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INTROOUCCION. 

Debido a la import~ncia qua tiene la determinación de la 

patogenicidad de las cepas de Staphylococcus aisladas en el lab~ 

ratorio clínico, durante mucho tiempo se han desarrollado prue-­

bas indicativas de ésta. Como es sabido de todas, la prueba de 

la coagulase es la que universalmente se acepta como la determi­

nante, pero no cesan las investi9ecionGs qua lleven a otra que 

can ahorro de tiempo, con más confiabilidad y de ser posible más 

económica, pueda ser complementaria o aún sustituir a la emplea­

da actualmente. 

El análisis rutinario de laboratorio no proporciona una -

identificación r~pida para las cepas de Staphylococcus ya que á~ 

te se basa en la determinación de las caracter!sticas biológicas 

y morfol6gicas, para las cuales se requiere de un tiempo rn!nimo 

de 48 horas. Dentro de estas caractar!sticas están: 

La agrupación t!pica en racimos. 

- El desarrollo da colonias cornunmente grandes, cuyas ca­

racter!sticas dependen del medio de cultivo. 

- La producción de catalasa. 

- La capacidad de producir ácido a partir de manitol y r2 

ducir telurito a teluro. 

- La producción de dasoxirribonucleasa (DNAsa). 

- La capacidad de producir coagulasa, que es otra caract~ 

r!stica y la más importante de los estafilococos patógenos. 



Para acortar el tiempo que normalmente se emplea en el 

análisis rutinario, se propone correlacionar la prote!na A de 

Staphylococcus, can su patogenicidad, ya qua l.a produccidn d'e 

esta proteína se puede determinar con rapidez. sensibilidad y 

especificidad mediante una reaccidn inmunológica. Se trata de 

una- reaccidn de hemaglutinaci6n, en la cual 9 los eritrocitos 

de carnero se sensibilizan con suero de conejo anti-gldbulos 

rojos de carnero y este reactivo, al enfrentarse a las cepas 

de estafilococos productoras da proteína A, producirá al aco­

plamiento entra la fracción cristalizable (Fe) de las gamma -

globulinas (lgG) y dicha prote!na, debido a la afinidad que 

tiene ásta por esa porcidn del anticuerpo. Este fen6meno bic­

ldgico, se conoce como reacción pseudoinmune ya que no inter­

viene la fracción anticuerpo (Fab). 

En esta reacci6n de hemaglutinacién se utiliza como ªB 

porte glóbulos rojos de carnero sensibilizados con un anticue,!'._ 

po homólogo, la fracción cristalizable (fe). libre se unirá a 

la proteína A y esto puede detectarse macroscdpicamente come 

una reacci6n de aglutinación. 

E.ste estudio inmunol6gico muestra. una fuerte correla -

cidn con la patogenicidad de la bac.taria.. Esta correlaci6n 

puede aportar una nueva di.mensi6n al diagn6stica d'e las enfe,E._ 

medades estafilocdccicas. 

2. 



OBJETIVOS. 

- Relacionar la presencia de proteína A con la patogenici­

dad de las cepas de estafilococos con el objeto de considerar su 

empleo como tácnica rutinaria. 

- Detectar la proteína A que se encuentra en la pared cely 

lar de los estaf ilocacos patógenos y que es típica de estos micr~ 

organismos. 

- Obtener un reactivo bioldgico consistente en eritrocitos 

de carnero sensibilizados con suero de conejo anti-gldbuloe rojos 

de carnero, para la detección de dicha proteína. 

- Valorar la confiabilidad de un método de detección da 

proteína A por medio de una reacción de hernaglutinacidn, utilizail 

do el reactivo preparado, para así obtener un resultado más ráp~­

do que el que se requiere normalmente en las pruebas de rutina. 



l. GENERALIDADES. 

A. I~portancia cl!nic~ rlo Staphylococcus. 

§...:.. ~ continúa siendo la causa da nuevos y s~rios pro­

tlemas infecciosos, por lo qua tiene un alto !~dice do ccrtilidad 

y mortalidad. Los de~6rdcnss tóxicos, corao ol s!ndrc=e dü choque 

tóxico y sl síndrome estafilac6ccico de piel osc~ldada, muestran 

el potencial infe=cioso do ~ ~; este microorr~nisr.o cnusa 

la mayoría de las infecciones supurativas que se ar.cuentran en 

la· práctica mádica y tambié~ se le considera responsable do un 

gran porcentaje de casos de intoxicDci6n alimontaria. 

Los estafilococos causan un gran núnero de enfermedades 

tanto en hombres como en animales. Cuando desarrollan.!!!~ -

o in ~,. liberan una serie do toxinas y enzimas que tienen 

una variedad do efectos biol6gicos sobre al tejido del 6r~ano 

afactado. Se ha reportado par medio de electroforesis la presen 

cia de 16 productos extracalulares, asociados con la patogenici -

dad da á.,_ ~· (l),(16),(13) 

El síndrome de choque tóxico na reconoció como una anferm~ 

dad especifica en 1978 por Todd y colaboradoras, quienes lo aso--

ciaron con une infección estaf iloc6ccica en niños. En 1980, 

However lo relacionó con al uso de tampones durante la menstrua--

ci6n. Posteriormenta, so identific6 una toxina producida por a,l 

gunas capos do Staphylocaccus, que a la fecha se ha relacionado 



con la mayor!a de los casos de s!ndrome de choque tóxico. (1) 

