {Bacto) Difco 0180-12-8
Ramnosa Difco 0175-15
L.-arabinosa Difco 0159-13-4
D(-) arabinosa Sigma A-3131
L(-) sorbosa Sigma S-2001
Rafinosa Sigma S-7549
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D(+) celobiosa Sigma C-7252
B-gentibiosa

Palatinosa Sigma P-2007
Adonitol Sigma A-5502
D(+) melecitosa Sigma M-5375
D(+) turanosa Sigma T-2754
Dulcitol Sigma D-0256
Mio-inositol Merck 4728
Xilitol Sigma X-3375
Esculina Difco 0158-12
D-amigdalina Sigma A-6005
Acido D-glucénico Sigma G-4500
Acido ldctico Sigma L-1375
B-zlicerofosfato Sigma G-6251
D-glucosa 6 fosfato Sigma G-7879
1-0-metil-a-D-glucopirandsido Sigma M-9376

3.5. ESTUDIO DE PROTEOSA PEPTONA COMO CONSTITUYENTE DEL
MEDIO BASE

3.5.1. Modelo experimental

Medio de cultivo

Para el estudio de la actividad de Proteosa Peptona N°3 (Difco) y sus

andlogos en la formacion de pigmento por EGB, hemos disenado un modelo

experimental constituido por los siguientes medios de cultive:
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* Medio Base (incorpora 2,5% Proteosa Peptona N°3) (PP3)
* MB (disminuyendo la concentracién de PP3 al 1%)
* MB (disminuyendo la concentracion de PP3 al 0,5%)

Metodica de trabajo

Del mismo modo que en las experiencias realizadas con almidon, se han
seguido dos procedimientos distintos:

a) Elaboracién de medios de cultivo en placas y tubos, que incorporan el
componente cuya actividad se pretende conocer. Para ello, se ha utilizado el Medio
Base eliminando la Proteosa Peptona N°3 (MB sin PP3) e incorporando otros
componentes en sustitucion de €sta y a la misma concentracion.

b) Utilizacion de ura técnica bioautografica, como hemos descrito en 3.4.1.
En este caso, hemos empleado los 3 medios mencionados anteriormente y adicionado
los diferentes componentes a ensayar, a pocillos realizados en el agar de placas

presembradas.

Inéculo bacteriano y condiciones de incubacion

Los indeulos bacterianos, métodos de siembra y condiciones de incubacion

empleados son los mencionados en 3.3.1. y 3.4.1.

Lectura e interpretacion

“lodelo experimental (Placa-Tubo): Sc anots la presencia 0 ausencia de
crecimiento asi como la intensidad de pigmento producido por EGB en los cultivos

en placas y en tubos, como se ha mencionado en el apartado 3.3.1.
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Modelo bioautogrifico: Se anoté la presencia o ausencia de halo de
potenciacion del pigmento alrededor de los pocillos producido por los diferentes
compuestos ensayados. En su caso, también se anoté un mayor crecimiento
alrededor de los pocillos en relacion al resto de la placa asf como la capacidad de
determinados compuestos para revertir el pigmento, puesto de manifiesto por la
presencia de un halo de inhibicion de éste alrededor de los pocillos.

La cuantificacion de la actividad potenciadora e inhibidora mediante cruces,
se ha basado en el tamaio del halo de activacion o inhibicion asf como en la
intensidad de potenciacion o de reversion del pigmento observada para un
determinado componente alrededor del pocillo en relacién a la mostrada por la

solucidn control.

3.5.2. Actividad de Proteosa Peptonz N°3 (Difco) (PP3) sobre la formacion
de pigmento por S.agalactiae.

Se realizaron medios de cultivo en placas y tubos (diferenciados inicamente
en el método de siembra) utilizando concentraciones del 2,.5% (MB), 1% y 0,5% de
Proteosa Peptona N°3 (Difco) asi como medios carentes de ésta.

Por otra parte, se determing la actividad de este hidrolizado proteico (PP3)
incorporando alicuotas (100 wl) de disoluciones de Proteosa Peptona N3 a diferentes
concentraciones (1'25%, 2°5%, 5%, 10% y 20%) a pocillos realizados en placas de

cultivo con estos mismos medios.

Didlisis de Proteosa Peptona N°3 (Difco) (PP3)

La didlisis se ha realizado empleando membranas de celulosa regenerada
(Medice!l International). Las propiedades de permeabilidad de estas-membranas

permiten la difusion de compuestos de peso molecular (PM) mener de 10.000 daltons

en solucion acuosa, reteniendo a ellos compuestos de mayor PM.
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Obtencion de los dializados

Se dializaron 20 ml de una solucion al 10% de Proteosa Peptona N“3 (PP3)

frente a un volumen igual de agua durante aproximadamente 30 horas, realizando

todo el proceso a una temperatura de 4 C para evitar la contaminacion bacteriana.

Asi mismo, se dializaron 20 ml de una solucién de PP3 al 10% frente a agua,
eliminando el dializado y afadiendo un nuevo volumen de agua cada 3-4 horas (200

ml agua/cambio) realizando un total de 6 cambios.

Se determinG la actividad de los dializados y retenidos, mediante bioautogratia
con los 3 medios de cultivo anteriormente mencionados e incorporando un volumen
de 100 ul en cada uno de los pocillos.  Ensayamos, por lo tanto:

* PP3 dializada frente a un volumen definido de agua (Fraccion retenida)

* PP3 dializada frente a un volumen definido de agua (Dializado)

* PP3 dializada frente a un volumen elevado de agua (Fraccion retenida)

Ultrafiltracion de Proteosa Peptona N°3 (PP3)

La obtencion de los ultrafiltrados de Proteosa Peptona se ha realizado
mediante el sistema de filtracion tangencial Minitan-S (Millipere Corporation,
Bedford, MA 01730). Este sistema consta de una célula de filtracion y una bomba
peristiltica de velocidad variable con un cabezal y tubo flexible adecuado, capaces
de proporcionar un caudal mdximo de 480 mi/min. El empleo de una dnica ldmina
de membrana permite minimizar el volumen muerto del sistema, permitiendo éste el
procesado de soluciones bioldgicas (100-500 ml) en flujo tangencial con membrana
de microfi* “cion o ultrafiltracion con un volumen final minimo de 10 ml.

En general, macromoléculas mayores o iguales al limite de corte de las
membranas quedan retenidas, dejando pasar el solvente y soluto de menor tamafio
que formaran ! ultrafiltrado. Si bien, la base de la separacion es el peso molecular,
la conformacion y la carga de las moléculas también afectan en cierta medida al

rendimiento (Harris, 1989).
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Se han utilizado las siguientes membranas:

NMWC’ Referencia

Membrana de Polisulfona 100.000 PTHKOMSI0 (Millipore)
Membrana de Celulosa 10.000 PTGCOMSI10 (Millipore)
Membrana de Celulosa 1.000 PCACOMSI10 (Millipore)

* Yominal Molecular Weight Cut-off (NWWC). Definido come el peso molecular rinimo de una molecul

es capaz de atravesar !z membrana (Harris, 1385,

Obtencion de los ultrafiltrados

Partiendo de una solucion de Proteosa Peptona N3 al 10% y siguiendo el
esquema de la Figura I, obtenemos las fracciones de PP3 con pesos moleculares
tedricos > 100.000 y < 100.000 daltons. El volumen residual minimo del sistema
es de 10 ml. Mediante la adicion repetida de agua a la fraccion retemida al utilizar

una membrana de NMWC 100.000, conseguimos una mayor pureza de ésta.

|

l PROTEQSA PEPTONA 10% (5¢ mh

Minitan-S
Membrana 100.00C NMWC

— ——

/’ L_-‘i-_‘_._
Reterdo (10 mi) ~ Ultratiitrado (40 mi)
Fraccion >100.000 D ‘ Fraceion <100 000 D

+~ agua destlada Membrana
(60 mi) 100 000 NMWC

s
Retemido (10 ml) —_——- -

Fraccion »100.000 b | jYitrafiltrado. b0 mi

Membrana + agua destilada
100.000 NMWC 160 ml) )
\ — 7“‘*~‘

Fraccion d
~Fracaién de™~_ Desechar ( PP3 <100.000 p
s (6C mi) g it =i P
PP3 >100.000 D ) . | ml) i
S (tom) S

Figura |. Esquema de Ultrafiltracion de Proteosa Peptona N3 (1)
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Mediante el organigrama de la Figura 11, hemos conseguido obtener
fracciones de Proteosa Peptona con un peso molecular tedrico mayor y menor de
10.000 daltons asi como una fraccion tedrica menor de 1.000 daltons y una fraccion
capaz de atravesar una membrana de NMWC 10.000 pero que gueda retenida cuando

se emplea una membrana de NMWC 1.000.

PROTEQSA PEPTONA 10% (30 ml)
i
Mln:ltan-S
Membrana 10.000 NMWC

e

S
el ——

Retenide (10 ml) [ Uitratiitrado (40 m) |
Fraccicn >1000C D . Fraccion <10 000 D
L

- agua destilada M .
; \
‘.BV_\ embrana 1G.000 NMWC

a/.—-———- A
/'Frfgiggfig‘o‘)m Uttrafiltrado (60 ml) | — ?{’"ﬁ
v/ Fraccidn <10.000 D! Pl <10.000 D

~_(leomh -~

—
L

fraccién <10.000 D Fraccion <10.000 D

(50 mil) (50 ml)

‘ Membrana 1 000 NMWC

—-—-""_‘—-_..—._._'_,7_‘__‘——!—.___‘_ T
Retenigo (10 ml) | Ultratiltrado (40 mi) |
Fraccién >1 000 D i Fraccion < 1000 D |
agua destiada i .
(60 ml) o

— N,

|
i el T g T
|
|

Membrana 1 000 NMWC

. Ultrafiltrade (60 ml) 7 Fraccidn de N\

<~ Fraccior >1.000 <10.000 D™ Fraccion <1.000 D \ PP <10000 .
. {10 m e N (oo my
\-—____‘__-_//

o

* Anadir 60 mi de agua destilada y seguir filtrando para purificar las fracciones

Figura II. Esquema de Ultrafiliracion de Proteosa Peptona N?3 (1D

La actividad de las distintas fracciones (ultrafiltrados y retenmidos). se
comprobd nicamente utilizando el modelo experimental de placas con pocillos,

incorporando 100 ul de cada una de la: siguientes fracciones:




5> MATERIAL Y METODOS

* Fraccion retenida (Membrana NMWC 100.000)

< Ultratiltrado (Membrana NMWC 100.000)

* Fraccion retenida (Membrana NMWC 10.000)

¢ Ultratiltrado (Membrana NMWC 10.000)

¢ Ultrafiltrado (Membrana NMWC 1.000)

* Ultrafiltrado (Membrana NMWC 10.000) y retenido (Membrana NMWC
1.000)

Hidrolisis enzimatica

Hemos seguido el procedimiento de hidrélisis descrito en las tiguras [l y IV

para la digestion de Proteosa Peptona N°3 con los enzimas Tripsina y Pepsina.

PROTEOSA PEPTONA 10% i2s mb

Ajustar a ph=7 ¢
20 mM Ca

e

Alicucta Control Anacir npsing t2m! de una £oiucion al 25%)
(5 mi) e

IR
P
L a 2 wm o

Separar una alicuota de 2 m! incukar a 37 C duranie 2 naras

e |nactivar rapidamente tras
-

la adicion dei enzima /

-
Separar una alicuoia de 2 mi Jnadit Tipstna (1€ mil de sciucion al 2 5%)
- v mgubara 3?7 C

i

e naclivar el enZima

Saparar ailcuotas tras 16 v
30 heras de incubacicn e
machvar fa actvidac enzimatca

« inactivar el enzima meciante calentarmiento a ebullicion durante 15 minutos

Figura 1. Procedimiento de hidrolisis de Proteosa Peptona N®3 con Tripsina
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P..OTECSA PEFTOMA 10°

Awsiar a pr =2

Allicuota Centro. Anadir persina (& mi ¢e LNa scucon al o
5 mi) :
\

Separar una anc.iota ge & m!
2 1nactvar rapigamente tras
‘1 adicion ael erzima T
s
——""'—_'_’_'_’_-
Separar ura alicucta de 2 mi
£ 'activar €l enzima

ingcupar a 37 C durante & Rgras

Lnadi Pepsing (' £ m: de soiucien at toy

‘neusara o7 C

Separar ahcuolas ras 1€y
30 Pcias de incuhacian e

Jactvar la actvigad end!malca

" 'mactvar el enz:ma meciante caientamienio a eculacicn durante 18 minuios

Figura IV. Procedimiento de hidrélisis de Proteosa Peptona N3 con Pepsina

Soluciones al 10% de PP3, se sometieron a la accion de los enzimas Tripsina
(0157-15-9 Difco) y Pepsina (P-7000 Sigma) en sus debidas condiciones de actuacion
(pH =78 y adicién de 20mM Ca’’ en tripsina. con la tinalidad de retardar la
autolisis del enzima y pH =2 para el enzima pepsina) (Bridson. 1978).

Tras la adicion del enzima, y con la finalidad de comprobar 1 su
incorporacion intertiere en la actividad de los hidrolizados obtenidos mediante su
accion, se separd una alicuota de la sciucion de PP3, inactivandose rdpidamente la
actividad enzimdtica mediante calentamiento de ésta a ebutlicion durante 15 minutos
(Meynell and Meynell, 1970). Posteriorinente, se tomd una alicuota del hidrolizade
tras 2 horas de actividad enzimdtica y se volvid a anadir enzima, dada su gran
tendencia a la autolisis (Bridson, 1978; Bridson and Brecker. 1970y. Tras ia
incubacion se tomaron nuevamente alicuotas a diferentes tiempos de actuacion de los

enzimas (16 y 40 horas) parando el proceso de digesuon en ambos casos por

calentamiento a ebullicion durante 15 minutos (Meynell and Meynell, 1970) y

determinando la actividad de los hidrolizados obtenidos. mediante bioautogratia
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PROTECSA PEFTONA 0% 25 7

Ajusiar a pH=2

m———

Alicucta Ccntro. Ahadir pepsina {2 mi de unza so1UCtoN al i)
(5 mh

Separar una alcuota ce 2 mi

2 \nactvar rapigamente tras
13 adic.on el erzima

ingubar a 37 C ddurante 2 hoias

i

Anadiy pepstna (1 € m: de seiucien at $6a)

Zeparar una alicucta de 2 mi i = Lo
ncupara 37 C

£ mnactvar et ena'ma

Separar ahcuotas ras 1€y
10 hotas de Incuhacion €
~actvar la activigag en2Imaics

* inactivar el enz2ima mediante caientamiento a epuiicicn duranie 15 minutos

Figura IV. Procedimiento de hidrolisis de Proteosa Peptona N3 con Pepsina

Soluciones al 10% de PP3, se sometieron a la accién de los enzimas Tripsina
(0152-15-9 Difco) y Pepsina (P-7000 Sigma) en sus debidas condiciones de actuacion
(pH =7'8 y adicion de 20mM Ca’" en tripsina. con la finalidad de retardar la
autolisis del enzima y pH =2 para el enzima pepsina) (Bridson, 1978).

Tras la adicion del enzima, y con la finalidad de comprobar sisu
incorporacion intertiere en la actividad de los hidrolizados obtenidos mediante su
accién, se separé una alicuota de la solucion de PP3, inactivdndose rdpidamente la
actividad enzimdtica mediante calentamiento de ésta a ebullicion durante 15 minutos
(Meynell and Meynell, 1970). Posteriormernie, s¢ tomd una alicuota del hidrolizado
tras 2 horas de aciividad enzimdtica y se volvio a anadir enzima, dada su gran
tendencia a la autolisis (Bridson, 1978; Bridson and Brecker, 1970). Tras la
incubacion se tomaron nuevamente alicuotas a diferentes tiempos de actuacion de los
enzimas (16 y 40 horas) parando el proceso de digestion en ambos casos por
calentamiento a ebullicién durante 15 minutos (Meynell and Meynell, 1970) y

determinando la actividad de los hidrolizados obtenidos, mediante bioautografia
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(100ul). La digestion se siguid hasta que no se detectaron proteosas mediante

reaccion con una solucion saturada de ZnSO, (40 horas) (Bridson, 1978).

Como controles de actividad, hemos utilizado en el caso de la hidrdlisis con

tripsina, una solucidn de Proteosa Peptona N3 al 10%, PP3 al 10% pH= 7"8 y 20

mM Ca’', PP3 adicionada de tripsina e inactivada la actividad de ésta rdpidamente

por calentamiento a ebullicion (Meynell and Meynell, 1970) y la solucién de tripsina
utilizada en el proceso hidrolitico. La cantidad de enzima adicionada cada vez ha
sido 1 ml de solucion al 2,5% de tripsina por cada 10 mi de PP3 al 10%.

En el caso de hidrolisis con el enzima pepsina, hemos utilizado PP3 al 10%,
PP, a pH=2, necesario para la actividad enzimdtica obtenido mediante la adicién de
C'H, PP3 adicionada de pepsina e inactivada la actividad de ésta rdpidamente por
calentamiento a ebullicion y la solucion de pepsina (solucion al 1%) empleada para
la hidrdlisis. Igual gue en la hidrolisis con tripsina la cantidad de enzima adicionada

fué de 1 ml de la solucién al 1% por cada 10 ml de PP3.

3.5.3. Actividad de otros hidrolizados proteicos sobre la pigmentacidn de

S.agalactiae

Se estudic la actividad bioldgica de los siguientes hidrolizados proteicos:
Proteosa Peptona N°2 0121-01 Difco

Proteosa Peptona 0120-01 Difco

Proteosa Peptona

Peptona (Bacto) 0118-01-8 Difco

Peptamina (Bacto) 0905-01 Difco

Triptona (Bacto) 0123-01 Difco

Triptosa L 47 Oxod

Hidrolizado de lactoalbimina .... L 46 Oxoid

Lab-Lemco L. 49 Oxoid
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Cas-aminodcidos ...........covnee.n. 0230-01 Difco

Cas-aminodcidos sin Vitaminas .. 0288-02-1 Difco

Para ello, se utilizo:

a) La incorporacion a una concentracion del 2,5% de estos andlogos de PP3
al Medio Base en el que se ha eliminado la Proteosa Peptona, utilizando medios en
placa y en tubo.

b) La adicion de un volumen de 100 pl de soluciones de diferentes
concentraciones de los diversos hidrolizados (20%, 10%, 5%, 2'5%, 1'25%) a

pocillos con los medios de cultivo utilizados como modelo experimental.

3.5.4. Actividad de Acidos Nucleicos sobre la pigmentacién de EGB

Los mononucledtidos o nucledsidos de bases piricas y pirimidinicas se
obtienen rdpidamente por calentamiento a ebullicién de soluciones de éstos en NaOH
0,IN a 100°C durante 2,5 horas (Meynell and Meynell, 1970); por ello, ademds de
las soluciones acuosas del dcido ribonucleico de Torula (R-6625 Sigma) y del dcido
desoxirribonucleico (3231-12-1 Difco)y, hemos determinado las actividades bioldgicas
de los hidrolizados obtenidos en las condiciones anteriores tomando como partida
soluciones al 0,5% y 1% de estos dcidos nucleicos e incorporando 50 ul de cada uno
de ellos a pocillos realizados en placas con los 3 medios de cultivo utilizados como

modelo experimental (Método bivautografico).

3.5.5. Actividad de Vitaminas sobre la formacién de pigmento por EGB

Hemos determinado la actividad de mezclas de vitaminas asi como de
vitaminas individuales, utilizande el modelo de placas con pocilios (Modelo
bioautografico) e incorporando 100 pl de cada una de ellas a los 3 medios de cultivo

empleados como modelo experimental (Ver 3.5.1.).
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A continuacion mencionamos, las vitaminas utilizadas individualmente y

la composicion de las mezclas ensayadas.

