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INTRODUCCION

Es un hecho reconocido que la lisina O estreptocdccica es relativamente
inestable (1-2-3), como también que su titulo decae ripidamente durante los
primeros dias después de su obtencién. El presente trabajo establece el efecto

que una sustancia proteica (gelatina) y algunas condiciones ambientales tienen
sobre la lisina.

MATERIALES

Para la produccién de la lisina se utilizd Streptococcus pyogenes, cepa
N° 10.289 de American Type Culture Collection(1).

Los cultivos se hicieron en el medio de Todd Hewitt modificado pot
Johnson (1), a partir de corazon fresco de buey segin la siguiente férmula:

Caldo base
Infusién de corazén, peso fresco . 500 g
NaOH 1N 30 ml
Proteosa Peptona (Difco)(2) . 20 g
Agua destilada, cs.p. ... s 1000 ml

El corazén se maceré durante 24 horas a 4°C en agua destilada, se calenté
a 85°C por una hora, se enfri6 a temperatura ambiente y luego se filtré, primero
a través de tela y posteriormente por papel de filtro poroso en filtro de Buchner.

Trabajo realizado en el Departamento de Microbiologia, Universidad de Costa Rica,
parcialmente financiado por el Centro Internacional de Investigacién y Adiestramiento
Médico de la Universidad del Estado de Louisiana.

** Departamento de Microbiologia, Universidad de Costa Rica.

(1) American Type Culture Collection, Maryland, U.S.A.
(2) Difco Laboratories Inc., Detroit, Michigan, U.S.A.
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Al extracto obtenido se le agregé Proteosa Peptona (Difco) a una con-
centracién final de 20 g por litro y NaOH 0.1 N hasta un pH 6.8; se calenté
nuevamente a 85°C por media hora, se enfrié y filtr6. A lo anterior se agregé
40 ml por litro del siguiente buffer:

GRICOSA vt asmopsmssm— s 38
NaCl s S e e i A 2
2 (O S 2
WasHPO,: s b s 2
Agua destilada ... 50 ml

El medio asi preparado se autoclavé a 15 lbs/pulg? durante 15
minutos(3).

OBTENCION DE LA LISINA

Se prepararon erlenmeyers de 500 ml conteniendo cada uno 250 ml de
medio de Todd-Hewitt.

El cultivo primario se obtuvo sembrando la cepa ATCC 10,289 en tubos
conteniendo 5 ml del mismo medio, los que se incubaron a 37°C por 18 horas.
Luego cada erlenmeyer se inoculé con el contenido de un tubo de cultivo primario,
incubindose durante 24 horas a 37°C.

Comprobada la pureza del cultivo mediante tincion de Gram, se procedié
a centrifugar a alta velocidad (34,000 G) por cinco minutos y luego se filtrd
el sobrenadante a través de membranas Millipore(4) de tipo AA para clarificar
y HA para esterilizar el medio.

Como preservante se utilizd Mertiolate(5) en concentracion final de
1:10,000. Para activar 10 ml de la lisina asi obtenida se le agregan 2.5 ml de
acido tioglicélico en solucién segin la siguiente férmula:

Acido TIOgLCONCO oot 0.3 ml
NGO ISR < sunsncisssasssesivissetiictms st A 5.7 ml
Ajustar a pH 6 con NaOH al 60%

Agua Destilada, c.5.p. s . 15 ml

TITULACION DE LA LISINA

Para titular la lisina se utilizé6 antilisina estandarizada Hyland(6) la que,
reconstituida segiin las indicaciones del fabricante y diluida 1:16.6 con "'buffer
de estreptolisina”(6) contiene 1 unidad de antilisina por mililitro. El patrén de
titulacién fue el siguiente:

(3) En la descripcién original del medio, el buffer esterilizado por filtracién se agrega
al medic esterilizado en autoclave. Sin embargo comprobamos que al preparar el
medio en nuestra forma, mds sencilla, no se afecta significativamente el pH.
Millipore Filter Corp., Massachusets, U.S.A.

Eli Lilly Co., Indianapolis, U.S.A.

Hyland Laboratories, Inc., Los Angeles, California, U.S.A.
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ml ml ml ml ml nl ml ml ml nl wl ml

Lisina Reducida 0.5 |]o5105 |05 |05(05 0505 ]05]1051]0.5] 0.5
Buffer o4 lo5(06|0.7|08(09 |2.0]22]22]2.35 ) 21.4101.5
Antilisina Iu/ml 0.25| 0.25| 0.25( 0.25] 0.25| 0.285| 0.25) 0.25] 0.25] 0.25| 0.25| 0.25
Incubar & 37°0 por 15 minutos
0.5 I 0.5 ‘ 0.5 I 0.5 0.5 ( 0.510.5105 |05 (0.5 {05 (0.5

Agitar. Incubar 15 minutes a 37°C. Agltar e incubar
nuevsmente 15 minutos a 37°C Centrifugar y leexr.