* Concentrado de vitaminas para Medio basal de Eagle Modificado (100X)
(16-004-49 Laboratorios Flow)

La composicion y concentracion de éste es la siguiente:

Biotina

Pantotenato cdlcico

Cloruro de colina

i-inositol

Acido folico

Nicotinamida

Piridoxal

Riboflavina

Tiamina (clorhidrato)

* Concentrado de vitaminas sin tiamina, igual composicién que el concentrado
comercial (Laboratorios Flow), diferencidndose unicamente en la eliminacion de esta

vitamina.

* Soluciones de vitaminas individuales incluidas en el concentrado y a la
misma concentracion de éste.

d-Biotina (vitamina H) B-4501 Sigma
Pantotenato cdlcico P-2250 Sigma
Cloruro de colina C-7017 Sigma
Acido folico F-7876 Stgma
myo-inositol 4728 Merck
Niacinamida N-3376 Sigma
Piridoxal (clorhidrato) P-9130 Sigma
Riboflavina R-4500 Sigma
Tiamina (clorhidrato) T-4625 Sigma
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Se prepararon soluciones de cada una de las vitaminas mencionadas en agua,
excepto en el caso de riboflavina gue se disolvié en dcido acético 0,02 N y el dcido
folico en NaOH 0,01 N (Meynell and Meynell, 1970; Bridson, 1978).

3.5.6. Actividad de Aminodcidos en la producciéon de pigmento por

S.agalactiae

Hemos determinado la actividad sobre la pigmentacion de EGB, de una
mezcla de aminodcidos y de sus constituyentes individuales, del mismo modo

descrito en 3.5.5.

Hemos ensayado:
* Concentrado de aminodcidos no esenciales (100X) para MEM de Eagle
(16-810-49 Laboratorios Flow).
La composicion de éste es la siguiente:
L-alanina
L-asparagina
Acido L-aspdrtico . 1°33 g/l
075 g/l
Acido L-glutdémico. 1’47 g/l
L-prolina 1’15 g/l
L-serina ..... 105 g/l

* Concentrado de aminodcidos esenciales sin L-glutamina (50X) para MEM
de Eagle (16-011-49 Laboratorios Flow).

Contiene los siguientes aminodcidos a las concentraciones de:

L- arginina (clorhidrato) ... 6’32 g/l

L-cistina disodica 1’42 g/l

L-histidina (clorhidrato) ... 2’1 g/l

L-isoleucina
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L-leucina 2’63 g/l
L-lisina (clorhidrato) ....... 365 g/l
L-metionina 0’75 g/l
L-fenilalanina

L-treonina

L-triptofano

L-tirosina disodica

L-valina

* Concentrado de aminodcidos esenciales sin triptofano y sin L-glutamina,
preparado a las mismas concentraciones del anterior eliminando los 2 aminodcidos

citados.

* Soluciones individuales de los aminodcidos esenciales incluidos en el
concentrado anterior a igual concentracion que en €ste.
L-arginina 1542 Merck
L-cistina 0184-13 Difco
L-histidina H-8125 Sigma
L-isoleucina 1-2752 Sigma
L-leucina L-8000 Sigma
L-lisina (monohidrato) ... 5700 Merck
L-metionina M-9625 Sigma
L-fenilalanina P-2126 Sigma
L-treonina T-8625 Sigma
L-triptofano T-0254 Sigma
L-tirosina 8371 Merck
L-valina V-0500 Sigma

Para la preparacion de las soluciones, se disolviercn los aminodcidos en agua,

excepto cistina y triptéfano que se han disuelto en CIH 0,2 N y tirosina en NaOH
0,2 N (Meynell and Meynell, 1970; Bridson, 1978).
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3.5.7. Actividad del Extracto de Levadura sobre la formacién de pigmento por
S.agalactiae.

Se han elaborado medios en placa y en tubo, tomando como partida el Medio
Base e incorporando Extracto de levadura en sustitucion de Proteosa Peptona N°3
(PP3) a una concentracién final del 2,5%. Asi mismo, se ha determinado su
actividad sobre la pigmentacion de EGB siguiendo la técnica bioautogrdfica ya
descrita (Ver 3.5.1)).

Se procedié del mismo modo, que para la obtencién de dializados de PP3,
partiendo de una solucidn de Extracto de levadura al 10% (Ver3.5.2.) e inoculando
100 g tanto de la fraccion retenida como del dializado en pocillos de los medios de

cultivo empleados como modelo experimental.

Ultrafiltracion de Extracto de Levadura

Las fracciones de Extracto de levadura con pesos moleculares tedricos >
10.000, < 10.000, < 10.000y > 1.000 y < 1.000 daltons, se obtuvieron de
forma semejante a las de Proteosa Peptona, determindndose su actividad bioldgica

en el modelo de placas con pocillos descrito en el estudio de ésta (Ver 3.5.2).

Hidrolisis enzimdtica

El procedimiento seguido para la hidrélisis del Extracto de levadura es el

mismo que el mencionado para Proteosa Peptona (Ver 3.5.2.); no obstante, en este

caso se han ensayado tinicamente los hidrolizados obtenidos tras 40 horas de
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actuacion de los enzimas Pepsina y Tripsina y no a diferentes tiempos de la hidvolisis

enzimdtica como en el caso de Proteosa Peptona.

Actividad de Extracto de Levadura (autoclavado)

Con el propdsito de destruir la tiamina presente en el Extracto de Levadura,

se preparé una solucion de este hidrolizado al 10% en agua, y se adiciond la

suficiente cantidad de NaOH hasta conseguir un pH=11, autoclavando a 120°C

durante 15 minutos (Litter, 1984).
Mediante bioautografia, se determinG la actividad de la solucion autoclavada
a pH alcalino (previo ajuste de ésta a su pH inicial) junto a la de una solucion

autoclavada sin modificacion del pH.

3.6. ESTUDIO DE SUERO COMO CONSTITUYENTE DEL MEDIO BASE
3.6.1. Modelo experimental

Medio de cultivo

Hemos utilizado 2 medios de cultivo especialmente disenados para el estudio
de componentes que puedan actuar (cuando se incorporan en sustitucion del suero de
caballo), bien ejerciendo un efecto activador en la produccion del pigmento o bien

no modificando e incluso inhibiendo su formacion.

* Medio Base eliminando Metotrexato y suero (MB sin MTX sin Suero).

* Medio Base eliminando tnicamente el suero (MB sin Suero).
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Del mismo modo, que en el estudio de Almidon y Proteosa Peptona, se han
seguido dos esquemas de trabajo:

Modelo experimental (Placa-Tubo): El Medio Base sin suero de caballo,
s¢ suplementé con la cantidad necesaria de otros componentes para obtener una
concentracion final en el medio del 5%, concentracién a la que se utiliza el Suero
de caballo en éste.

Modelo experimental de placas con pocillos (Método bioautogrifico):
Siguiendo la técnica descrita en el estudio de Almidon y Proteosa Peptona 341y
3.5.1.), se adicionaron alicuotas de cada uno de los componentes a ensayar a pocillos
realizados en los dos medios (Medio Base sin Metotrexato sin Suero) y (Medio Base

sin Suero).

En ambos modelos experimentales, el indculo bacteriano, condiciones de
incubacién y lectura e interpretacion de los resultados son los mismos que los

establecidos en Almidon y Proteosa Peptona (Ver 3.4.1. y 3.5.1.).

3.6.2. Actividad de Suero de caballo (SR-35 Oxoid) sobre la pigmentacion de
S.agalactiae

Medios en placas y tubos adicionados de un 5% de suero de caballo asi como
medios carentes de éste, nos han permitido evaluar la influencia de la adicion de este
componente sobre la pigmentacion de S.agalactiae (Ver 3.3.2.).

Con el propésito de conocer la concentracion de suero hasta la cual es posible
conseguir una potenciacion del pigmento, hemos determinado el contenido proteico
total del suero de caballo y posteriomente ajustado éste a una concentracion proteica
del 1%, 0,5%, 0,25% y 0,12%, (utilizando un procedimiento comercial -Protein

Assay Reagent BCA Pierce- que combina la cldsica reaccién del Biuret con un

reactivo altamente selectivo para la deteccién de Cu'', el dcido bicincénico,
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siguiendo el protocolo estdndar descrito por el fabricante), incorporando 100 pl de
suero a cada una de las concentraciones detalladas a pocillos de los dos medios de
cultivo empleados como modelo experimental (Medio Base sin MTX sin Suero y MB

sin Suero).

3.6.3. Actividad del plasma humano, sueros de diferentes procedencias y

fracciones de éste sobre la produccion de pigmento por S.agalactiae.

La actividad del plasma humano (procedente de Banco de sangre) y de
distintos sueros, entre ellos suero vacuno, suero ovino (suministrados por
BioMedics), suero humano (pool de sueros de donantes voluntarios), suero de conejo
(Difco) y suero fetal bovino (JVK Kraeber GMBM&CO), se determind utilizando
ambos modelos experimentales (Modelo placa-tubo y Modelo de placas con pocillos).

como hemos descrito en 3.6.1.

Por otro lado, hemos comparado la actividad de estos sueros con la de suero
de caballo, para lo cual los hemos ajustado a una concentracion proteica del 1%,
0'5%, 0'25% y 0°12% (Ver 3.6.2.) e incorporado 100 l a pocillos realizados en
placas de (MB sin Metotrexato y sin Suero) y (MB sin Suero), anotando la presencia
0 ausencia de potenciacién de pigmento alrededor de cada uno de ellos y comparando

esta actividad con la observada para el Suero de caballo a la misma concentracion.

Las proteinas citadas a continuacion, se han utilizado a una concentracion del
0,5%, habiéndose incorporado 100 ul de cada una de ellas a pocillos de medios de
cultivo (MB sin Metotrexato sin Suero y MB sin Suero) para determinar su actividad

sobre la pigmentacion.

Albiminas: A. bovina (Fraccion V) .... A-9647 Sigma
A. humana 860668 Gritols S.A
A. de huevo E-0500 Sigma




3. MATRRIAL Y METODOS

Glebulinas:  Glogama® Llorente
Gamma-Venin® Behring
Endobulin® : Immuno
a,-macroglobulina M-7151 Sigma
Tiroglobulina T-1001 Sigma

Trasylol (Aprotinina) 280511 Bayer

a,-Proteasa Inhibidor (Prolastin®)

. Actividad de Suero humano sobre la pigmentacion de S.agalactiae.

Ultrafiitracion

Hemos estudiado la actividad de las fracciones del suero humano obtenidas
mediante ultrafiltracion de éste a traves de membranas de NMWC 300.000, 100.000,
30.000 y 10.000 sobre la formacién de pigmento por EGB.

Obtencion de las fracciones

Hemos utilizado unidades de filtracion Ultrafree-PF® (Millipore Corporation,
Bedford, MA 01730) con membranas de celulosa regenerada de NMWC 10.000
(UFP | LGC 24) y membranas de polisulfona de NMWC 30.000 (UFP 1 TTK 24).

La unidad Ultratree-PF® consiste en un cilindro de filtracién, un recipiente
de recogida de filtrado y una cubierta extraible. El fundamento de este método de
filtracion es similar al de la didlisis, no obstante es necesario establecer una
diferencia de presion a uno y otro lado de la membrana para suplir la escasa
permeabilidad de la misma.

Hemos empleado vohimenes de 2 ml de suero adicionados al cilindro de

filtracion y sometidos a una presion aproximada de 3 bar mediante la inyeccion de

N,. Las unidades de ultrafiltracion se mantuvieron a una temperatura entre 0-5°C

durante todo el proceso para evitar la contaminacion bacteriana.
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Para la obtencion de las fracciones con peso molecular teorico mayor de
300.000, menor de 300.000 daltons, mayor y menor de 100.000 daltons, hemos uti-
lizado el sistema de filtracion tangencial Minitan-S, empleando membranas de poh-
sulfona de NMWC 300.000 (PTMK OMS 10) y de NMWC 100.000 (PTHK OMS
10).

El esquema de trabajo es similar al empleado para Proteosa Peptona (Ver
3.5.2.) y se resume a continuacion: 50 ml de suero previamente filtrados mediante
filtros de 0,45 pm (Millipore), se ultrafiltraron a traves de una membrana (NMWC
300.000 o 100.000). Tras obtener 40 ml del ultrafiltrado, se afnadié con el fin de
obtener retenidos lo mds puros posibles agua destilada y se siguid filtrando, hasta
alcanzar 100 ml de ultrafiltrado y 10 mi del retenido. Se siguié lavando. mediante
la adicion de agua destilada la fraccion retenida, desechando el ultrafiltrado de este

dltimo paso.

Hidrolisis enzimadtica

La hidrolisis se realizé con los enzimas Tripsina (0152-15-9 Difco) y Pepsina

(P-7000 Sigma), siguiendo los esquemas de actuacion reflejados a continuacion.

SUEROQ (15 mn
i Ajustar a pH=7 8
. etmMCa
F/—.L‘-_‘_—__,‘_
—_—
Alicuota Caontrol Anadir tnpsina (0'1 g)
(2 ml) /_,_,.__—’--'——d:
|
Separar una alicuota de 2 ml
i ‘
e Inactivar rapidamente tras RESERERIEACUURnISS DEiey

la adicion del enzima |

Separar una alicuota de 2 mi Anadir trpsina (01 g)
e inactivar el enzima Incubar a 37 C

Separar alicuotas de 2 mi tras

14, 21 y 40 horas de incubacion
e inactivar la actividad del enzima

* Inactivar el enzima mediante adicion de inhibidor de soja

Figura V. Procedimiento de Hidrolisis del suero con Tripsina




3 MATERIAL

SUERO (15 m)

Ajustar a pH=2

/\—-_ﬂ

Alicuota Controi Anadir pepsina (0'1 g)
2 mi e

Separar una alicucta de 2 m Incubar a 37 C durante 2 hcras
e inactivar rapidamente tras

ia adicion ge! enzima = ]
ir———

Anadir pepsina (0'1 g)
Separar una aticuota de 2 ml incubar a 37 C
e inacuvar el enzima |
Separar alicuotas de 2 mi tras

14 21 y 40 horas de incubacion
e inactivar la actividad dei enzima

* lnactivar el enzima por maociicacion del pH

Figura VI. Procedimiento de Hidrolisis del suero con Pepsina

Antes de la adicion del enzima, se ajusto ¢l pH del suero al pH de la
actividad enzimdtica (pH =7.8 para tripsina y pH =2 en pepsina) mediante la adicion
de NaOH en el primer caso y CIH en el segundo; en el caso de tripsina se hizo el
suero 20mM Ca’’, mediante la adicion de Cl,Ca.

Inicialmente se adiciono enzima en exceso (01 g) separdndose una alicuota
e inactivando rdpidamente el enzima de ésta. Tras una incubaciin de 2 horas a 37°C
se separG una alicuota del hidrolizado inactivandose la actividad enzimdtica, como
se detalla seguidamente y debido a la posible autolisis del enzima se volvio a anadir
la misma cantidad de enzima procediéndose de nuevo a la incubacion a 37°C. Se
tomaron alicuotas de suero sometidas a la hidrolisis enzimdtica a diferentes tiempos
de actuacion del enzima (14 h, 21 h y 40 horas), se inactivaron por cambio de pH
en el caso de hidrélisis con pepsina (el pH de actuacion del enzima es 2 y el pH del
suero aproximadamente 7) y por adicién de la cantidad necesaria de inhibidor de

tripsina obtenido de soja (Sigma T-9128) en el caso de este enzima.
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Los hidrolizados pépticos y tripticos a diferentes tiempos de actuacion del
enzima se ensayaron en placas con pocillos (100 pl), incluyéndose como controles:

suero a pH =2 (pH de actuacion de pepsina) y después ajustado a su pH inicial, suero

a pH=78 y 20 mM Ca®' (pH de actuacién de tripsina), suero adicionado de

inhibidor de soja y las disoluciones de trabajo de tripsina y de pepsina.

Didlisis

Se dializé un volumen de 50 ml de suero humano frente a igual volumen de
tampon fosfato 0,15 M pH =74 durante aproximadamente 24 horas, determindndose
mediante bioautografia la actividad biolégica de ambas fracciones (retenida en la

membrana y dializado) tras su incorporacién a pocillos (100 ul).

Coagulacion de suero y actividad de los sobrena dantes

Aproximadamente un volumen de 50 ml de suero se calenté en bafiomaria a
ebullicion durante 15 minutos. Tras su coagulacion se agité mediante Vortex, se
centrifugd y el sobrenandante obtenido tras este proceso (100 ul) se incorpord a

pocillos de los medios de cultivo utilizados como modelo experimental.

Obtencidn de las fracciones

Partimos de suero diluido a la mitad (50 ml suero + 50 ml agua destilada)
previamente dializado frente a tampon fosfato 0,15 M pH=7.4 y filtrado mediante
filtros de 0,45 pm (Millipore).
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Se hicieron alicuotas de 20 ml de suero, a las que se afiadié poco a poco 'y
agitando continuamente la cantidad necesaria de SU(NH.), para obtener un 20, 30,

40 y 50% de saturacion. Posteriormente, se ajusté el pH a 7,4y se dejo sedimentar

durante toda la noche a 4 C. Pasado este tiempo, se centrifugd a 3.000 g durante

40 minutos, decantindose los sobrenadantes. Los precipitados se lavaron con
S0.(NH,), a la misma concentracion empleada para precipitarlos, se redisolvieron en
buffer fosfato 0,15 M pH=7.4 y se volvieron a centrifugar a 3000 g durante 15

minutos para separai totalmente cualquier materia insoluble (Harris, 1989).

Mediante bioautografia, se determiné la actividad de sobrenadantes y
sedimentos obtenidos tras el fraccionamiento con S0,(NH,),, incorporando 100 ul de
cada uno de ellos asf como las soluciones de trabajo de SO,(NH,), utilizadas en la

precipitacion.

3.6.5. Actividad de Liquidos orgdnicos sobre la formacion de pigmento por
EGB

Hemos determinado mediante el modelo de placas con pocillos (adicionando
100 pl a cada uno de ellos) la actividad bioldgica de 50 fluidos orgdnicos entre los
que se han incluido (10 liquidos pleurales, 7 liguidos articulares, 8 liguidos asciticos,

15 liquidos de didlisis peritoneal y 10 liquidos cefalorraquideos).
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4. RESULTADOS
4.1. EXPERIENCIAS PRELIMINARES
4.1.1. Condiciones de incubacion
Los resultados expuestos en la Tabla VIII, reflejan una mayor intensidad del

pigmento en la superficie de placas de! Medio Base (MB) a medida que la atmdsfera

de incubacion se hace mds anaerobia.

Tabla VIIi. Efecto de diferentes atmdsferas de incubacion en la formacion de
pigmento por S.agalactiae en el Medio Base’ (Cultivo en placas).

Atmosfera i PIGMENTO
de

e e ————
incubacion ‘ Cepa 11 I Cepa 111 “ Cepa IV

Aerobia Naranja- Naranja- Naranja- Naranja-
amarillento(+) | amarillento(+) | amarillento(+) | amarillento(+)

5% CO, Naranja- Naranja- Naranja Naranja
amarillento( +) | amarillento(+) claro(+ +) claro(+ +)

Microaerofila Naranja- Naranja Naranja Naranja
5% O,) amarillento(+) claro(+ +) claro(+ +) claro(++)

Anaerobia Naranja Naranja Naranja Naranja
claro(+ +) intenso(+ + +) | intenso(+ ++) | intenso(+ + +)

Wedio Base*: 2'5% PP3, 2% alnidén, 5% Suero de caballe, 0'25% glucosa, 0'06M Na,PO,H, 0'05M MOBS, 0'1% Piruvato
sodico, 0°02% Sulfato de Magnesio, 0'6 ua/ml de metotrexato y 1% agar.

En medios sembrados en profundidad, observamos que la pigmentacion es
similar en todas las atmdésferas de incubacion (Tabla IX), sin existir diferencias de
intensidad en el interior del medio de cultivo en funcién de su proximidad a la

superficie.
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Tabla IX. Efecto de diferentes atmdsteras de incubacion en la formacion de
pigmento por S.agalactiae en el Medio Base™ (Cultivo en tubos).

Atmdsfera
de
incubacidon

Aerobia

Naranja
claro (+ +)

PIGMENTO

Naranja intenso
(+++)

Naranja intenso
(+++)

ot | ot | cmm | comwv
—_T*————-__T

Naranja intenso
(+++)

5% CO,

Naranja

Naranja intenso

Naranja intenso

Naranja intenso

claro (++4) (+++) (+++) (+++)

Microaerdfila
(5% 0.)

Naranja
claro (+ +)

Naranja intenso
(+++)

Naranja intenso
(+++)

Naranja intenso
(+++)

Anaerobia Naranja

claro (++)

Naranja intenso
(+++4)

Naranja intenso
(+++)

Naranja intenso
(+++)

Medio Base*: 2/5% PP3, 2% alniddn, 5% Suero de caballo, 0725% glucosa, 0'06M Na,PO,H, 0'05M MOPS, 0'1% Piruvato
sddico, 0'02% Sulfato de Magnesic, 0'6 pg/ml de metotrexato y 1% agar.

4.1.2. Influencia de la composicién del medio de cultivo en la formacion de

pigmento por Streptococcus agalactiae.

Los resultados expuestos en la Tabla X, son comunes a las 4 cepas de EGB
estudiadas, excepto para medios sembrados en profundidad donde no se adiciona
suero de caballo en los que existe variabilidad en la intensidad de pigmento
dependiendo de la cepa; concretamente en la cepa I, se observa menor pigmentacion
cuando no se incorpora este componente (Figura VII). Sin embargo, la eliminacion
de suero de caballo en medios sembrados en superficie no afecta a la intensidad de
la pigmentacion.

Observamos también en la Tabla X, que la ausencia de Proteosa Peptona en
el medio de cultivo se traduce en falta de crecimiento del microorganismo.

En el Medio Base (MB) sin fosfatos ain manteniéndose el crecimiento normal

de las cepas de EGB, no se observa pigmento en ninguna de ellas.
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Un hecho similar al de los fosfatos ocurre en el MB carente de almidén,
aunque en este caso aparece una pigmentacion colonial ligeramente amarillenta en
la superticie de las placas, no observdndose pigmento en medios sembrados en
profundidad (Tabla X y Figura VII).

En medios que no incorporan metotrexato en su formulacion, EGB es capaz
de producir pigmento en placa y en tubo, pero de color naranja mds débil que en sus
homélogos de igual composicion que si lo incluyen.

La eliminacion de los demds componentes del medio de cultivo (piruvato

sédico, MOPS, glucosa y sulfato de Magnesio) no afecta significativamente a la

formacidn y visualizacion del pigmento producido por el microorganismo.

Tabla X. Pigmentacién producida por EGB en diferentes medios de cultivo

MEDIO DE CULTIVO PIGMENTO
Placa Tubo

e N . |
Medio Base’ Naranja intenso (+ ++)

MB sin PP N°3 No crecimiento

MB sin Almidon Naranja- No
amarillento(+) | pigmento

MB sin Metotrexato Naranja claro (+ +)

MB sin Suero Naranja intenso | Variable®
(+++)

MB sin Na,PO.H No pigmento

MB sin MOPS Naranja intenso (+ + +)

MB sin Piruvato sdédico Naranja intenso (+ + +)

MB sin Glucosa Naranja intenso (+ + +)

MB sin MgSO, Naianja intenso (+ + +)

Medio Base: 2'5% PP3, 2% almidon, 5% Suero de caballo, 0725% glucosa, 006N Na POH, 0“0SK NOPS,
0'1% Piruvato sddico, 0702% Sulfato de Magnesio, 0'6 pa/ml de metotrexato y 1% agar.

§: Intensidad de piquento variable (+++, ++! de una cepa a otra.




En la figura V1I, presentamos la pigmentacion obtenida para las cepas 1y II

de EGB en diversos medios de cultivo.

Figura VII. Pigmentacion producida por S.agalactiae en medios de
cultivo que eliminan algin componente del Medio Base
(Cultivo en tubos).

¥edio Base (NB): 2'5% PP}, 2% almiddn, 5% Suero de caballo, 0'25% glucosa, 0'06K Na,PO,H, (‘05K NOPS, 0'1% Piruvato
s6dico, 0'02% Sulfato de Magnesio, 06 yg/ml de metotreato y 1% agar.

Vedios: 1. Nedio Base 2. B sin Na,PO,H 3. B sin NOPS (sal sidica) 4. MB sin tampdn (MaPO,H + NOPS)
5, ¥B sin almidén 6. B sin Proteosa Peptona 7. MB sin metotrexato 8. ¥B sin glucosa 9. ¥B sin piruvato
sidico  10. MB sin Sulfato de Nagnesio 1. B sin Sulfato de Nagnesio y sin Suero  12. MB sin Suero de caballo.

1y II: Cepas bacterianas
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bn i tigara Vi presentamos la prigmentacion obtenida para las cepas 1y H

de FGB en diversos medios de culuvo.

Figura VI Pigmentacion producida por S agalactiae en medios de
cultvo gue ehminan algun componente del Medio Base
(Cultivo en tubos)

vy

i PP3, it almidor, 5% Suerc de caballe, €°25% cluccsa, C/06Y Na FO,H, 0705 ¥0FS, (113 Firuvato
sedico, 0702+ Sultato de ¥egresio, 9' ua/ml de metotrexato v 1+ agar.

vedigs: 1. Yedic ase 7. Y3 it NaRO,B 3. Y3 sin ¥OPS [sal sadicad 4. ¥3 sin tampor ‘NaLPOLM - MORS)
Y8 ern almider k. YR sl Proseocs Jeptora 7. VB E1n metotrexgto . MB cin glucoss 9. VB ELT piTuvelo

s0d:c0 0. MR sin Sufato de Magnesio 11 MBsin Su.fato de Magnesio v sin fuero 17, MB sin fuero de lane. .o,

[y Il: Cepas bacteryinas
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En la tabla X1 y figuras VIII, IX, observamos como la deteccion del

pigmento de EGB. varia de unos medios de cultivo a otros dependiendo de la

tformulacion utilizada y del método de siembra (superficie-placa o sobretusion-tubo).

Tabla X1. Pigmentacion producida por EGB en variantes del Medio Base

MEDIOS DE PIGMENTO
CULTIVO Placa Tubo

No pigmento

No pigmento

Naranja claro (+ +)

Naranja claro (+ +)

Naranja- No pigmento
amarillento( +)

Naranja- No pigmento
amarillento( +)

Naranja Variable®
intenso(+ + +)

MEDIO BASE Naranja intenso (+ + +)

-PP-MTX-S

No crecimiento

-PP-MTX

No crecimiento

-PP-S

No crecimiento

-PP

No crecimiento

Yedio Base: 2'5% PP3, 2% almiddn, 5% Suerc de caballo, 0'25% qlucosa, 0'06M Na,PO,H, 0705M NOPS,
0'1% Piruvato sodico, 0'02% Sulfato de Maamesio, '€ uo/pl de metotrerato v 1% agar.

PP: Proteosa Peptona n:3 (Difco);  A: Almiddn soluble (Merck 1252});  MTX: metotrexato {Lederle):
S: suero de caballo.
Variable®: intensidad de piguento variable de una cepa a otra; &: Con/sin Glucosa.

Todos los medios enumerados son nodificaciones del Medic Base por eliminacidn de los componentes precedidos
por el signo -,




c.c.c.
15 rhovy A

%—on-airbeles det W (coltio m,‘;if P

Figura IX y X. Pigmentacion producida por EGB en variantes del Medio Base
(Cultivo en tubos y en placas)

?01: Proteosa Peptona N°3: A: almidén; MIX: metotrexato; S: suero de caballo; I, II: Cepas bacterianas.

Wedio Base: 2'5% PP3, 22 almiddn, 5% Suero de caballo, 0'25% glucosa, 0'06N Na,PO,H, 005 MOPS, 0'1% Piruvato
s6dico, 0°02% Sulfato de Magnesio, 06 4g/nl de metotrexato y 1% agar.

Wedios: 1. MB sin Almiddn, sin MTX, sin Suero 2. B sin Almidén, sin NTX 3. B sin NTX, sin Suero 4. MB
sin MMl 5. NB sin Alnidén, sin Suero 6. NB sin Alnidén 7. B sin Suero 8. NEDIO BASE 9. WB sin PP3,
sin WIX, sin Swero 10, B sin PP3, sin MIX 11, MB sin PP3, sin Suero  12. MB sin PP3
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Procucaioh e pgmerih en varantes del N8 (culhi en hobos)

3 n
R o

1 X T B o, B
o " 2 7

P~ =i

Sin P?ﬂ t" Mﬂ‘.ﬂ" ) 15 Nav; A}

-}'P?,‘.IQHTI-S éﬂfﬂtm +S

Figura 1X v X. Pigmentacion producida por EGB en varantes del Medio Base
(Cultivo en tubos v en placas)

1: Jrozecss Yaptona W1 A almidors  YIN: metotrexator  3: suerc de cecallo; 1, 11t Cepas cecterlenes,
dlo Saser 2/ PR. 3 almidon, 3% Suere ce caballe, €725% ciucosa, C'ue¥ N2 FOH, ©'02% ¥OPS, ©'1% Firuvato
sgdico, 4/02 2ulfao de Magresio, 0'6 u3/pl de metolrexalo v 1% amer.

Yedios: 1. '3 si- Almidor, 517 ¥TX, sin Suere 2. ¥3 sin Almicor, sin ¥IX 3. ¥ s1n XX, si Suere 4, Mo
oML 5 MBoinAmidon, &onSero 6. NBsinAzidon 7. MBsinSiero B MEDGBASE % MBsin
12, W <in M

s'p WY, s'n Suerp (0. MB sin 273, sin NTX 11, MB sin 27, sin S.emd
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Todos los resultados expuestos a lo largo de este estudio, se retieren a las
cepas I, 11 y 111 utilizadas en todas las experiencias, mostrando similares intensidades
de pigmentacion, salvo las excepciones que se detallan en cada caso.

La cepa IV, dada su gran capacidad para producir pigmento ha resultado de

poca utilidad al impedir valorar los distintos medios de cultivo entre si.

Como se detalla en la tabla XI, no existe crecimiento de EGB en los 4
iltimos medios enumerados, debido a la no incorporacion de Proteosa Peptona ni de
ningtn otro hidrolizado proteico en la formulacion.

La ausencia de almidon en los medios de cultivo, independientemente de Ia
presencia de los otros componentes utilizados como variables, conlleva la
desaparicion del pigmento en medios sembrados en profundidad (sobrefusicn), asi
como disminucion de la pigmentacién en la superticie de placas de cultivo.

En medios que no incorporan almidén pero si metotrexato, se observa una
pigmentacion amarillenta muy diferente de la de medios que incluyen ambos
componentes; asi mismo, la mera eliminacidon de metotrexato se traduce tanto en
medios de cultivo sembrados en superficie como en los sembrados en profundidad,
en una disminucion de la intensidad del pigmento con respecto a la del Medio Base.

La presencia de svero de caballo, se traduce en general, en un mayor tamao

colonial. Independientemente de la presencia de suero en el medio. siempre que

existe almidon es posible visualizar el pigmento aunque en los cultivos ez placa, hay

poca diferencia entre presencia o ausencia de suero. En general, cuando se realizan
las experiencias en tubo, la presencia de suero conlleva una produccion de pigmento

algo mds intenso, aunque los resultados son variables de una cepa a otra.

En los medios de cultivo N°6 (MB sin Almidén) y N® 8 (MB), el primero
de ellos carente de almidon y en el segundo incorporado a su formulacion, hemos
introducido otra variable, la adicién o no del azicar glucosa.

La ausencia de glucosa en el Medio Base sin Almidon (N°6) conlleva una
disminucion del tamano colonial respecto al observado en el mismo medio adicionado

de este azicar. No obstante y aunque en ausencia de almidén y glucosa, las colonias
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son muy peguenas. con la adicion de glucosa ain en medios que no incorporan

almidon el tamafio colonial es comparable al de medios en que se incorpora éste y

al de medios que contienen almiddén pero no glucosa.

4.2. ESTUDIO DE ALMIDON COMO CONSTITUYENTE DE MEDICS DE
CULTIVO PARA PIGMENTACION DE S.AGALACTIAE

4.2.1. Actividad de almidén y sus fracciones sobre la pigmentacion de EGB.

En la tabla XII, detallamos los medios de cultivo empleados como modelo
experimental en el estudio del almidon.

El Medio Base incluye en su formulacion un 2% almidon soluble (1252
Merck), y es utilizado como medio referencia de pigmentacion por el intenso color
naranja que presenta EGB, tanto en los cultivos en placas como en tubos. En el MB
sin almidén EGB es capaz de crecer pero el pigmento producido en placas de cultivo

es amarillento, no visualizdindose éste en medios en tubo (Tabla X y Figura VII).

Tabla XII. Influencia de almidién en la formacion de pigmento por EGB.

% Almidon en PIGMENTO
el MB Placa Tubo

Naranja intenso (+ + +)

Naranja intenso (+ + +)

Naranja intenso (+ + +)

Naranja- No
amarillento(+) | pigmento

Medio Base: 2'S% PP3, 2% almidon, 5% Suero de caballo, 0'25% qlucosa, 0’06 Na,PO,K,
005M MOPS, 0'1% Piruvato sodico, 0702% Sulfato de Magnesio, 0'6 ug/ml
de metotrexato v 1% aqar.
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Asi mismo, reflejamos en la tabla XI1. 1a produccion de pigmento en medios
con una formulacién similar al MB pero en los que se ha disminuido la concentracion
final de almidon al 1% y 0,5%. no observdndose diferencias apreciables en la

pigmentacion aunque la concentracion de almidon en el medio sea del 0°5%.

En la Tabla XIII, se enumeran los diferentes almidones empleados en
sustitucion del almidon del Medio Base (1252 Merck), asi como la intensidad de la

pigmentacion producida en medios que los contienen.

Tabla XIII. Influencia del tipo de almidon empleado en medios de cultivo
para formacion de pigmento por S.agalactiae.

Almidones incorporados al | PIGMENTO

Medio Base B
I Placa Tubo

Almidon de patata S-4251 Naranja intenso(+ + +)

Almidon patata soluble S-2630 Naranja intenso(+ + +)

Almidén Soluble Indicador Naranja intenso( + - +)
Yodometria Panreac-171096

Almidon patata hidrolizad:: para Naranja intenso(+ + +)
electroforesis S-4501

Almidon patata S-9765 Naranja intenso(+ + +)

Almidon patata Zulkowsky Naranja intenso(+ + +)
Merck 1257

Almidon de trigo (Tipo [) S-5127 Naranja intenso( + + +)

Almidén trigo (hid.calor) S-2760 Naranja intenso(+ + +)

Almidon de arroz S-7260 J Naranja intenso(+ + )

Nedic Base: 2'5% PP3, 2% alaiddn, 5% Suero de caballo, 0'25% glucosa, 0'06M Na,POH, 0'05M MOPS,
0'1% Pirovato sddico, 0'02% Sulfato de Magnesio, 0'6 pg/ml de metotrexato y 1% agar.

¥edio de cultivo: Kedio Base sustituyendo el Almidon Merck 1252 por un 2t de los tipos de almidones
aencianados.
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No hemos encontrado diferencias importantes en cuanto a la intensidad de
pigmento con cada uno de los almidones empleados, aunque si en el aspecto tisico
tinal de los medios de cultivo.

Los almidones solubles proporcionan medios de cultivo transparentes mientras
que el almidon de patata (S-4251) y los almidones de trigo y de arroz, son dificiles
de disolver, forman grumos y dan lugar a medios que dificultan la visualizacién del

pigmento.

En la tabla X1V, mostramos el comportamiento de las fracciones de almidon

(amilosa y amilopectina) en sustitucidn de éste en el medio de cultivo.

Tabla XIV. Pigmento producido por EGB en medios gue incorporan
fracciones de almidon a diferentes concentraciones.

Fracciones de PIGMENTO
B almiddn | Placa Tubo

Amilosa Tipo Il1 2 Naranja intenso (+ + +)

(A-0512) Naranja intenso (+ + +)
Naranja-claro (+ +)

Amilopectina Naranja-claro (++)
(A-8515) Naranja-amarillento ( +)
Naranja-amarillento (+)

Medio de cultive: ¥B sin almidon adicicmado de distintas concentracicnes de las fracciones de éste.

Medio Szse: 2'S% PP3, 2% almidon, 5% Suero de caballo, 0'25% glucesa, 006M Na,PO,H, 00SM MOPS,
0'1% Piruvato sodico, 0'02% Sulfato de ¥agnesio, 0'6 ug/ml de metotrexato y 1% agar.

%: concentracion final de ambas fracciones en el medio de cultivo.

La fraccion amilosa, utilizada en sustitucion de almidon en la elaboracion de
medios de cultivo, apoya la produccién de un pigmento naranja intenso por EGB a
concentraciones finales en el medio del 2% y 1%. La intensidad de pigmento

observada es algo menor cuando se emplea una concentracién del 0,5%.

La incorporacion de amilopectina a concentraciones finales del 1% y 0,5%

hace que EGB produzca una pigmentacion en placas anaranjada-amarillenta y en

tubos una tonalidad anaranjada muy diferente de la producida por almidon y la
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fraccion amilosa. Observamos asi mismo. una disminucion progresiva de la

pigmentacion y cambio a tonalidad amarillenta a medida que disminuye la

concentracion de esta fraccion en el medio de cultivo.

4.2.2. Actividad de hidrolizados enzimdticos de almidon por accion de B-

amilasa sobre la formacion de pigmento en EGB.

Debido a que en el proceso de hidrélisis de almidon por B-amilasa se produce
maltosa. y la utilizacion de este azicar por el microorganismo lleva asociada una
disminucion de pH en el medic. hemos realizado una serie de medios de cultivo, con
el fin de determinar la intluencia sobre la pigmentacion de la adicion de ésta. Para
ello. hemos incorporado maltosa a concentraciones del 1% y 2% (cantidades en exce-
s0 ya que el limite de sacarificacion es de aproximadamente un 55-60% en maltosa)
(Myrback, 1948) y eliminado o disminuido la concentracion de almidon al 1%.

Los diversos medios obtenidos y las intensidades de pigmentacion, se detallan
en la Tabla XVIII.

Tabla XVIII. Influencia sobre la pigmentacidn de EGB de la adicion al Medio
Base de diferentes concentraciones de maltosa.

m PIGMENTO
MEDIO DE CULTIVO m Placa m Tubo

Medio Base (MB) Naranja intenso( + + +)

MB + 2% maltosa Naranja claro Naranja-
(++) amarillento(+)

MB sin almidon + 2% maltosa Naranja- No pigmento
amarillento( +)

MB (1% almidon) Naranja intenso (+ + +)

MB (1% almidén)+ 1% maltosa Naranja claro (+ +)

MB sin almidén + 1% maltosa Naranja- No pigmento
amarillento( +)

Nedio Base: 2'5% PP3, 2% almiddn, 5% Suero de caballe, 025% glucosa, 0'06M Na,PO,H, 0'05K MOPS,
0'1% Piruvato sddico, 1'02% Sulfato de Magnesic, 0'6 ua/nl de metotrexato y 1% agar.
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De los resultados de la Tabla XVIII, deducimos en primer lugar que, la
disminucion de la concentracion de almidon al 1% produce una intensidad de
pigmento en placa y en tubo muy similar a la que se observa cuando se incorpora un
2% almidén, hecho ya observado en experiencias anteriores (Tabla XII).