Glibulos al 5% ®

Dilucibn 1/1.8(1/2.0{1/2.2|1/2.4{1/2.6|1/2.8{1/3.0|1/3.2]1/3.4]|1/53.6[1/3.8{1 /4.0

Terminada la Gltima incubacién los tubos se centrifugan a 2000 rpm por
2 minutos. Se tom6 como punto final la méaxima dilucién de la lisina que es
capaz de producir alguna hemélisis bajo las condiciones descritas, y el inverso
de esa dilucién como el titulo.

TRABAJO EXPERIMENTAL

Por los métodos descritos se sembraron por triplicado erlenmeyers conte-
niendo medio de Todd y Hewitt.

A uno de los frascos con medio se adicion6 gelatina en concentracion
final de 0.5% antes de inocularlo; a otro se adicioné la gelatina después de
incubado, y al tercero se le utilizd como control. Durante 7 dias se tomaron
alicuantas de cada uno de los tres erlenmeyers, se redujeron con icido tioglicolico
y se titularon.

Al octavo dia se procedié a reducir con 4cido tiogliclico la mitad del
volumen de cada una de las tres lisinas, manteniéndose la otra mitad para redu-
cirse al momento del uso. Ambas porciones de las tres lisinas se titularon a
intervalos por un total de 30 dias.

Ademas, de cada una de las tres lisinas se tomaron también otras dos
porciones que fueron almacenadas a 22°C y 37°C reffectivamente con el fin
de determinar el efecto de la temperatura sobre el producto.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

En el Cuadro N® 1 se anotan los resultados obtenidos en la titulacién de
estas lisinas. Como se observa, no hay diferencia significativa entre los titulos
de las lisinas; también la caida del titulo fue similar en las tres durante todo el
periodo de observacién excepcién de aquellas que fueron reducidas al 8¢ dia.
En estas Gltimas Ja caida del titulo fue mayor en las porciones “control” y N* 2,
mientras que la porcibn N° 1 se comporté como lo hicieron aquellas que no
fueron reducidas al 8° dia.

Podemos concluir de lo anterior que la gelatina no tiene efecto protector
sobre la lisina, salvo que se adicione antes de inocular el medio y se almacene
la lisina en su forma reducida.

(7) Glébulos humanos grupo ORho, lavados tres veces en solucién salina fisiolégica y
suspendidos en buffer de estreptolisina,
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Las lisinas mantenidas a temperaturas superiores a los 4°C (22 y 37°C)
se inactivaron ripidamente, siendo la caida del titulo idéntica en ambas tempera-
turas de prueba (de 2.6 a 1.6 en 24 horas, y a menos de 1.4 en 48 horas).

Es importante sefialar que nosotros, a diferencia de otros autores, no
pudimos observar una caida notoria del titulo de las lisinas durante la primera
semana de almacenamiento a 4°C.

RESUMEN

Se produjo lisina O estreptocdccica en medio de Todd y Hewitt. A algunas
porciones del medio de cultivo se adicioné gelatina antes y a otras después de
la incubacién.

Se concluye que la gelatina no tiene efecto protector sobre la lisina, salvo
que se adicione antes de inocular el medio y se almacene la lisina en su forma
reducida.

Se estableci6 también que, contrario a lo citado en la literatura, en nuestro
caso el titulo de la lisina no decay6 significativamente durante la primera semana
de almacenamiento a 4°C.

Temperaturas de 22°C y 27°C desnaturalizan la lisina en menos de
48 horas.

SUMMARY

Streptolysin O was produced employing Todd & Hewitt medium. Gelatin
was added to the growth medium in some cases before and in others after the
37°C incubation.

It was shown that gelatin does not have a protective effect on strep-
tolysin O unless it is added before inoculation of the medium and the lysin is
reduced in bulk before storage.

It was also established that, contrary to what has been reported, in our
case the titer of the lysin did not drop significantly during the first week of
storage at 4°C.

Temperatures of 22° and 27°C were shown to denature this lysin in
less than 48 hours.

CUADRO Ne 1

EFECTO DE GELATINA Y ETAPA DE REDUCCION SOBRE LA
ESTABILIDAD DE LA ESTREPTOLISINA O%

CONTROL: Lisina sin gelatina,

Ne 1 : Lisina preparada en medio con gelatina.
Ne 2 : Lisina adicionada de gelatina después de preparada.
Red. : Reduccién de toda la porcién.

* Las cifras expresan unidades de estreptolisina por mililitro.
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