En segundo lugar, observamos una disminucidn en la intensidad de pigmento
en medios que incorporan almidén y maltosa, ambos a una concentracion del 2%
respecto a la del MB (solo incluye un 2% de almidén en su composicion). Esta
disminucion del pigmento se hace mds evidente en medios de cultivo en tubo.

Medios sin almidén y con un 2% de maltosa (Tabla XVIII) no producen
pigmento en tubo, mostrando en placas el crecimiento de colonias amarillentas.

Observamos también que, la incorporacion de almidon (1%) y maltosa (1%)
al medio sigue mostrando una disminucion en la intensidad del pigmento respecto a
medios que sélo contienen un 1% de almidon, pero ésta es menos acusada que

cuando la concentracién de ambos es del 2%.

Respecto a la posibilidad que la mera adicion del enzima B-amilasa pudiera

influir en la pigmentacion de EGB, la elaboracién de medios con B-amilasa

inactivada por calentamiento antes del inicio de su actuacién, nos ha permitido

comprobar que ello no afecta a la formacion de pigmento, ya que la pigmentacion
observada en medios adicionados de enzima inactivada y medios sin enzima es muy

similar.

La incorporacién a medios de cultivo en sustitucion de almidon de los
hidrolizados completos obtenidos mediante el tratamiento con B-amilasa de almiddn
y de sus fracciones (amilosa y amilopectina) en las condiciones mencionadas en
3.4.4., impide la visualizacion de la pigmentacion de EGB, restableciéndose ésta
cuando ademds del hidrolizado se afnade almidén; no obstante, la intensidad de la
pigmentacion que se alcanza en estos casos es algo menor que cuando se utiliza el
almidon o sus fracciones solamente. Este hecho se hace mds evidente en medios
sembrados en profundidad (Cultivo en tubos) que en los sembrados en superficie

(Cultivo en placas) (Figuras XI y XII).




Figura X1. Pigmentacion producida
por las cepas ! y 1 de EGB en medios
que incorporan almidén, amilosa,
amilopectina y sus hidrolizados enzi-
midticos  (Cultivo en placas)

Figura Xil. Pigmentacion producida por las cepas 1 y 11 de EGB en medios que incorporan
almidon, amilosa, amilopectina y sus hidrolizados enzimdticos  (Cultivo en tubos)

Medios: 1. ¥B (1% alnidén 1252 Merck) 2. ¥Bsin alnidén 3. ¥B (13 alnidon 1257 Yerck) 4. B (1% alnidén)
en idéaticas condiciones que el hidrolizado 5. MB sin alniddn adicionado de 1% de hidrolizado de alnidon con 8-
amilasa 6. MB {13 alzidon) adicionado de 1% de hidrolizado de alnidén con 8-amilasa  7.2.9. Medios idénticos
2 4,5.6. pero sustituyendo alnidon por anilopectina  10.11.12. edies idénticos a 4.3.6. pero sustituyendo alniddn

por amilosa,
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Figura X1. Pigmentacion producida
por las cepas 1y H de EGB en medios
que incorporan almidon,  amilosa,
amilopectina y sus hidrolizados enzi-
maticos  (Cultive en placas)

L a 3 : = ; P gl
Figura X1, Pigmentacion producidie por las cepas 1y 1 de EGB en medios gue incorporan
almidon. amilosa. amilopectina v sus hidrolizados enzimaticos (Cultivo en tubos)

Modige: 1. ¥B (17 almider 1252 Yercki 2. ¥Bsinalmidor 3. ¥B (17 glmden 1257 Yerck; 4. MR i1 glmiden)
en ‘dent cas coORGiciCnes gue €. nidreiizage 9. M3 Sin almidon aciciGnads de 1% ce DICTC.IZACC GE A.T.CON TOD -
37,253 5. ME /7% 2.7¢0RI AcicIcnade de 1% ge nidre.Izace ce 3.midon con G-amilasa  7.B.9. Meqlcs leenticos
3 4,5,6, peve sustitiyence a.ridon oor anilopectina 10,010,172, Mealos 1dentices 3 £.5.6. Dere sustituyenco alTicen
por amilose,
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Por otra parte y mediante el empleo del modelo bioautogrdfico, observamos

que los hidrolizados parciales de almidén por accion de B-amilasa muestran halos de
activacion del pigmento hasta un tiempo de actuacion enzimdtica de 12 minutos. A
partir de este tiempo de actuacion del enzima, no se detecta activacion del pigmento
por los diversos hidrolizados de almidén incorporados a los pocillos, lo que coincide
con la disminucion en éstos de la capacidad para formar complejos con yodo (Ver
4.24).

4.2.3. Actividad de Albiimina en sustitucién de Almiddn sobre la pigmentacion
de EGB.

En la Tabla XIX, vemos cémo el empleo de Albimina Bovina (fraccion V)
4 una concentracion final en el medio del 2 y 1,5% en sustitucion del 2% almidén
incorporado en la formulacion original del medio basal, no permite el crecimiento
de EGB; la disminucién de la concentracién de albimina al 1% permite el buen
crecimiento de EGB aunque ésta no es capaz de reemplazar al almidén del medio de

cultivo en cuanto a produccién de pigmento.

Tabla XIX. Efecto de la incorporacién de Albimina en sustitucién de
Almid¢ i sobre la produccion de pigmento por EGB.

MEDIOS DE CULTIVO PIGMENTOQO
Placa Tubo

MB sin Almidén + 1,5% Ailbimina

MB + 1,5% Albimina Naranja claro(+ +)

No crecimiento

MB sin Almidén + 1% Albimina Naranja- No
amarillento(+) | pigmento

MB sin Almiddn sin Suero+1% Albiimina Naranja- No
amariilento(+) pigmento

MB sin Suero + 1% Albimina Naranja claro{+ +)

MB + 1% Albiimina Naranja claro(+ +)

Medio Base: 2'5% PP3, 2% almiddn, 5% Suero de caballo, 0'25% qlucosa, 0'06M Na,PO,K, 0'05H NOPS, 0'1% Piruvato
sddico, 0'02% Sulfato de Magnesio, 06 yg/ml de metotrexato y 1% agar.
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Asi mismo, podemos observar que la incorporacion de almidon junto con
albumina bovina al 1,5% permite el crecimiento de EGB aunque la pigmentacion
producida es menor que en medios sin albimina (Medio Base). Esta disminucién en
la intensidad de pigmento se observa también con la incorporacion al Medio Base de
albimina al 1% en relacion a éste.

El utilizar como variable en estos medios la adicion de suero, nos ha
permitido comprobar que albimina tampoco puede sustituir al Suero incluido en la
formulacion original del Medio Base en la visualizacion del pigmento, como también

se muestra en 4.4.2.

4.2.4. Capacidad de complejar yodo

Todos los almidones ensayados, independientemente de su procedencia y
grado de hidrdlisis produjeron una coloracion azul intensa con solucion de I,/IK, no
observdndose diferencias destacables en la intensidad y color de unos y otros.

La fraccion amilosa produjo una coloracion azul intensa semejante a la del
almidén completo, frente a la de la fraccion amilopectina que simplemente mostré
una tonalidad morada.

En los hidrolizados completos de almidon y de sus fracciones por accion del
enzima B-amilasa, podemos observar como desaparece su capacidad para formar el
tipico complejo con yodo (Figura XIII). Destacamos no obstante que, los

hidrolizados parciales de almidon hasta un tiempo de actuacion enzimatica de 12-14

minutos, formaron un complejo azul intenso con yodo y transcurrido este tiempo el

complejo formado presenté una tonalidad violeta semejante a la de la fraccion
amilopectina (Figura XIV).

Aparte de aimidon y la fraccién amilosa, ninguno de los otros polisacdridos
estudiados mostré coloracién azul con yodo; la dextrina tipo 1 aporté un color
morado y tampoco el resto de los carbohidratos ensayados fueron capaces de producir

un complejo de coloracion azul con yodo.
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1A.Solucién del alnidén adicionada de yodo  1B. Solucién de alnidén adicionada de B-amilasa y yodo
2h.Solucicn de amilosa adicionada de yodo 2. Solucién de amilosa adicionada de B-amilasa y yodo
30.Solucién de anilopectina adicionada de yodo 3B.Solucién de anilopectina adicionada de 8-anilasay yodo.

Figura XIIl. Formacion de complejos con yodo de almidén, amilosa y
amilopectina y sus correspondientes hidrolizados completos con B-amilasa.

16

De izquierda a derecha: 1. Solucién de almidén adicionada de yodo  Z. Solucién de alniddn wantenida en
iguales condiciones que 1as necesarias para la hidrélisis enzindtica adicionada de yodo 3-16. Soluciones
de alnidén adicionadas de yodo y B-anilasa a los siquientes tiempos de actuacion enzimitica: 2, 4, 6, 8,
10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 45 y 60 minutos.

Figura XIV. Formacién de complejos con yodo de hidrolizados de almidén
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14,50lucidn del almidon adicicnada de yodo 18, Solucidn de almiddn adicicnada de B-amilasa y yodo
24.50lucion de amilosa adicionada de yode 2B, Solucidn de amilosa adicionada de B-amilasa y yodo
34.50lucidn de anilopectina adicionada de yodo 3B.Solucidn de anilopectina adicionada de B-amilasa y yodo.

Figura X1II. Formacion de complejos con yodo de almidon, amilosa y
amilopectina y sus correspondientes hidrolizados completos con 8-amilasa.
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De izquierda a derecha: 1. Solucién de almidon adicionada de yodo 2. Solucidn de almidon manterida en
iquales condiciones que las necesarias para la hidrolisis enzimdtica adicionada de yodo 3-16. Soluciones
de almidén adicionadas de yodo y B-amilasa a los siquientes tierpos de actuacion enzimtica: Z, 4, €, 8,
10, 12, 14, 16, 18, 20, 25, 30, 45 y 60 minutos.

Figura XIV. Formacion de complejos con yodo de hidrolizados de almidin




4.2.5. Influencia de la incorporacién de Almidén al medio de cuitivo sobre el

espectro de absorcién del pigmento de EGB.

El espectro de absorcién del pigmento en ¢l Medio Base, Medio Base sin
Metotrexato y Medio Base sin Suero (rango de muestreo de 700-350 nm) (Ver
3.4.6.) muestra picos de absorcion a longitudes de onda de 525 nm, 485 nm, 460
nm y 440 nm; en el Medio Base sin Almidén, no se detecta ningiin pico de absorcidn

en esia misma zona (Figura XVI).

420 430 4bo 480 500 520 530 560 580 5°°A

Figura XVI. Espectro de absorcién del pigmento en el Medio Base




4. RESULTADOS

Tras la adicion de B-amilasa al Medio Base previamente inoculado e incubado
en condiciones de anaerobiosis y dejando actuar ésta aproximadamente 30 minutos,

podemos observar en el espectro la desaparicion de los picos anteriormente

mencionados y la aparicién de un solo pico de absorcién a 420 nm (Figura XVII).

550

Figura XVII. Espectro de absorcion del pigmento en el Medio Base
adicionado de B-amilasa
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4.2.6. Actividad de otros carbohidratos sobre la formacion de pigmento por
S.agalactiae.

Las tablas XV a XVII, retlejan el comportamiento de EGB en cuanto a

formacion de pigmento en cada uno de los medios elaborados con polisacdridos,

dextranos, dextrinas y otros aziicares en sustitucion del almidon en el Medio Base.

Tabla XV. Formacion de pigmento por S.agalactiae en medios que
incorporan polisacdridos diferentes a almidon

“ PIGMENTO
_———————-

Polisacdridos Placa Tubo
incorporados al MB’

Glucogeno No pigmento

Inulina No pigmento

Carboxi-metil-celulosa No pigmento

Metil-celulosa No pigmento

Celulosa (Tipo 20) No pigmento

Celulosa (fosfato) No pigmento

Dextrano PM =500.000 No pigmento

¥edio: ¥B sin alaidon adicionado de un 2% de los diferentes polisacaridos citados.
Yedio Base: 2'5% PP3, 2% alnidén, 5% Suero de caballo, 0'25% glucosa, 0'06M Na,PO,H,

0'05K MOPS, 0'1% Piruvato sodico, 0'02% Sulfato de Magmesio, 0'€ uwa/ml
de metotrexatc y 1t agar.

La incorporacion de glucégeno al Medio Base en sustitucion de almidin lleva
a la obtencion de un medio final algo mds oscuro y opaco que el Medio Base, en el
que se observa una pigmentacion colonial amarillenta en placa pero sin formacion de
pigmento en tubo; por el contrario, inulina da lugar a un medio muy transparente

pero en el que tampoco se pone de manifiesto la pigmentacion de EGB.
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Algunos de los derivados de celulosa empleados presentan una disolucion
dificil, dando lugar a medios opacos, con grumos y amarillentos. No se observa
tampoco en ninguno de ellos, la pigmentacion caracteristica de EGB en medios de

tormulacion similar pero que incorporan almidén.
En la tabla siguiente, observamos el comportamiento de dextrinas cuando

sustituyen al almidon en el Medio Base.

Tabla XVI. Formacion de pigmento por EGB en medios que incorporan
dextrinas en sustitucion de almidon.

Dextrinas PIGMENTO
incorporadas al MB’

| Placa Tubo

Dextrina Tipo I Amarillento No pigmento

a-ciclodextrina No pigmento

B-ciclodextrina No pigmento

Medio de cultivo: MB sin alzidon adicicnado de un 2% de dextrinas.

Medio Base: 2'5% PP3, 2% alnidén, 5% Suero de caballc, 0253 qlucosa, 0'06M Na_POH, 005N
MOPS, 0'1% Piruvato sodico, 0023 Sulfato de Magnesio, 0'6 ug/nl de metotrexato y 1% agar.

La sustitucion de almidén en el medio de cultivo por dextrinas, no permite
visualizar la caracteristica pigmentacion de EGB; dextrinas tipo [ producen un medio
muy oscuro y una pigmentacion colonial amarillenta en el cultivo en placas, no

observdndose pigmento en los cultivos en tubo.

Como detallamos en la tabla XVII, Trehalosa, Palatinosa y 1-0-metil-o-D-

glucopirandsido, a diferenciz de los demds azicares ensayados en sustitucion del
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almidon en el MB producen colonias de color anaranjado-marrin (coloracion muy
diterente al pigmento de EGB en medios que incorporan almidon) aunque en tubo
no se observa ningun pigmento. EL resto de los azicares estudiados, no muestran
pigmentacion anaranjada ni en los cultivos en placa ni en los de tubo.

Respecto al crecimiento de EGB en medios que incorporan estos azucares,
parece ser similar al del Medio Base con algunas excepciones, que se encuentran
detalladas en la tabla XVIL.

Destacamos por otro lado, que mediante la técnica bioautogrdfica no hemos
detectado actividad bioldgica potenciadora del pigmento con ninguno de los

carbohidratos utilizados, hecho que concuerda con los resultados de los cultivos en

tubos.

Tabla XVII. Pigmentacién producida por EGB con 1a incorporacion de
diversos carbohidratos al MB en sustitucion de almidon

Carbohidratos PIGMENTO

incorporados al MB [=—gfr——
% m Placa ill Tubo
2

Maltooligosacdrido
(GfG i u)

No pigmento

Maltopentaosa No pigmento

Maltotetraosa No pigmerito

Maltotriosa No pigmento
No pigmento

Maltosa No pigmento
No pigmento

D(+) glucosa No pigmento
No pigmento

D-xilosa No pigmento

Sacarosa No pigmento

D(+) galactosa No pigmento

D(-) fructosa No pigmento
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D-manosa

No pigmento

Salicina

No pigmento’

Trehalosa

Naranja-marrén | No pigmento

Ramnosa

No pigmento

L-arabinosa

No pigmento

L(-) sorbosa

No pigmento

Rafinosa

No pigmento

D(+) celobiosa

No pigmento

B-gentibiosa

No pigmento

Palatinosa

Naranja-marrén | No pigmento

D(+) melecitosa

No pigmento

Lactosa (monohidrato)

No pigmento

Melibiosa

No pigmento

D(-) manitol

No pigmento

D-sorbitol

No pigmento

Dulcitol

No pigmento

Mio-inositol

No pigmento

Xilitol

No pigmento

Ac.D-glucénico

No pigmento

Acido ldctico

No pigmento’

D(+) Turanosa

No pigmento

Esculina

No pigmento

D-amigdalina

No pigmento

B-glicerofosfato

No pigmento

1-0-metil-a-D-
glucopirandsido

Naranja-marrén | No pigmento

D-glucosa 6 fosfato

No pigmento’

Medio de cultivo: MB sin almidén adicionado de carbohidratos.

Medio Base: 2'5% PE3, 2% alnidon, 5% Suero de caballo, 0'25% glucosa, 0'06M NaPQ,H, 0'05M MOPS,
0'1% Piruvato sodico, 0'02% Sulfato de Magmesio, 0'6 ug/ml de metotrexato y 1% agar.

%: concentracién final en el medio de cultivo + nenor tamafo colonial que en el Medio Base.
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4.3. ESTUDIO DE PROTEOQOSA PEPTONA COMO CONSTITUYENTE DE
MEDIOS DE CULTIVO PARA PIGMENTACION DE S.AGALACTIAE.

4.3.1. Actividad de Proteosa Peptona (PP N°3 Difco) sobre la formacion de
pigmento de EGB.

Experiencias anteriores (Ver 4.1.2.), han puesto de manifiesto que los medios
de cultivo carentes de Proteosa Peptona (PP3) no apoyan el crecimiento de EGB.
La incorporacion de este hidrolizado proteico al medio de cultivo, hace posible el
crecimiento del microorganismo al mismo tiempo que favorece la formacion de
pigmento, siendo no obstante diferentes los requerimientos de Proteosa Peptona que
satisfacen cada una de estas funciones.

Nuestros resultados indican, que medios de cultivo que mantienen la
formulacion original del Medio Base, pero que disminuyen al 0°5% la concentracion
de Proteosa Peptona, apoyan el desarrollo de EGB pero no permiten la visualizacion
de pigmento. La utilizacion de este hidrolizado a una concentracién final en el
medio del 1%, conlleva la formacién de una pigmentacion anaranjada tanto en los
cultivos en placas como en tubos y una concentracién de Proteosa Peptona del 2°5%

(Medio Base) se traduce en la visualizacion de una pigmentacion naranja intensa.

Utilizando el modelo experimental de placas con pocillos (Técnica
bioautogrifica) y como medio de cultivo el Medio Base eliminado la Proteosa
Peptona (PP3), observamos que la concentracién de Proteosa Peptona incorporada
a los pocillos, es fundamental en la visualizacion de pigmento ya que se produce una
actividad potenciadora de éste tras la incorporacion de 100ul de una solucién de
Proteosa Peptona a concentraciones del 20 y 10% (siendo las intensidades observadas
de ++ y de + respectivamente, constituyendo €stos los controles respecto a los que

referimos el resto de las intensidades de activacion), no observdndose ningin halo

de activacion alrededor de pocillos usando igual volumen de Proteosa Peptona a

concentraciones del 5% y 2,5%. A estas ltimas concentraciones de PP3, no se

visualiza halo de pigmentacicn aunque es posible observar un halo de crecimiento de
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EGB alrededor de los pocillos en los que se incluyen en relacion al resto de la placa.

Por otro lado, observamos también que a medida que se incrementa la
concentracion de la Proteosa Peptona (PP3) incluida en la formulacion del medio
(comparamos MB sin PP3 frente a MB con 0°5% de PP3), se requiere una menor
concentracion de este hidrolizado en los pocillos para conseguir la misma intensidad
de pigmentacion (Tabla XXIV, XXVII).

La utilizacidn de diversos medios de cultivo para determinar la influencia de
Proteosa Peptona y andlogos sobre la formacion de pigmento, se debe a las
diferencias de pigmentacion observadas entre ellos. Asi pues, en el modelo
experimental de placas con pocillos utilizando como medio de cultivo el Medio Base,
no podemos detectar halos de activacion del pigmento alrededor de los pocillos,
puesto que debido a su composicién (incluye 2°5% de Proteosa Peptona), el
pigmento de fondo que se forma es tan intenso gue impide su visualizacion; por el
contrario, este medio es util en la deteccién de inhibidores de la pigmentacion.

Contrariamente, a lo que ocurre en el Medio Base, medios que incorporan

solamente un 0,5% de Proteosa Peptona (PP3), producen un pigmento anaranjado

muy débil, siendo por ello iitiles para deteccion de activadores, impidiendo la

visualizacion de inhibidores de la pigmentacion.

a_Peptona (PP

El procedimiento de obtencién de las fracciones de Proteosa Peptona gue

mencionamos en la Tabla XX. se expuso en 3.5.2.

Como podemos observar en la Tabla XX, la fraccion de Proteosa Peptona
retenida mediante el empleo de una membrana de NMWC (Nominal Molecular
Weight Cut-off) de 100.000, no presenta actividad potenciadora de la pigmentacion

de EGB mientras que si se detecta esta actividad en el ultrafiltrado obtenido.
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Tabla XX. Actividad de fracciones de Proteosa Peptona N°3 obtenidas
mediante ultrafiltracion sobre la pigmentacion de EGB.

Fracciones de PIGMENTO
Proteosa Peptona (M_bioautogrifico)

Retenido (NMWC 100.000) Sin efecto
Ultrafiltrado (NMWC 100.000) Activa (++)
Retenido (NMWC 10.000) Sin efecto
Ultrafiltrado (NMWC 10.000) Activa (++)

Ultrafiltrado (NMWC 10.000) y Sin efecto
Retenido (NMWC 1.000)

Ultrafiltrado (NMWC 1.000) Activa (+)

¥edio: ¥B (disninuyendo la concentracion de Proteosa Peptona al 0'5%) y
MB (disminuyendo la concentracion de Proteosa Peptona al 1%).

En la Tabla reflejamos también, la actividad potenciadora del pigmento
manifestada por los ultrafiltrados de Proteosa Peptona a traves de membranas de
NMWC de 10.000 y 1.000 aunque en este tltimo caso, se detecta un menor halo de
activacion del pigmento. Esta actividad potenciadora de los ultrafiltrados de Proteosa

Peptona, se observa por igual en medios que incorporan 0,5% y 1% de Proteosa

Peptona (PP3).

idroli

Los hidrolizados tripticos de Proteosa Peptona, como apreciamos en la Tabla

XXI, no actian como potenciadores de la formacion de pigmento, sino que por el

contrario, se observa un halo de inhibicion dei pigmento en medios que incorporan

Proteosa Peptona a concentraciones del 1% y 2°'5%.
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Tabla XXI. Etecto de hidrolizados tripticos de Proteosa Peptona sobre la
produccion de pigmento por EGB (Método bioautografico).

Hidrolizados | PIGMENTACION
Tripticos de PP3 I m———
MB(0,5% PP3) I MB(1% PP3) | MB(2'5% PP3)

PP3 10% Activa(+ +) Activa(+ +) Sin efecto

PP3 10% Activa(+ +) Activa(+ +) Sin efecto
pH=7'8 20mM Ca*'

PP3 10% + tripsina’ Activa(+ +) Activa(+) Sin efecto
pH=7"8 20mM Ca®'

PP3 10% + tripsina” Sin efecto Sin efecto Sin efecto
pH=7'8 20mM Ca*'

PP3 10% +tripsina™ Sin efecto Inhibe(#) Inhibe(#)
pH=7"8 20mM Ca®'

PP3 10% +tripsina™" Sin efecto Inhibe(#) Inhibe(#)
pH=7'8 20mM Ca*'

Tripsina 2°5% Sin efecto Sin efecto Sin efecto

Medio Rase (MB): 2'5% Proteosa Peptona (PP3), 2% alniddn, 5% Suero de caballo, 025% qlucosa, 0'06N Na,PO,H, 0'0SM NOPS,
0'1% Piruvato sddico, 0'02% Sulfato de Magnesio, 0'6 sg/ml de metotrexato y 1% agar.

Nedios: MB (0'5% PP3): MB disminuyendo !a concentracién de Proteosa Peptona al 0°5%;  MB (1% PP3): B disminuyendo
1a concentracion de Proteosa Peptona al 1%;  MB (2'3% FP1): Medio Base.

4, +, +: grados de intensidad del piguento sequn el halo de activacion formado alrededor de ios pecillos
i1, #, I: grados de inhibicion del piguento segin el halo de reversion formado alrededor de los pocillos

#; Tripsina inactivada rapidamente tras su adicion  *: Tripsina inactivada tras 2 horas de actividad enzindtica
#t+; Tripsina inactivada tras 16 horas de actuacion del emzina  t+#+: Tripsina inactivada tras 40 horas de actividad
enzimatica.

En la Tabla XXII, queda reflejado como los hidrolizados pépticos de Proteosa

Peptona a diferencia de los tripticos, mantienen su actividad potenciadora en la

formacion del pigmento, independientemente del tiempo de actuacion del enzima.
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Tabla XXI1. Efecto de hidrolizados de Proteosa Peptona por accidn de Pepsina
sobre la formacion de pigmento en EGB (Método bioautografico).

Hidrolizados ‘ PIGMENTACION
Pépticos de PP3 AR
l MB(0,5% PP3) “ MB(1% PP3) MB(2’5% PP3)

PP3 10% Activa(+ +) Activa(+ +) Sin efecto

PP3 10% pH=2 Activa(+ +) Activa(+ +) Sin efecto

PP3 10% pH=2 Activa(+ +) Activa(+ +) Sin efecto
+ pepsina’

PP3 10% pH=2 Activa(+ +) Activa(+ +) Sin efecto
+ pepsina”

PP3 10% pH=2 Activa(+ +) Activa(++) Sin efecto
+pepsina™

PP3 10% pH=2 Activa(++) Activa(+ +) Sin etecto
+pepsina™

Pepsina 1% Sin efecto Sin efecto Sin efecto

Yedio Base (MB): 2'S% Proteosa Peptona (PP3), 2% almidén, 5% Suero de caballo, 0'25% glucosa, 006K Na,P0H, 005N MOPS,
1% Piruvato sodico, 0’02 Sulfato de Magnesio, 0'6 yg/ml de metotrexato y 1% agar.

¥edios: B (0'S% PP3): ¥B disninuyendo la concentracion de Proteosa Peptona al 0°5%);  MB (1% PP3): MB disninuyendo la
concentracicn de Proteosa Peptona al 13;  MB (2'5% PP3): Medio Base.

++, +, 41 qrados de intensidad del piqmento segin el halo de activacion fornade alrededor de los pocillos
1, #, 1: qrados de inhibicion del picmento seqin el halo de reversién fornado alvededor de los pocillos
+: Pepsina inactivada rapidamente tras su adicién  *4: Pepsina inactivada tras 2 horas de actividad enzindtica

#4: Depsina inactivada tras 16 horas de actuacion del enzina  #stt: Pepsina inactivada tras 40 horas de actividad
enzindtica.

Al realizar una didlisis de 20 ml de una disolucién de Proteosa Peptona al 10%
frente a un volumen igual de agua, observamos que tanto la fraccion retenida en la
membrana de didlisis como el dializado, presentan un efecto activador del pigmento

manifestado por la presencia de un halo anaranjado alrededor de los pocillos en los que
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manifestado por la presencia de un halo anaranjado alrededor de los pocillos en los que

se incorporan. Esta activacién de la pigmentacion, se visualiza en medios que incluyen
en su composicion un 0,5% y 1% de Proteosa Peptona.  Asi mismo, se detecta una
disminucion del efecto activador del retenido, cuando agotamos la Proteosa Peptona
dializando frente a grandes volumenes de agua, obtenidos por cambios repetidos y

frecuentes de €sta.

4.3.2. Actividad de otros hidrolizados proteicos en la pigmentacion de EGB.

En la tabla XXIII, mostramos la formacion de pigmento en medios de cultivo

que incluyen en lugar de Proteosa Peptona N°3 (Difco) otros hidrolizados proteicos.

Tabla XXIII. Influencia sobre la formacion de pigmento por EGB en medios que
incorporan diversos hidrolizados proteicos (Modelo Placa-Tubo).

Hidrolizados Proteicos |I| PIGMENTO
||
Proteosa Peptona N°2 (Difco) Naranja intenso(+ + +)

Proteosa Peptona (Difco) Naranja intenso( + + +)

Proteosa Peptona (Oxoid) No pigmento

Peptona (Difco) No pigmento

Peptamina (Difco) Naranja intenso( + + +)

Triptona (Difco) No pigmento

Triptosa (Oxoid) No pigmento

Lab-Lemco (Oxoid) No pigmento

Hidrolizado de lactoalbimina(Oxoid) No pigmento

Cas-aminodcidos (Difco) No pigmento

Cas-aminodcidos sin Vitaminas(Difco) No pigmento
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Podemos ohservar, una pigmentacién naranja intensa similar a la producida por
EGB en medios que incorporan Proteosa Peptona N3, en los cultivos de placas y tubos
en cuya composicion se incluye: Proteosa Peptona N®2 (Difco), Proteosa Peptona
(Difco) y Bacto Peptamina (Difco). La sustitucion de PP3 por los demds hidrolizados
proteicos conlleva la no visualizacion del pigmento.

Con la utilizacién de Cas-Aminodcidos con/sin Vitaminas en sustitucion de
Proteosa Peptona en el medio de cultivo, se produce menor crecimiento de EGB que con

la adicion de ésta o del resto de los hidrolizados.

Mediante bioautografia, hemos comprobado el efecto activador o inhibidor de
estos hidrolizados proteicos sobre la pigmentacion de EGB. Los mismos hidrolizados,
que hemos citado anteriormente, como productores de pigmento en cultivos de placas
y tubos, forman un halo de activacion de éste alrededor de los pocillos en los que se
incluyen (Figura XV).

Por otra parte, Triptona (Difco) y Triptosa (Oxoid), muestran un pequefio halo

de inhibicién del pigmento alrededor de los pocillos en los que se encuentran.

En las tablas XXIV, XXV y XXVI, detallamos el efecto de la incorporacion a

pocillos de diferentes concentraciones de hidrolizados proteicos, utilizando como medio

de cultivo el Medio Base sin Proteosa Peptona N°3. En los casos en que no se produce

halo de pigmento alrededor del pocillo, hemos reflejado si se produce airededor de éste

un halo de crecimiento del microorganismo.

A continuacién en las tablas XXVII, XXVIII y XXIX, se muestra como la
concentracion de Proteosa Peptona N°3 (Difco) en el medio de cultivo (0,5%, 1%,
2,5%) junto con la concentracién de la solucién del hidrolizado incorporado a los

pocillos influye en la capacidad de formacién y visualizacién del pigmento.




Figura XV. Efecto de diversos hidrolizados proteicos sobre la
pigmentacion de S.agalactiae (Método bioautogrdfico)

PP oword 0k
.\ (S0 4A)

\

Topom &4
(%04)

Medio de cultivo: ¥B (disminuyendo la concentracidn de PP3 al 0'5%).

Hidrolizados proteicos ensayados

Pocillo 1. PP N3 (Difco) al 208 (50 pl) Pocille 2. PP N°3 (Difco) al 10% (50 pl)
Pocillo 3. PP Ne2 (Difco) al 10% (50 gl} Pocillo 4. PP (Difco) al 10% {50 al)
Pocille 5. PF {Oxoid) al 1% (50 pl) Pocillo 6. Peptamina (Difco) al 108 (50 pl)
Pocillo 7, Peptona (Difco} al 10% (50 4l).
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Tabla XXIV. Efecto de la incorporacién de hidrolizados proteicos sobre el
crecimiento y formacion de pigmento por S.agalactiae en ei Medio Base sin
Proteosa Peptona (Método bioautogrifico) (1)

Hidrolizados % Pigmento Halo de
proteicos crecimiento

PP n“3 (Difco) Activa (++)

10 Activa (+)
5
2.5
1.25
PP n°2 (Difco) || 20 Activa (+)

—————  — — — "I

Sin efecto

10
5
) 25

|| PP (Difco) 20 Activa (+ +)

10 Activa (+)
5
2.5

I PP (Oxoid) 20

10
5
2.5

No crecimiento

Sin efecto Si

No crecimiento

Sin efecto Si

No crecimiento

i1 concentracion de las soluciones adicionadas a los pocillos.

H+, #, + qrado de activacion del pimento seqin el tamafio e intemsidad del halo formado
alrededor del pocille.
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Tabla XXIV. Efecto de la incorporacion de hidrolizados proteicos sobre el
crecimiento y formacion de pigmento por S.agalactive en el Medio Base sin
Proteosa Peptona (Método bioautogrifico) (II)

Hidrolizados % Pigmento Halo de
proteicos crecimiento
i
Peptamina (Difco) | 20 Activa(+ + +)

10 Activa(+ +)

5 Activa(+)

Sin efecto

Peptona (Difco)

Sin efecto

Triptona (Difco)

Sin efecto

| Triptosa (Oxoid) i

Sin efecto

No crecimiento
2.5

41 concentracion de las soluciones adicicradas a los pacillos

t, 4+, 41 qrados de activacicn del pigmento segin el tamafo e intemsidad del halo formado
alrededor del pocillo.
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Tabla XXIV. Efecto de la incorporacién de hidrolizados proteicos sobre el
crecimiento y formacion de pigmento por S.agalactiae en el Medio Base sin
Proteosa Peptona (Método bioautografico) (I1I)

Hidrolizados proteicos Plgmento Halo de
crecimiento

Lab Lemco (Oxond)

Sin efecto

No crecimiento

Hidrolizado de
lactoalbumina (Oxoid)

No crecimiento

ICas-Aminoacidos(Difco) l

No crecimiento

Cas-aminoacidos sin
Vitaminas (Difco)

No crecimiento

t: concentracion de las soluciones adicicnadas a los pocilics

++, 44, 41 qrado de activacion del piqento segin el tanafo e intensidad del halo fornado alrededor del
pocille.
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Tabla XXVII. Efecto de la incorporacion de hidrolizados proteicos sobre la
tormacion de pigmento por S.agalactize a medios de cultivo con diferentes
concentraciones de Proteosa Peptona N3 ().

PIGMENTACION

Hidrolizados % MB MB MB
proteicos (0,5% PP3) (1% PP3) (2°5% PP3)

PP N°3 (Difco) 20 | Activa(+++) | Activa(++ +)

10 Activa(+ +) Activa(+ +)

5 Activa(+) Activa(+) Sin efecto

Sin efecto Sin efecto

PP N°2 (Difco) Activa(+ +) Activa(+ +)

— e ]
_——

Activa(+) Activa( +)

Sin efecto

Sin efecto Sin efecto
2.5

| PP (Difco) l 20 | Activa(+++) | Activa(+ + +)

10 Activa(+ +) Activa( + +)

5 Activa(+) Activa(+) Sin etecto

2.5 Sin efecto Sin efecto

“ PP (Oxoid) 20 Activa(+) Activa(+)

10
5 Sin efecto
Sin efecto Sin efecto

2,3

Medios: ¥B (2'5% Proteosa Peptona)
¥B (disninuyendo la concentracicn de PP3 &l 1%)
MB (disminuyendo la concentracion de PP3 al 0'5%).

%+ concentracidn de las soluciones adicionadas a los pocilles

444, ++, +: grado de activacion del pigmento seqin ! tamafio e intensidad del halo formado alrededor del pocillo.
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‘Tabla XXVIII. Efecto de la incorporacion de hidrolizados proteicos sobre la
formacion de pigmento por S.agalactiae a medios de cultivo con diferentes
concentraciones de Proteosa Peptona N3 (11).

PIGMENTACION

Hidrolizados MB MB
proteicos (0, 5% PP3) (1% PP3) (2°5% PP3)
e =

Peptamina (Difco) I Activa (++ +)

Activa (++ +)

Activa (+ +)

Activa (+) Sin efecto

Sin efecto

Peptona (Difco) l

Sin efecto Sin efecto Sin efecto

2,5

|Triptona (Difco) ‘ 20 Inhibe (#) Inhibe (#)

10
5
2,5

Triptosa (Oxoi1d) l 20 Inhibe (#) Inhibe (#)

10
5
2,5

~1  Sin efecto
Sin efecto Sin efecto

Sin efecto

Sin efecto Sin efecto

Medios: YR (2'9% Protecsa Peptona), B [(disminuyendo la concentracion de PPl al 15y B (disminuyende 1
concentracidn de PP al 0'3%).

%: concentracion de las soluciones adicionadas a les pocilles
4, 4+, +: grado de activacion del piquento segin el tamafo e intensidad del halo alrededor del pocillo

###4, ##. #: qrados de inhibicion del pigmento sequn el tamafo del halo alrededor del pocillo
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Tabla XXIX. Efecto de la incorporacion de hidrolizados proteicos sobre la
formacion de pigmento por S.agalactiae a medios de cultivo con diterentes
concentraciones de Proteosa Peptona N3 (11I).

Hidrolizados
proteicos

Lab-Lemco (Oxoid)

Sin efecto

PIGMENTACION

MB MB MB
0’5% PP3) [| (1% PP3) || (2°5% PP3)

Sin efecto

Sin efecto

Hidrolizado de
Lactoalbimina (Oxoid)

Sin efecto

Sin efecto

Sin efecto

Cas-aminodcidos
(Difco)

Sin efecto

Sin efecto

Sin efecto

Cas-aminodcidos sin
Vitaminas(Difco)

Sin efecto

Sin efecto

Sin efecto

¥edios:  MB {2'S% Proteosa Peptoma),
concentracidn de PP3 al 0'5%).

¥B (disminuyendo la concentracion de PP3 al 1% y

%: concentracicn de las soluciones adicionadas a les pocillos

¥B (disminuyendo la
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4.3.3. Actividad de Vitaminas en la formacién de pigmento por EGB

La incorporacion de una mezcla vitaminica, utilizando el método

bioautogrdfico a pocillos del Medio Base (2°5% de Proteosa Peptona) y del Medio

Base con un 1% de Proteosa Peptona, produce un halo de inhibicién del pigmento

alrededor de los pocillos en que se adicionan (Tabla XXX).

Tabla XXX. Efecto de la incorporacion de vitaminas sobre la formacion de
pigmento por EGB (Método bioautografico).

Jl PIGMENTACION

VITAMINAS MB MB MB
(0,5% (1% PP3) (2,5% PP3)
PP3)

Mezcla Vitaminas’ Inhibe(###) Inhibe(###)
Sin efecto

Mezcla Vitaminas sin tiamina*

Riboflavina (0’01 g/l)

Sin efecto Sin efecto

Tiamina (0’1 g/l) Inhibe (##)
Biotina (0’1 g/1)

Pantotenato Cdlcico (0"ig/1)

Cloruro de colina (0’1 g/I) Sin efecto

Sin efecto Sin efecto

Acido félico (0’1 g/l)

i-inositol (0°2 g/)

Nicotinamida (0’1 g/)
Piridoxal (0’1 g/l)

Wedios: MB(2'5% Proteosa Peptona),  MB{disninuyendo la concentracin de 2P3 al 1%) y B (disminuyendo ia
concentracién de PP3 al 0'5%).

Mezcla de Vitaninas*: Concentrado de Vitaminas para Nedio Basal de Eagle (Laboratorios Flow) que incluye las vitaminas
citadas copo incorporadas a pocillos a la concentracion especificada para las vitaninas ensayadas individualmente,

Mezcla de Vitaminas sin 'Tiamina®: Concentrado de Vitaminas de igual composicion y concentracion que la anterior
elininando la tiamina.

i1, 11, I: qrados de inhibicion del pigmento sequn el tamano del halo fornado alrededor del pocillo
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Por otro lado, observamos en la Tabla anterior que la utilizacion individual
de cada una de las vitaminas incluidas en esta mezcla y a la misma concentracion que
$¢ encuentran en ésta, produce efecto inhibidor dnicamente en el caso de tiamina.
Esta inhibicién del pigmento manifestada por tiamina, solo se observa en medios con
1% de Proteosa Peptona frente al de la mezcla de vitaminas que se observa también
en el Medio Base, por lo que parece que la tiamina individualmente tiene menor
actividad inhibidora que la mezcla.

Asi mismo, se muestra que la eliminacion de tiamina de la mezcla vitaminica,

conlleva la desaparicion del efecto inhibidor de la pigmentacion de EGB.

4.3.4. Actividad de Acidos Nucleicos sobre la formacién de pigmento por
EGB

La utilizacion de soluciones acuosas de DNA y RNA asi como sus

hidrolizados a concentraciones del 0.5% y 1% en NaOH 0,IN, producen en primer

lugar, un halo de inhibicidn del crecimiento bacteriano alrededor del pocillo aunque

seguidamente, se observa un pequefio halo de potenciacién del pigmento.

4.3.5. Actividad de Aminodcidos sobre la formacion de pigmento por EGB

No hemos observado efecto inhibidor de la pigmentacidn en ninguno de los
aminodcidos ensayados, aunque si un efecto potenciador del concentrado de
aminodcidos esenciales sin L-glutamina (Laboratorios Flow) y un ligero efecto
activador de Triptéfano utilizado de forma individual. El efecto de éste ltimo, no
es comparable al proporcionado por la mezcla de aminodcidos aunque su eliminacion

de ésta conlleva la no visualizacién del efecto activador del pigmento.
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Tabla XXXI. Efecto de la incorporacion de Aminodcidos sobre la
pigmentacion de EGB (Método bivautogratico).

PIGMENTACION

AMINOACIDOS MB MB MB
(0,5% PP3) || (1% PP3) |l (2,5% PP3)

e

Mezcla Aminodcidos (AA) Sin efecto Sin efecto Sin efecto
No Esenciales (100X)

Mezcla AA Esenciales sin L- Activa(+) Activa(+ +) Sin efecto
Glutamina (50X)

Mezcla AA Esenciales sin Sin efecto Sin efecto Sin etecto
Glutamina sin Triptotano(50X)

L-arginina (6'32 g/l)

L-cistina (1°42 g/l)

L-histidina (2°1 g/l)

L-isoleucina (2'63 g/1)
L-leucina (2°63 g/l) Sin efecto

L-lisina (3’65 g/1) Sin efecto Sin efecto
L-metionina (0’75 g/l)

L-fenilalanina (1°65 g/l)

L-treonina (2°38 g/l)

L-triptofano (0’51 g/l) Activa (+/-)

L-tirosina (2°25 g/l)
L-valina (2'35 g/l)

Sin efecto

Medios: MB (2'5% Proteosa Peptona),  ¥B (disminuyendo ia concentracion de PP3 &l 1%) y KB {disminuyendo la
concentracion de PP3 al 0'5%).

Concentrado de Aminoacidos No esenciales para MEM de Eagle (100X) (Laboratorios Flow): Mezcla de los siquientes
Aninodcidos no esenciales {Alanina, Asparagina, Acido aspartico, Glicina, Acido glutdmico, Prolima, Serima) a la
concentracion especificada en Material y Métodos (Ver 3.5.6.).

Concentrado de Aminoicidos Esenciales para MEM de Eagle (50X) (Laboratorios Flow): Mezcla de los siguientes
aninoacidos esenciales (Arginina, Cistina, Histidina, Isoleucina, Leucina, Lisina, Netionina, Fenilalanina, Treonina,
Triptofano, Tirosina y Valina) a la concentracion indicada para los aminodcidos individualmente ensayados.

+H,H,+ 4/-1 qrados de activacion del piguento seqin el tamano e intensidad del halo formado alrededor del pocillo
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4.3.5. Actividad de Extracto de Levadura en la formacién de pigmento por
EGB

La sustitucidn de la Proteosa Peptona N°3 incluida en la formulacion original
del Medio Base por Extracto de Levadura a la misma concentracion que €sta, en
medios de cultivo distribuidos en placas y tubos, no permite visualizar la
pigmentacion de EGB. Este hecho concuerda, con la no formacién de halo de
activacion de pigmento alrededor de pocillos en los que se incluye este extracto en
medios con diferentes concentraciones de Proteosa Peptona.

En medios que contienen Proteosa Peptona N°3, a concentraciones del 1%

y 2.5% (MB), se observa que el Extracto de Levadura ejerce un potente efecto

inhibidor (reversion) del pigmento. Por lo que, podemos utilizar la incorporacion
de una solucién al 10% (100 ul) de este extracto, como control de inhibicion del

pigmento (grado de inhibicién ###).

Tabla XXXII. Efecto sobre la formacién de pigmento de la incorporacion de
Extracto de Levadura a pocillos de medios que incorporan
diferentes concentraciones de Proteosa Peptona.

PIGMENTACION
{

EXTRACTO DE MB MB MB
LEVADURA (0,5% PP3) (1% PP3) (2,5% PP3)
o —

Exto.levadura 10% Inhibe(###) Inhibe(###)
Exto.levadura 5% Inhibe(###) Inhibe(###)

Exto.levadura 2,5% o Inhibe(###) Inhibe(###)
Sin efecto

Exto.levadura 1,25% Inhibe(##) Inhibe(##)

Exto.levadura 0,625 % Inhibe(##) Inhibe(##)

Medio de cultivo: MB (2'5% Proteosa Peptona), MB (disminuyendo ia concentracion de PP3 al 1%) y
MB (disminuyendo la concentracion de PP al 0'5%).

iH, 1, I: qrados de inhibicién del piguento sequn el tamano del halo fornado alrededor de los pocillos
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Actividad de Dializados de Extracto de Levadura

Tanto la fraccion retenida en la membrana de didlisis como el dializado de
una disolucién al 10% de Extracto de Levadura (Ver 3.5.7.) siguen mostrando un
efecto inhibidor de la pigmentacidn, puesto de manifiesto por la presencia de un halo
de inhibicién del pigmento alrededor de pocillos que los incorporan en medios de

cultivo con un 1% y 2°5% de Proteosa Peptona.

Actividad de Ultratiltrados de Extracto de Levadura

En la Tabla XXXIII, observamos que se producen halos de inhibicion de la

pigmentacion cuando incorporamos a pocillos las diferentes fracciones de Extracto

de Levadura obtenidas mediante ultrafiltracion.

Tabla XXXIII. Actividad de fracciones de Extracto de levadura obtenidas
mediante ultrafiltracion sobre la pigmentacién de EGB.

MEDIOS DE CULTIVO

Fracciones de
Exto.Levadura

Extracto de levadura 10%

Fraccion > 10.000 d

Fraccecidn < 10.000 d

Fraccién > 1.000
<10.000 d

Fraccién < 1.000 d

MB
(0,5% PP3)

Sin efecto

MB
(1% PP3)

MB
(2,5% PP3)

Inhibe(###)

Inhibe(###)

Inhibe(##)

Inhibe(##)

Inhibe(###)

Inhibe(###)

Inhibe(##)

Inhibe(##)

Inhibe(###)

Inhibe(###)

Yedios: MB (2'5% Proteosa Peptona),

concentracion de PP3 al 0'5%).

MB (disminuyendo la concentracion de PP3 al 1%) y

¥B (disminuyendo la

I, 1, ¥ qrados de inhibicidn del piguento seqin el tamano del halo de inhibicién fornado alrededor de los pocillos
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Actividad de Extracto de Levadura tras autoclavado

Tras autoclavar el extracto de levadura al 10% a pH alcalino para destruir la
tiamina presente, se observa un halo de inhibicion del pigmento simiiar al producido

por este mismo extracto autoclavado sin variar las condiciones de pH.

Como se refleja en las tablas XXXIV y XXXV, los hidrolizados pépticos y
tripticos de Extracto de levadura mantienen la actividad inhibidora de la formacion

de pigmento caracteristica del extracto de partida.

Tabla XXXIV. Efecto sobre la pigmentacion de EGB de hidrolizados pépticos
de Extracto de Levadura.

J‘ PIGMENTACION

Hidrolizados de MB MB MB
Exto. Levadurz (0,5% PP3) (1% PP3) ||| (2.5% PP3)

Extracto de Levadura 10%

Exto. Levadura 10% pH=2

Exto. Levadura + pepsina * o Inhibe Inhibe
Sin efecto (###) (###)

Exto. Levadura + pepsina **

Solucion pepsina 1% Sin efecto Sin efecto

Jf

Medios: MR {2'5% Proteosa Peptona),  MB (disminuyende la concentracion de PP3 al 1%) y  ¥B (disminuyendo la
concentracion de PP3 al 0'5%).

t; Pepsina inactivada rapidamente tras su adicién  **: Pepsina inactivada tras 40 horas de actuacion enzimatica

i#f, i, I qrados de inhibicién del pigmento seqin el tamafo del halo de inhibicién alrededor de los pocilles
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Tabla XXXV. Efecto sobre la pigmentacion de EGB de hidrolizados tripticos
de Extracto de Levadura.

J PIGMENTACION

Hidrolizados de MB MB MB
Exto. Levadura 0,5% PP3) | (1% PP3) | (2,5% PP3)

Extracto de Levadura 10%

Exto. Levadura 10% pH=7.8

Exto. Levadura + tripsina * Sin efecto Inhibe Inhibe
(HAH) (HH#H)

Exto. Levadura + tripsina **

Solucion tripsina 2,5% Sin efecto Sin efecto

Medios: MB (2'5% Protecsa Peptona), B (disminuyendo la concentracion de PP3 al l%) y B (disminuyendo la
concentracidn de PP3 al 0'5%).

t: Tripsina inactivada rapidanente tras su adicion  #*: Tripsina inactivada tras 40 horas de actuacion enzimatica

14, ., I: qrados de inhibicidn del pigmento seqin el tauaio del halo de inhibicion alrededor de los pocillos

4.4. ESTUDIO DEL SUERO COMO CONSTITUYENTE DE MEDIOS DE
CULTIVO PARA PIGMENTACION DE S.AGALACTIE.

4.4.1. Actividad del Suero de caballo (SR-35 Oxoid)

La presencia de suero de caballo en el Medio Base junto con los demds

componentes, nos permite la visualizacion de un pigmento naranja intenso. No

obstante, la no incorporacion de éste a medios de cultivo distribuidos en placas no

conlleva disminucién de la intensidad de la pigmentacion aunque en los cultivos en

tubo exista variabilidad de unas cepas a otras {Ver 4.1.2).
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En medios sin Suero de caballo. se observa un halo de activacion del
pigmento alrededor de aquellos pocillos en que éste se adiciona, siendo activo a
concentraciones proteicas del 1% (++), 0.5% (++) y 0,25% (+) (incorporando
100 ul a pocillos); cuando se adicionan 100 ul de suero con un contenido proteico

del 0,12% se observa un halo muy débil de activacion (+/-).

Consideramos, como control de pigmentacion en el modelo experimental de
placas con pocillos (Medio Base sin Suero), la incorporacién de 100 ul de suero de

caballo que proporciona un intensidad de pigmentacion de + + cruces.

4.4.2. Actividad del plasma humano, sueros de diferentes procedencias y sus

fracciones sobre la pigmentacién de EGB.

El plasma humano puede reemplazar al suero de caballo como constituyente
del Medio Base a la misma concentracion de éste, ya que permite la produccién de
pigmento naranja intenso tanto en los cultivos en placas como en tubos. De igual
modo, su incorporacion a pocillos produce un halo de activacion del pigmento

semejante al producido por el suero.

Suero humano, ovino, vacuno y de conejo, todos al 5% en sustitucion del
suero de caballo que incorpora la formulacion original del MB, producen un
pigmento naranja intenso en ics cultivos en placas y tubos asi como un halo de
potenciacién del pigmento en el Medio Base sin Metotrexato y sin Suero y en el
Medio Base en que se elimina unicamente el Suero.

La sustitucion de suero de caballo por suero fetal bovino, no conlleva
formacién de pigmento en los cultivos en tubos ni activacion de la produccion de

pigmento por este microorganismo en el modelo experimental de placas con pocillos.

Hemos mencionado. que incorporando a pocillos (100 ul) de suero de caballo

a una concentracién proteica del 0'12%, éste muestra una muy ligera activacion del
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pigmento (+/-). El suero bovino y el suero humano son algo mds activos a una

concentracion proteica de 0,12%, per lo que consideramos por comparacion de las
intensidades de los halos de activacién que se forman alrededor de los pocillos que
presentan una actividad doble respecto al suero de caballo; el suero ovino es de 2-4
veces mds activo que el suero de caballo y el suero de conejo aproximadamente 4

veces mds activo que este dltimo.

Independientemente de la procedencia de la fraccion albimina del suero
(bovina, humana, de huevo), ésta no es capaz de potenciar la formacion de pigmento
cuando se incorporan a medios de cultivo en sustitucion de suero. Tampoco, se ha
podido demostrar en ellas. activacion del pigmento mediante bioautografia.

Por el contrario, para la traccion globulinica se obtienen diferentes resultados
ya que, Glogama®, Gamma-Venin* muestran halo de potenciacion del pigmento
alrededor de los pocillos en que se adicionan frente a Endobulin® que no activa la
pigmentacion. La o,-macroglobulina muestra activacion del pigmento mientras que
los inhibidores proteicos, Aprotinina (Trasylol!) y a,-Proteasa Inhibidor (Prolastin®)
son inactivas sobre la pigmentacidn.

Como proteina de elevado peso molecular, hemos ensayado la Tiroglobulina

resultando ésta inactiva sobre la pigmentacion.

4.4.4. Actividad de Suero humano sobre la formacion de pigmento en EGB

Ultrafiltracién de Suero

Solamente los ultrafiltrados con pesos moleculares < 300.000 daltons y <

100.000 daltons, producen un halo de activacion del pigmento alrededor de los
pocillos en que se incorporan; las fracciones retenidas mediante ultrafiltracion con
membranas de NMWC 300.000 y 100.000, no actian como potenciadores de la
pigmentacién de EGB (Tabla XXXVI).
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Tabla XXX VI. Actividad de diversas tracciones del Suero obtenidas mediante
Ultratiltracion sobre la produccion de pigmento por EGB

||| PIGMENTACION

FRACCIONES DE SUERO MB sin MTX MB sin Suero
sin Suero

Retenido (NMWC 300.000) Sin efecto
Ultrafiltrado (NMWC 300.000) Activa (++) Activa (+ +)
Retenido (NMWC 100.000) Sin efecto
Ultrafiltrado (NMWC 100.000) Activa (++) Activa (++)
Ultrafiltrado (NMWC 30.000)
Ultrafiltrado (NMWC 10.000)

Sin efecto

Medios: Medio Base sin Metotrexato sin Suero y MB sin Suero

Medio Base: Proteosa Peptona 2'5%, Almidon 2%, Suero de caballo 5%, Glucosa 025%, 0'06K Na,P0,H,
0705M HOPS, 0'1% piruvato sodico, 0°2% Sulfato de Maamesio, 0'6 ug/ml de metotrexato, 1% agar.

++,+ 41 qrados de activacion del pignanto seqin el tasafo e intensidad del halo formado alrededor de los
pocilles.

Actividad del sobrenadante del suero obtenido por coagulacién

El sobrenadante de suero obtenido tras el calentamiento a ebullicion de ésie

y posterior centrifugacion, no presenta actividad potenciadora del pigmento cuando

se incorpora a pocillos con Medio Base sin Metotrexato y sin Suero o con Medio

Base sin Suero.
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Hidrolizados enzimdticos de Suero

Como podemos observar en la Tabla XXXVII, los digestos pépticos de suero
de caballo, siguen mostrando actividad potenciadora de la pigmentacion de EGB, ain

después de un tiempo de actuacion enzimdtica de 40 horas.

Tabla XXXVII. Actividad de hidrolizados pépticos de suero a diferentes
tiempos de hidrdlisis sobre la tormacion de pigmento por
EGB.

PIGMENTACION

Hidrolizados pépticos MB sin MTX (| MB sin Suero
de Suero sin Suero J

Suero pH=2 Activa (+) Activa (++)

Suero pH=2 + pepsina (Oh)’ Activa (+) Activa (+ +)

Suero pH=2 + pepsina (2h) Activa (+) Activa (+)

Suero pH=2+ pepsina (14h) Activa (+) Activa (+)

Suero pH=2+ pepsina (21h) Activa (+) Activa (+)

Suero pH=2+ pepsina (40h) Activa (+) Activa (+)

Medios: ¥B sin Metotrexato y sin Suerc y  ¥B sin Suero
+: pepsina inactivada rapidanente tras su adicion nediante nodificacion del p de 2a 7:
(2h, 14h, 21h, 40h): tiempos de actuacion del enzina antes de su inactivacién.

+++, 4,41 qrades de activacién del picmento seqin el tamafo e intensidad del halo fornado alrededor de los
pocillos
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Los hidrolizados tripticos del suero, al igual que los pépticos conservan el

efecto potenciador del pigmento, mostrado por el suero completo (Tabla XXXVIII).

Tabla XXXVIIL. Actividad de hidrolizados tripticos de Suero a diferentes
tiempos de hidrdlisis sobre la produccion de pigmento por
S.agalactiae

PIGMENTACION Il

Hidrolizados Tripticos MB sin MTX MB sin
de Suero sin Suero Suero

Suero pH=7,8 20mM Ca*' Activa (++) Activa (+ +)

Suero pH=7,8 20mM Ca’' +tripsina (Oh)" Activa (+) Activa (++4)

Suero pH=7,8 20mM Ca** +tripsina(2h) Activa (+) Activa (+)

Suero pH=7,8 20mM Ca*' +tripsina(14h) Activa (+) Activa (+)

Suero pH=7.8 20mM Ca*' +tripsina(21h) Activa (+) Activa (+)

Suero pH=7,8 20mM Ca’' +tripsina(40h) Activa (+) Activa (+)

Suero + Inhibidor de Tripsina (Soja) Sin efecto Sin efecto

Medio: ¥B sin Metotrexato y sin Stero y  ¥B sin Suero
+; tripsina inactivada rpidaments tras su adicicn nediante adicién de cantidad suficiente de inhibidor de soja;
(2h, 1¢h, 21h, 40h): tiempos de actuacidn del enzima antes de su inactivacicm.

++1 44 41 grados de activacion del pigmento sequn e! tamanio e intensidad del halo fornado alrededor de los pocilles
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Didlisis del Suero

Tras la didlisis de suero trente a tampon fosfato 0,15M pH=7,4 (Ver 3.6.4.),
se observa un efecto activador de la produccion de pigmento en pocillos que
incorporan la fraccion retenida en la memt ana de didlisis y ningun efecte en el

dializado.

Fracciones de suero de caballo obtenidas mediante precipitacion con

SO(NH.),.

Como se refleja en la tabla XXXIX, se encontrd actividad bioldgica

potenciadora de pigmento en aquellos pocillos que incorporaban los sobrenadantes

obtenidos mediante el empleo de saturaciones de SO.(NH.), del 20%, 30% y 40%

y en los sedimentos obtenidos mediante una saturacion del 30%, 40% y 50%. El
empleo del Medio Base sin Suero mejora la visualizacién del efecto activador de
estas fracciones frente al del Medio Base sin Metotrexato y sin Suero.

La incorporacién de las soluciones de SO,(NH,), a los diferentes grados de
saturacion en los pocillos de estos mismos medios no mostré efecto activador ni

inhibidor del pigmento.

4.4.4. Actividad de otros fluidos biolégicos sobre la produccion de pigmento
por EGB.

Todos los liquidos ensayados (Liquidos asciticos, sinoviales, de didlisis
peritoneal, pleurales) a excepcion de los LCR en los que la actividad sobre la
produccién de pigmento es variable, muestran activacion de la produccién de
pigmento, mostrando halos de potenciacion de éste alrededor de los pocillos que los

incorporan.
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Tabla XXXIX. Efecto sobre la formacion de pigmento de EGB de las
fracciones del suero obtenidas mediante precipitacion con SO.(NH.),

J|| PIGMENTACION

FRACCIONES DE MB sin MTX [l MB sin Suero
SUERO sin Suero

Suero Humano Activa (+ +) Activa (+ +)

Sedimento 20% Sat.SO.(NH.). Sin efecto Sin efecto

Sobrenadante 20% Sat.SO.(NH.), Activa (+) Activa (+ +)

Sedimento 30% Sat.SO,(NH.), Activa (+) Activa (+ +)

Sobrenadante 30% Sat.SO.(NH,), Activa (+) Activa (+ +)

Sedimento 40% Sat.SO.(NH,), Activa (+) Activa (++)

Sobrenadante 40% Sat.SO,(NH,), Activa (+) Activa (++)

Sedimento 50% Sat.SO.(NH.), Activa (+) Activa (+ +)

Sobrenadante 50% Sat.SO.(NH.), Sin efecto Sin efecto

SO.(NH.,), 20% Sat.
SO.(NH,), 30% Sar. Sin efecto Sin efecto
SO.(NH,), 40% Sat.
SO.(NH,), 50% Sat.

Yedios: MB sin Metotrexato y sin Suero y ¥B sin Suero
{ Sat.= % Saturacion en SO,(M, ),

++,+,+! qrado de activacion seqin el tamano e intensidad del halo formado alrededor del pocillo
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5. DISCUSION

La produccion de un pigmento anaranjado en determinados medios de cultivo
es una caracteristica especifica de los estreptococos B-hemoliticos del grupo B, que
ha adquirido una enorme importancia debido principalmente a que puede servir como

base en su identificacion presuntiva (Fallon, 1974; Noble et al., 1983).

Se conocen diversos medios de cultivo en los que puede ponerse de manifiesto
esta capacidad para producir pigmento de Streptococcus agalactiae (1 slam, 1977; de
la Rosa et al., 1983; Reardon et al., 1984; de la Rosa et al., 1992a). Las
formulaciones de éstos han ido evolucionando, pasando de unos medios en los que
se observaba un pigmento amarillento a otros en los que se ha conseguido una

pigmentacién naranja intensa que la hace facilmente detectable, mejorando la

visualizacion del pigmento en cepas poco pigmentadas y por tanto, la sensibilidad y

disminuyendo el tiempo necesario para su deteccion.

La utilizacién de es - medios de diagndstico rdpido permite la identificacion
precoz de mujeres candidatas a profilaxis intraparto 0 de neonatos que pueden
desarrollar infeccion por este microorganismo (Fallon, 1974; Islam, 1977; de la Rosa
et al., 1983; Reardon et al., 1984; Richardson et al., 1987; Wang et al., 1988; de
la Rosa et al., 1992a).

Existen pocos estudios realizados con el fin de determinar los componentes
necesarios en estos medios de cultivo y los factores que condicionan la aparicién de
esta pigmentacion en Streptococcus agalactiae, destacando entre ellos los llevados
a cabo por Islam (Islam, 1977), De la Rosa (de la Rosa et al., 1983; de la Rosa et
al., 1990a; de la Rosa et al., 1990b; de la Rosa et al., 1992a) y Tapsall (Tapsall,
1986; Tapsall, 1987a)




5.1. INFLUENCIA DE LA COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO Y
DE LAS CONDICIONES DE INCUBACION SOBRE LA FORMACION DE
PIGMENTO POR STREPTOCOCCUS AGALACTIAE

Nuestros resultados (Ver 4.1.2.) indican que algunos de los componentes del

medio de cultivo utilizado como base en nuestras experiencias, influyen de una forma

especial en la formacion y deteccion de pigmento de Streptococcus agalactiae,

mientras que otros, solamente intervienen mejorando la calidad final de los medios

de cultivo.

Como componentes que influyen en la pigmentacion de EGB destacamos:
Almidén, Suero, fosfatos, Proteosa Peptona y Metotrexato, no hablamos de
componentes indispensables o esenciales en la formacién de pigmento, porque si
bien, algunos de elios podrian considerarse como tales cuandc se pretende conseguir
una intensa pigmentacicn, ésta es posible en su ausencia aunque con una intensidad
menor, lo que en algunos casos dificulta la deteccién del pigmento y prolonga el
tiempo de incubacién necesario antes de su visualizacién. En este aspecto, hemos
de mencionar la incorporacién de almidon al medio de cultivo, ya que en presencia
del resto de los componentes lieva a la visualizacién de un pigmento naranja intenso,
pero en medios en los que éste no se adiciona, si bien, es posible una pigmentacién
de tonalidad amarillenta en la superficie de placas de cultivo, no se observa pigmento
en medios sembrados en profundidad (cultivo en tubos) (Merritt and Jacobs, 1976).

El suero, tampoco es un componente indispensable en la formulacion, puesto
que medios que no lo incorporan son capaces de apoyar la produccién de pigmento
por este microorganismo (Sukroongreung et al., 1984).

Por otra parte, la adicion de inhibidores del folato mejora indudablemente la
pigmentacién de EGB (de la Rosa et al., 1983; SchaufB et al., 1985; Tapsall, 1987,
de la Rosa et al., 1990b), aunque en medios en que €stos no se adicionan también
es posible la visualizacion del pigmento (Fallon, 1974; Islam, 1977; Noble et al.,
1983; Reardon et al., 1984).




Proteosa Peptona, merece también un especial interés debido a la falta de
crecimiento del microorganismo en medios carentes de ella y a la no visualizacién
de pigmento hasta que no se alcanza una determinada concentracion de este
hidrolizado en el medio.

Totalmente diferente a los anteriores es el caso de la adicién de fosfatos al
medio de cultivo, ya que su eliminacion se asocia a la pérdida completa de pigmento
en el medio, hecho observado en experiencias de otros autores (Noble et al., 1983;
de la Rosa et al., 1983).

Estd claro, que cada uno de los componentes mencionados actia de aigin
modo favoreciendo la formacién y/o deteccion del pigmento en EGB y que la
interaccién de todos ellos nos permite obtener medios de cultivo en los que se
observa una pigmentacion Gptima. No existe pues, un solo componente responsable
de la formacién y visualizacion del pigmento, justificando ello los resultados
detallados en la Tabla X (pdg. 104).

Ademds de la influencia de la composicion del medio de cultivo en la
formacion de pigmento, es interesante resaltar, el efecto de las condiciones de
incubacién en la formacion de éste.

Tradicionalmente, se pensaba que para la deteccion de pigmento eran
necesarias condiciones de incubacidn anaerobias, sin embargo nuestros resultados
apoyan la formacion de pigmento en aerobiosis. Este hecho fue mencionado por
Merritt and Jacobs (1976) utilizando Agar Columbia y posteriormente por otros
autores (Reardon et al., 1984; de la Rosa et al., 1992a). No obstante, existen
diferencias en los requerimientos atmosféricos para produccién de pigmento
dependiendo del modo de crecimiento del microorganismo (en superficie o en
profundidad).

En general, y coincidiendo con experiencias anteriores (de la Rosa et al.,

1992a) podemos decir, que la pigmentacion producida por colonias que crecen en la

superficie de placas de cultivo es mucho mds intensa tras incubacion anaerobia, 1o
existiendo diferencias en la pigmentacién observada en atmdsfera aerobia o anaerobia

cuando el crecimiento se produce en el interior del medio de cultivo. En este ltimo




caso, destacamos también la uniformidad de la pigmentacidn en todo el medio, no
viéndose afectada ésta por las posibles diferencias atmosféricas creadas en el interior

del medio de cultivo.

5.2. ALMIDON COMO CONSTITUYENTE DE MEDIOS DE CULTIVO
PARA PIGMENTACION DE S.AGALACTIAE

Ya en 1923, Durand y Giraud apuntaron la importancia del almidén como
constituyente de medios de cultivo destinados a produccién de pigmento por EGB
(Fallon, 1974), por lo que en aiflos sucesivos, este componente se ha venido
incorporando a las diferentes formulaciones disefiadas con esta finalidad (Islam,
1977; de la Rosa et al., 1983; de la Rosa et al., 1992a).

Nuestros resultados sugieren como hemos comentado anteriormente, que el
almidén no puede considerarse un componente indispensable en medios de cultivo
para pigmentacién de EGB; no obstante, sf hay que considerarlo como tal, cuando
no nos referimos meramente al hecho de produccion de pigmento sino a la
visualizacién de una pigmentacién Gptima. En este tltimo sentido, el almiddn es

indispensable ya que su eliminacién del medio de cultivo lieva a la desaparicion del

pigmento en medios sembrados en profundidad o a un cambio en la tonalidad y

disminucién de la intensidad del pigmento cuando el crecimiento se produce en la

superficie de placas de cultivo.

A pesar de la gran variedad de concentraciones de almiddn incorporadas a los
distintos medios de cultivo diseiiados para poner de manifiesto la pigmentacién de
EGB (Fallon, 1974; Merritt and Jacobs, 1978; de la Rosa et al., 1983; Reardon et
al., 1984 Islam, 1977; de la Rosa et al., 1992a), no encontramos, a diferencia de
otros autores (Noble et al., 1983; Reardon et al., 1984), gran influencia de ésta en
la formacién de pigmento, ya que empleando almidén al 2% conseguimos un

pigmento naranja intenso semejante al obtenido a concentraciones finales en el medio




del 1% y del 0,5% (Tabla XII, pdg. 109). Recientes estudios, indican que

concentraciones mayores a éstas solamente conllevan una menor transparencia del

medio de cultivo sin afectar a la intensidad de pigmentacién (de la Rosa et al.,
1992a).

Esta discrepancia podria explicarse considerando las diferencias existentes
entre los diversos medios para pigmentacion utilizados, ya que si bien algunos
autores indican que a medida que se incrementa la concentracién de almidén en el
medio de cultivo incrementa la intensidad de pigmentacién (Reardon et al., 1984;
Richardson et al, 1987), el medio de cultivo base utilizado en nuestras experiencias
difiere en su formulacién con respecto a los utilizados por otros autores, pudiendo
incluir componentes que permitan una intensa pigmentacién incorporando menores
concentraciones de almidon.

Se ha descrito (de la Rosa et al., 1983), la importancia del tipo y grado de
hidrolisis del almidén empleado en la elaboracion de estos medios de cultivo, aunque
nuestras experiencias, no muestran diferencias significativas entre los almidones de
diferentes procedencias ni tamnpoco en los almidones de igual origen que difieren en
su grado de hidrélisis; este \iltimo hecho, posiblemente pueda explicarse porque el
alcance de la hidrélisis en €stos no haya sido suficiente como para poder influir en
la visualizacién del pigmento.

Por otra parte, hemos comprobado que hidrolizados de almidén a diferentes
tiempos de actuacion del enzima B-amilasa y por consiguiente, con distintos grados
de hidrdlisis producen una disminucion gradual del pigmento conforme aumenta el
tiempo y grado de hidrdlisis, observdndose al incorporar hidrolizados completos de
almid6n por accion de este enzima a medios de cultivo, un pigmento ligeramente
amarillento semejante al producido por EGB en medios carentes de almidén. La
adicién a medios de cultivo de almiddn junto con los hidrolizados enzimdticos de
éste, restablece la pigmentacién naranja del microorganismo aunque con una
intensidad menor que la observada cuando se incorpora solamente almidon. Este
hecho es facilmente explicable por el elevado contenido en maltosa suministrado con
el hidrolizade y la disminucién del pH por acidificacién durante el crecimiento
(Topley and Wilson’s, 1975; Tapsall, 1986).




A primera vista y debido a que medios sin almidén satisfacen el crecimiento
de EGB, no podemos pensar en que éste posea una funcion nutricional, pero sin
embargo, no podemos descartar esta posibilidad ya que en medios que no incorporan
carbohidratos (Medio Base sin glucosa y sin almidén) el tamaiio colonial se encuentra
disminuido en relacién a medios que incluyen uno de ellos o bien ambos. Esto
significarfa que, en presencia de glucosa los microorganismos utilizarfan ésta pero
que en su ausencia podrian utilizar el almidén, por lo que éste tambien actuaria como
nutriente.

Cuando la incorporacién de almidén al medio pretende esta finalidad, éste

puede reemplazarse por polisacdridos, productos de su degradacién y por la mayorfa

de los carbohidratos, ya que casi todos los ensayados con alguna excepcion, permiten

un crecimiento comparable al de éste.

Independientemente de este efecto promotor del crecimiento, es indudable que
el almiddn posee un efecto activador de la pigmentacién, como mencionan algunos
autores y lo sugieren otros, tras su continua incorporacion a lo largo de los afios a
medios disefiados para pigmentacion de este microorganismo (Reardon et al., 1984;
de la Rosa et al., 1983; Fallon, 1974; Rosa et al., 1992a).

Nuestras experiencias indican que almidén, en su papel de activador en la
pigmentacion de S.agalactiae, no puede ser sustituido en el medio de cultivo por
ningiin otro carbohidrato aunque si por una de sus fracciones constituyentes.

Medios de cultivo que incorporan Ia fraccién lineal -amilosa- en sustitucion
de almidén proporcionan una intensidad de pigmento semejante a la de medios que
incluyen éste. Sin embargo, la inclusién de amilopectina en sustitucién de almidén
produce un pigmento anaranjado, no comparable en intensidad ni tonalidad al
formado por almiddn y la fraccién lineal de éste.

Esta capacidad de amilosa para inducir la visualizacion del pigmento unido
a su gran capacidad absortiva y a su tendencia a formar una estructura helicoidal en
solucién acvosa (Pazur, 1965), puede sugerir que sea ésta la fraccion del almiddn

responsable de la visualizacién del pigmento.




Las experiencias de Tapsall (1986) indican que albimina puede actuar como
molécula fijadora del pigmento, pero que en su presencia se detecta pigmento con
1 solo pico de absorcién (415 nm) en contraste con el espectro de absorcién del
pigmento producido en medios con almiddn que es de 4 picos.

Nuestros resultados sugieren que la sustitucion de almidén por albimina ea
medios de cultivo para pigmentacion, produce un pigmento amarillento similar al que
se produce en medios sin almiddn, el cual corresponderfa al pigmento de 1 solo pico
de absorci6n descrito por Tapsall (Tapsall, 1986). Asf mismo, hemos observado en
nuestras experiencias, una mayor intensidad de pigmento en el Medio Base que en
este mismo medio adicionado de albimina, lo que podrfa explicarse porque albimina
sea capaz de ligar el pigmento pero incapaz de retenerlo en su forma de 4 picos de
absorcién que es la forma visible de color naranja-rojizo. Por todo ello,
consideramos que almidén no puede reemplazarse por altiimina en su funcién
potenciadora de la visualizacion del pigmento aunque no descartamos el hecho que

ésta actie como molecula fijadora del pigmento, tal y como apunta Tapsail (1986).

Quizid el hallazgo mds interesante en relacién al componente almiddn sea la

concordancia encontrada entre la capacidad de visualizacién del pigmento y la

capacidad para formar complejos con yodo. La correlaci6n entre ambos estd apoyada

por varios hechos:

- Ninguno de los carbohidratos ensayados es capaz de producir el tipico
complejo azul intenso manifestado por soluciones acuosas de almiddn tras la adicion
de yodo (Foster, 1965; Greenwood, 1956; Wolfrom, 1965; Whistler, 1965) ni
inducir la pigmentacién anaranjada en medios de cultivo.

- Amilosa en solucién acuosa produce un complejo de color azul-violeta con
una solucién 1/IK (Foster, 1965); el complejo formado por amilopectina es de
tonalidad muy diferente y, solamente la primera es capaz de inducir la formacion de
pigmento con una intensidad similar a la de almidén.

- Disminucién en la visualizacién del pigmento al incorporar hidrolizados
parciales de almidén con B-amilasa a medios de cultivo al mismo tiempo que

disminuye Ia intensidad de la reaccién producida con yodo.




- Desaparicién del pigmento en medirs que incorporan hidrolizados completos
de almidén con B-amilasa y pérdida en éstos de la capacidad de formar complejos
coloreados con yodo.

Por todo esto, podemos sugerir que la visualizacién del pigmento en medios
de cultivo que incorporan almidon estd ligada a la estructura de éste. De modo que,
el almidon actua fijando y estabilizando el pigmento, andlogamente a lo que ocurre
con el yodo (Greenwood, 1956), haciendo posible su retencién en la forma que
presenta 4 picos de absorcion que es la ficilmente visihle y que la ruptura enzimdtica
del almiddn y por tanto de su estructura condicionarfa la inestabilidad del pigmento

y su degradacidn, impidiendo la visualizacién de éste como pigmento naranja-rojizo.

Los resultados de este estudio corroboran las observacicnes de otros

investigadores (Tapsall, 1986; Merrit and Jacobs, 1978) respecto a que el pigmento

desarrollado en medios que incorporan almidén presenta 4 picos de absorcion,
concretamente a 525 nm, 485 nm, 460 nm y 440 nm, longitudes de onda idénticas
a las descritas por Tapsall en 1986; en cambio y aunque coincidiendo en que en
medios carentes de almiddn, se produce en el espectro de absorcion la desaparicion
de los picos mencionados, no obtenemos resultados superponibles en lo que respecta
al pico de absorcion a 415 nm descrito por estos mismos autores.

A su vez, nuestros resultados indican una degradacién del pigmento de 4
picos observado cuando EGB crece en el Medio Base, a un pigmento de un solo pico
de absorcién a 420 nm, tras adicion de B-amilasa.

Por otra parte y puesto que, la variacién de la composicién del medio de
cultivo por eliminacién de metotrexato y suero, manteniendo el almidén no modifica
el espectro de absorcién del pigmento, sugerimos que almidén es el componente

responsable de la aparicion de estos picos.




5.3. PROTEOSA PEPTONA COMO CONSTITUYENTE DE MEDICS DE
CULTIVO PARA PIGMENTACION

Proteosa Peptona, igual que aimidén ejerce dos funciones en medios de
cultivo para pigmentacién de EGB: por un lado, una funcién nutritiva y por otro,
una funcion activadora del pigmento. La primera de ellas es obvia, ya que su
incorporacion es indispensable para el desarrollo de EGB y sin elia no se produce
crecimiento (salvo que se incorpore otra fuente adecuada de aminodcidos), aunque
la cantidad que se requiere para satisfacer estas necesidades nutricionales es menor
que la necesaria para inducir la formacion de pigmento.

Esta dependencia nutricional de Proteosa Peptona para el crecimiento de
EGB, dificulta el diseiio de un medio de cultivo para el estudio de su funcién
potenciadora del pigmento, ya que de algin modo es necesario el aporte de ésta para
que se produzca un crecimiento adecuado de S.agalactice. Este hecho se ha
solventado elaborando diversos medios de cultivo en los que se incorpora este
hidrolizado a concentraciones que satisfacen los requerimientos nutricionales del
microorganismo y en los que dependiendo de la cantidad incorporada se obtienen

diferentes grados de pigmentacidn, siendo posible por ello, detectar la actividad

potenciadora asi como inhibidora producida por los diversos compuestos ensayados.

En medios de cultivo que incluyen en su composicion un 2,5% de Proteosa
Pentona (Medio Base) se produce una pigmentacion intensa (siempre que
mantengamos los demds componentes del Medio Base) y cuando disminufmos la
concentracién de ésta s produce una disminucién considerable en la intensidad del
pigmento, sin afectar al crecimiento de EGB. Este hecho, fue observado por Merrit
and Jacobs en 1976, al tomar como base para el disefio de un medio de cultivo para
pigmentacién de EGB, un medio en el que era posible el crecimiento pero ne la
produccion de pigmento y en el que unicamente con el incremento en la
concentracion de Proteosa Peptona era posible la visuaiizacion de éste (Merrit and
Jacobs, 1976a). Probablemente, esto pueda explicarse por la exictencia en este

hidrolizado proteico de una o varias sustancias necesarias para la formacion de




pigmento y que €stas deban encontrarse en una determinada concentracion para

ejercer su funcién activadora de la formacion del pigmento.

Cada uno de los medios disefiados como modelo para el estudio de Proteosa
Peptona (PP3) respalda el crecimiento de EGB, pero posee distinta finalidad
dependiendo de la cantidad adicionada de ésta.

Medios que incorporan tan solo un 0,5% Proteosa Peptona, satisfacen el
crecimiento de EGB pero no respaldan la produccién de pigmento, siendo por ello
este disefio ttil, para determinar la presencia de compuestos activadores de la
pigmentacion. Medios con 2,5% de este hidrolizado (Medio Base) sf son capaces de
apoyar la pigmentacién y por lo tanto son dtiles para detectar compuestos que actuan
como inhibidores de la produccién de pigmento.

La utilizacion de una concentracién de Proteosa Peptona intermedia entre
ambas (1%) apoya el crecimiento y la pigmentacion de EGB, siendo ésta \ltima
menos intensa que la producida en medios con 2’5% de este componente,
permitiendo por ello este disefio, detectar compuestos tanto activadores como

inhibidores de la pigmentacion.

Estd claro, y asf lo apoyan experiencias de otros autores (de la Rosa et al.,
1983) que Proteosa Peptona puede sustituirse por otros hidrolizados prcteicos en lo
que respecta a su funcién nutritiva y prueba de ello, es el incremento del crecimiento
detectado alrededor de pocillos que incorporan hidrolizados proteicos diferentes a
Proteosa Peptona N°3 (PP3) en medios de cultivo que no incorporan ésta (Tablas
XX1V, XXV, XXVI).

Por otro lado, todos los hidrolizados proteicos ensayados pueden apoyar el
crecimiento de este microorganismo, aunque no todos ellos pueden reemplazar a la
Proteosa Peptona N°3 en su actividad potenciadora del pigmento; concretamente solo

Peptamina (Difco) y Proteosas Peptonas (Difco) son capaces de tal funcién. Estos

hidrolizados comerciales activos en la pigmentacidn sor obtenidos igual que PP3

mediante digestién con pepsina, aunque no todos los hidrolizados pépticos potencian

la foi .uacion de pigmento, como es el caso de Proteosa Peptona (Oxoid) y Peptona




(Difco), por lo que han de influir otros factores como origen y calidad proteica,
método de obtencidn, grado de hidrdlisis, etc.

Es Idgico, que la proteina de origen influya en la capacidad potenciadora del
pigmento manifestada por el hidrolizado. El método de obtencidn también afecta a
la posible capacidad activadora del hidrolizado proteico, como se deduce de las
diferencias existentes entre los hidrolizados dcidos e hidrolizados enzimdticos y
dentro de estos wltimos los obtenidos con diferentes enzimas. Sin embargo, ante
hidrolizados de similar procedencia (peptonas de carne), obtenidos mediante

tratamiento con pepsina, el grado de hidrélisis parece ser fundamental ya que los

hidrolizados que activan la pigmentacién (Peptamina y Proteosas Peptonas -Difco-)

incluyen en su composicién protefnas de elevado peso molecular, pocos péptidos y
también pocos aminodcidos libres, frente a los hidrolizados que no actian como
potenciadores (Peptona -Difco-) que poseen un elevado contenido en péptidos y
aminodcidos y solamente una pequeiia proporcién de proteosas y compuestos

nitrogenados mds complejos.

En relacion a las diferencias entre los enzimas usados para obtener un
hidrolizado, es interesante el que contrariamente a los hidrolizados pépticos,
précticamente todos los hidrolizados proteicos comerciales ensayados, obtenidos
mediante tratamiento con tripsina, independientemente de la protefna de origen
(Triptona -Difco-, Hidrolizado de Lactoalbimina -Oxoid-, Triptosa -0Oxo0id-) no
presentan efecto activador de la pigmentacion.

Mediante bioautografia, hemos determinado que la tripsina por si misma no
actiia inhibiendo el pigmento ya formado, y que los digestos de Proteosa Peptona
N°3 obtenidos mediante el tratamiento con esie enzima pierden su capacidad
activadora de la pigmentacion, resultando incluso algo inhibidores.

Resultados semejantes a los obtenidos en nuestras experiencias fueron hallados
por Haug and Soderlung en 1977, al comprobar que en caldos de cultivo
preincubados con tripsina antes de su inoculacién no se producia pigmento; ambos
hechos podrfan explicarse suponiendo que el enzima actia sobre los péptidos o

sustancias responsables de la formacion del pigmento destruyéndolos o bien porque




en su proceso de actuacion se formen compuestos inhibidores.

Por el contrario, los digestos de Proteosa Peptona N°3 obtenidos mediante
tratamiento con pepsina mantienen el efecto activador del hidrolizado de origen, lo
que podria explicarse por no actuacion de este enzima sobre los componentes
responsables de la formacion del pigmento o bien a no formacién de inhibidores

durante el proceso de actuacion de la hidrélisis pépsica.

Nuestros resultados confirman experiencias anteriores que indicaban que la
fraccion de Proteosa Peptona responsable de la produccion de pigmento es
termoestable, dializable y de peso molecular menor de 10.000 daltons (de la Rosa
et al., 1990a). Asi mismo, nuestros resultados delimitan algo mas el peso molecular,
ya que la fraccion responsable del efecto activador de PP3 atraviesa una membr-na
de NMWC 1.000, por lo que en teorfa deberia tener un PM < 1.000 daltons, ya que
no podemos olvidar las limitaciones impuestas por el método de obtencion de estas
fracciones (Harris, 1989).

Ademds de en todos estos hidrolizados, hemos tratado de demostrar actividad
en otros componentes mds simples como aminodcidos, vitaminas y dcidos nucleicos,
encontrando que estos wltimes muestran una ligera activacion de la pigmentacion.

Para el estudio de aminodcidos y vitaminas, hemos partido de mezclas de
ellos, ensayando individualmente cada uno de los componenies incluidos en la mezcla
ante la presencia de cualquier tipo de actividad en ésta, ya sea potenciadora o
inhibidora. Hemos de resaltar que una mezcla constituida por los siguientes

aminodcidos (arginina 6’32 g/1, cistina i°42 g/l, histidina 2’1 g/i, isoleucina 2°63 g/I,

leucina 2’63 g/1, lisina 3’65 g/1, metionina 0’75 g/1, fenialanina 1°65 g/1, triptéfano

0’51 g/l, treonina 2’38 g/l, tirosina 2'25 g/l y valina 2°35 g/l) mostré efecto
activador del pigmento, aunque de ellos individualmente unicamente triptéfano a la
concentracion mencionada y solo muy ligeramente fue capaz de activar la
pigmentacion.

Por el contrario, no se detectd actividad potenciadora en ninguna de las

vitaminas ensayadas aunque sf reversién del pigmento en medios que incorporan un
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1% de Proteosa Peptona N°3 (Difco) y un 2,5% de PP3 (Medio Base) en el caso de
tiamina a una concentracién de 0’1 g/l, no obstan. la inhibicién aportada por esta
vitamina indiviJualmente no coincide con la de la mezcla completa (biotina,
pantotenato célcico, cloruro de colina, 4cido fdlico, nicotinamida, piridoxal y
tiamina, todos ellos a una concentracién de 01 g/1, riboflavina 0°01 g/l e inositol 0°2

g/l), la cual denota una mayor actividad inhibidora.

En ambos casos aminodcidos y vitaminas, los componentes individuales no

presentan igual actividad que el conjunto de ellos, por lo que posiblemente la

actividad final de la mezcla se deba a la interaccién de varios de ellos.

Entre los productos ensayados el extracto de levadura es uno de los que
merecen mayor interés debido a su gran capacidad para revertir el pigmento. El alto
contenido en vitaminas de este extracto, justificarfa en parte su actividad inhibidora
(debido 2 la presencia de tiamina). Decimos que, se justifica parcialmente ya que
tras la destruccién de tiamina mediante autoclavado a pH alcalino (Litter, 1984) se
mantiene el efecto inhibidor de la pigmentacion.

La imposibilidad de delimitar el peso molecular del inhibidor junto con la
persistencia de la actividad inhibidora del extracto tras la destruccién de la tiamina,
podria apoyar la existencia en este extracto de diversos compuestos con esta
actividad. Por otro lado, la no desaparicidn del efecto inhibidor por tratamiento
enzimdtico (pepsina y tripsina), sugiere que podemos no encontramos ante péptidos

sino ante componentes de otra naturaleza.

5.4. SUERO COMO CONSTITUYENTE DE MEDIOS DE CULTIVO PARA
PIGMENTACION

El suero posee una funcion nutritiva, puesto que se observa un mayor tamafio
colonial de EGB y se requiere menor tiempo de incubacién para lograr el crecimiento
iras su adicion a medios de cultivo (Sukroongreung et al., 1984; de la Rosa et al.,

1983); esta funcion del suero, es conocida desde hace muchos afics y no se limita a
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medios para pigmentacién de EGB sino que es aplicable a casi todos los medios en
que éste se encuentra como componente en la formulacion.

A su vez, el suero es también un coadyuvante en la produccion de pigmento
de EGB, como puede determinarse mediante bioautografia asf como con la mejora
de la pigmentacion cuando se adiciona a medios de cultivo sembrados en
profundidad. Decimos esto tltimo, puesto que el comportamiento de S.agalactiae

en cuanto a produccién de pigmento en la superficie de placas de cultivo, no depende

de la adicién de suero ya que medios con/sin suero presentan précticamente la misma

intensidad de pigmentacion, mientras que en medios sembrados a sobrefusion la
presencia de suero intensifica el pigmento en la mayoria de las cepas. Por ello, los
resultados obtenidos en placas sembradas en superficie no son de utilidad en la
bisqueda de andlogos y sustitutivos del suero de caballo, y nos hemos basado
tinicamente en los datos obtenidos de medios de cuitivo sembrados en profundidad
(cvltivos en tubos) o en los obtenidos utilizando el método bioautogréfico, siendo
ambos resultados coincidentes.

Quizd, esta mejora de la pigmentacion conseguida al adicionar suero a medios
sembrados en profundidad pueda justificarse, considerando la existencia de sustancias
que actien como hidrofobinas en suero y que modifican por tanto la interfase célula-
medio de cultivo (F ~.~~erg and Doyle, 1990), favoreciendo la difusién del
pigmento al medio.

Se ha Jescrito que algunos estreptococos poseen superficies externas
hidrofébicas y que diferentes agentes son capaces de modificar la hidrofobicidad de
las paredes bacterianas (Rosenberg and Doyle, 1990). Es el caso del suero humano
que inhibe la adhesion de estreptococos orales a la placa dental y de la albimina de
suero bovino y componentes hidrofdbicos presentes en saliva que inhiben la adhesion

de estreptocacos a tubos de poliestireno (Rosenberg and Doyle, 1990).

El diseiio de un medio de cultivo para el estudio del suero no plantea el
problema de la dependencia nutricional encontrado en Proteosa Peptona, pero debido
a que en los medios sin suero sembrados en superficie se observa una pigmentacion

colonial que podrfamos considerar Gptima, es necesario eliminar algin componente
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de 1a formulacién que nos permita la observacién de halos de activacion al utilizar
el modelo experimental de placas con pocillos.

La comparacion de la pigmentacién producida entre variantes del Medio Base,
justifica la eleccién para el estudio del suero de medios en que se elimina el
metotrexato junto con el suero ya que éstos proporcionan una ligera pigmentacion

amarillenta que permite la deteccion de activadores, utilizdndose paralelamente un

medio en el que se incorpora este componente y solamente se elimina el suero de la

formulacién para facilitar la deteccién de posibles inhibidores.

No conocemos el/los componentes del suero que influyen en la produccion
de pigmento, aunque sugerimos tna naturaleza proteica al no encontrar actividad en
el sobrenadante obtenido tras coagulacion del suero; por otro lado, sigt  siendo
activos los hidrc!izados obtenidos mediante tratamiento con pepsina y tripsina, lo que
nos lleva a pensar que si bien es un compuesto proteico, no seria atacado por estos
enzimas o bien a dudar de esta naturaleza.

Es conocida la existencia de muchos inhibidores de proteasas en suero
(Kaneko, 1989) que podrian impedir la actuacion de estos enzimas, por lo que ésta

podria ser también una explicacion a este hecho.

El suero de caballo que es el incluido en la formulacién original del medio
puede reemplazarse por suero de conejo, vacuno, ovino, humano, actuando éstos del
mismo modo que el primero e incluso con una mayor actividad que éste.  El plasma
humano también podria ser un sustituto eficaz en medios que no contienen suero.

. suero fetal hovino a diferencia de los anteriores, carece de efecto

coadyuvante en la visualizacion del pigmento.

Aparte de la funcién nutricional del suero, uno de los motivos por los que
éste se incluye en medios de cultivo, es por su capacidad de absorber materiales
toxicos, generalmente dcidos grasos (Bridson, 1978), hecho debido fundamentalmente
a la fraccion albimina, por lo que si la formacién de pigmento se relacionase con

esta propiedad y en este medio concreto la incorporacion de suero tuviese tal




finalidad, deberia poder reemplazarse por albimina produciéndose pigmento en

presencia de ésta. Las experiencias demuestran que no son activas en la
pigmentacion las diferentes albiiminas ensayadas aunque sf algunas globulinas. Este
resultado habrfa que considerario con precaucidn, puesto que todas las globulinas que
hemos empleado son inespecificas y solamente difieren en el laboratorio de
procedencia, por lo que las diferencias en actividad podrian explicarse en base a los
distintos métodos de obtencién y purificacion utilizados en cada uno de ellos
(Cabaiias et al., 1991), condicionando esto la presencia de determinadas impurezas
en algunas globulinas y no en otras; es por ello que, no podemos imputar la actividad
intensificadora del pigmento a las globulinas en general, sino posiblemente a

cualquier impureza unida a ellas.

De nuestras experiencias, deducimos que la fraccion responsable de la
activacion del pigmento en el suero, es termoldbil y de peso molecular mayor de
30.000 daltons. Quizd, este peso molecular no coincida con el que podriamos
sospechar después de estudiar la actividad de las fracciones obtenidas mediante
precipitacién con sulfato amoénico ya que al ser activo el precipitado obtenido
mediante una saturacién del 30%, indicaria que el peso molecular es algo mayor que
el mencionado. Podriamos explicar este hecho, teniendo en cuenta que la
precipitacion no es selectiva y que proteinas de menor peso molecular pueden unirse

a otras mayores y coprecipitar junto a éstas (Harris, 1989).

El efecto activador del pigmento demostrado por liquidos orgdnicos, puede
muy bien deberse al mismo ¢ ;mponente responsable del efecto activador en suero y
la escasa o variable actividad en liquidos cefalorraquideos explicada por la

generalmente baja concentracion de éstos en proteinas y otros componentes.




5.5. HIPOTESIS FINAL

Basdndonos en las experiencias de diversos autores (Merritt and Jacobs, 1978,
Tapsall, 1986; de la Rosa et al., 1983; de la Rosa et al., 1992a) y en las propias de
este trabajo, proponemos la siguiente hipdtesis en relacion a la produccién de
pigmento por Streptococcus agalactiae:

El pigmento se encuentra localizado en la membrana celular (Merritt and
Jacobs, 1978), por lo que una vez formado éste para su visualizacion, ka de liberarse
y difundir al medio de cultivo, pudiéndose por tanto actuar en diferentes puntos para
conseguir optimizar la pigmentacion.

Sabemos que, la glucosa es requerida para la formacién y liberacién del
pigmento como fuente energética al tratarse éste de un proceso metabolico activo
(Tapsall, 1986); que la presencia de Mg*' favorece también su formacion (Tapsall,
1986) y que, en general, la composicién dei medio de cultivo afecta a la deteccion
de éste bien favoreciendo su formacién o bien su liberacion al medio de cultivo.

Probablemente, Proteosa Peptona actia favoreciendo la produccion de
pizmento al proporcionar determinados péptidos o sustancias que intervienen en el
proceso de formacion.

El almidon o la fraccién amilosa achian como moléculas estabilizadoras o

fijadoras del pigmento al quedar éste atrapado por la hélice del almidén de forma

andloga a lo que ocurre con el yodo (Foster,1965), contribuyendo de este modo a su

retencién en la forma que presenta 4 picos de absorcion que es fdcilmente
visualizable. No conocemos ningin otro componente que actie como fijador o
estabilizador del pigmento en estas mismas condiciones siendo imprescindible la
presencia de una molécula con osta propiedad una vez liberado éste para evitar su
destruccion.

Desconocemos, la funcién que realiza el suero en medios de cultivo para
pigmentacion, aunque sugerimos que entre otras, podria actuar modificando la
difusibilidad del pigmento al medio de cultivo posiblemente al modificar la interfase
célula-medio (Rosenberg and Doyle, 1990) justificando de este modo, el que su




incorporacién solamente intensifique la pigmentacion del microorganismo cuando su

crecimiento se produce en el interior del medio de cultivo.

Queda aiin mucho por dilucidar sobre la pigmentacién de EGB aunque las

lineas de investigacion existentes auguran resultados prometedores.




CONCLUSTONES




6. CONCLUSIONES

1. Streptococcus agalactiae es capaz de producir pigmento en determinados

medios de cultivo, siendo la composicién de éstos determinante en su visualizacion.
Destacamos como componentes que mds influyen en la pigmentacion de este

microorganismo: almiddn, suero, fosfatos, proteosa peptona e inhibidores del folato.

2. Existen diferencias entre los requerimientos atmosféricos para produccién
de pigmento dependiendo del modo de crecimiento del microorganismo (en superficie

de placas de cultivo o en profundidad).

3. La incorporacién de almidén al medio de cultivo favorece el crecimiento

y la pigmentacion de EGB.

En su funcién nutricional el almidén puede ser reemplazado por otros
carbohidratos, no asf en lo que respecta a la funcién activadora del pigmento en que
solamente puede sustituirse por su fraccion amilosa.

E! almidon fija el espectro de absorcion del pigmento determinando su
presencia 4 picos de absorcién (525 nm, 485 nm, 460 nm y 440 nm).

Existe una correlacién entre la potenciacion del pigmento producida por el
almidon y su capacidad para complejar yodo, ya que a medida que disminuye ésta
disminuye también la intensidad del pigmento producido por EGB.

4. La incorporacion de Proteosa Peptona satisface necesidades nutricionales

del microorganismo favoreciendo también la formacién de pigmento.

La fraccién de Proteosa Peptona responsabic de la produccion de pigmento
es termoestable, dializable y atraviesa una membrana de NMWC 1.000.

Los *idrolizados pépticos de Proteosa Peptona mantienen la actividad
intensificadora del pigmento a diferencia de los hidrolizados tripticos que producen

reversion de éste.



El extracto de Levadura inhibe la formacién del pigmento, en parte debido

a su contenido en tiamina.

5. La incorporacion de suero de caballo a medios de cultivo potencia la
pigmentacién de EGB pudiendo éste reemplazarse por plasma y sueros de otras

procedencias (bovino, ovino, conejo, humano).

La fraccién responsable de la produccién de pigmento en suero es termoldbil

y de peso molecular mayor de 30.000 daltons.
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