El gáner~ Staphvlococcus constituye parte de la flora ha­

bi tu~l de la piel, y puede ocasionar serioz problemas especiol-­

mente cuando las barreras naturales están comprometidas por cir~ 

g!as, treuffiatismos, implantaci6n de pr6tesis artificiales o ter~ 

pie inmunosupresora. (16) 

La mayor!a de las investigaciones se dirigen hacia los -­

estafilococos coagulase positive ya que son responsables de in-­

feccioñes cutáneas (formaci6n de fur6nculos, carbuncos, impátigo 

y s!ndrome es~afiloc6ccico de piel escaldada), neumon!a, osteo-­

mielitis, pioartrosis, bacteremia, endocarditis, infecciones es­

tafilocdccicas metastásicas, intoxicación alimentaria, enteroco­

litis estafiloc6ccica y son causantes de s!ndrome de choque t6xi 

ca. Tambi~n deben tomarse en cuenta los estafilococos coagulase 

negativa ya que actualmente son la causa de bactaromia, endocar­

ditis bacteriana, colonización de las anastomosis o derivaciones 

ventrículo-auriculares, infecciones de heridas e infecciones de 

las v!es urinarias. (23) 

B. Caracter!s~icas rnorfol6gicas y fisiol6gicas dal género 

Staohylococcus. 

En la familia Cicrococcaceae, el género de importancia mj 

dica as Staphylococcus, estos microorganismos poseen las siguien 

tes características: c6lulas redondas de O.B a 1.0 )Jm de diáme­

tro, Grampositivos, inm6viles, no esporulados, y por lo general 



no capsulados; unes pocas cepas producen una cápsula o capa muco­

sa quo incrementa la virulencia del microorganismo. 

Con respecto a su agrupeci6n, en extendidos de pus los co­

cos aparecen solos, en pares, en racimos a en cadenas cortas; lo~ 

racimos irregulares se pueden observar en forma característica 

si el extendido proviene de un cul~ivo sn medio sdlido, y cuando 

el medio de cultivo as líquido, son comunes las cadenas cortas o 

bien los diplococos. (15) 

El desarrollo y tamaño de las colonias de Staphvlococcus 

dependen del medio de cultivo, pero crecen bien en muchos medios 

de rutina en el laboratorio, como ager nu~ritivo o agar triptica­

se!na soya; en estos medios las colonias generalmente son lisas, 

opacas, circulares, convexas-bajas, y varían de l a 4 mm de di~--

metro. Algunos laboratorios emplean medios selectivos qua permi 

ten diferenciar a este gánero de otras bacterias. Los medios se­

lectivos contienen ciertos sustratos como sales de telurito, clo­

ruro de sodio, una concentracidn elevada de cloruro da litio, glá 

cine, lacitina y manitol, todos estos componentes por un lado, -­

permiten casi en forma exclusiva el crecimiento de los astafiloco 

ces y, .por el otro la diferenciacidn de los mismos, inhibiendo el 

desarrollo de los microorganismos contaminantes. (5) 

La mayoría de las colonias de ~ ~ presentan un pig­

mento e~arillo dorado en el primer aislamiento, este pigmento es 

un lipocromo formado por dos carotenoides. La presencia de áste 

no es un criterio válido para distinguir §...&. ~ de §...s. epider-



~' ya que en galesa sangre, generalmente ambas especies pro­

ducon colonias blancas. (lS) 

Los estafilococos puedan producir hemólisis total, debido 

a que producen hemolisinas solubles. Esta hem6lisis no sólo se 

asocia con ~ ~ sino que tambián pueden producirla canta-­

das cepas de 2-,. opidermidis. (17),(23),(15) 

La mayoría de las cepas de Staphylococcus desarrollan en 

un aD.plio rango de temperatura y pH (6.5°C a 4Gºc y 4.2 a 9.3 

unidades de pH) siendo la temperatura 6ptima de 30ºC a 37ºC y el 

pH óptimo de 7.0 a 7.5, (lS) 

Los cocos Grampositivos poseen un elevado contenido de 

glucdpéptidos y un menor contenido lipídico en su pared celular. 

La de ~ ~ consta de tres componentes principales: paptido­

glucano, ácido teicoico y proteína A. (16) 

Los alcoholas y otros solventes orgánicos no penetran las 

paredes celulares deficientes en lípidos, esto permite que los 

microorganismos Grampositivos retengan el colorante cristal vio­

leta en la tinci6n de Gram. (17) 

El hecho de poseer un elevado contenido de glucop~ptidos 

los ayuda a resistir la acción de agentes físicos, químicos y 

biológicos. 

- Agentes físicos. Los estafilococos son muy resisten-­

tes a la luz solar, al calor, y a los efectos de la desecaci6n. 

(Resisten el calor h6medo hasta de GOºc durante 30 minutos) (17) 



Sobrevivan·a~muchas condiciones ambientales desfavorables, 

de ahí que estas microorganismos puedan transmitirse a trav~s del 

polvo. 

- Agentes químicos. Este g~nero es resistente a la acci6n 

del fenal al 5%, al HgC~2 , al cloruro de benzalconio (benzal), a 

la oxidación por telUrito, a altas concentraciones de clor~ro de 

sodio, y a la acci6n germicida de jabones tensoactivos y detergen 

tes. (5). 

- Agentes biológicos. Los estafilococos son resistentes a 

la penicilina y a la maticilina. (26),(15) 

Staohylococcus staphylolyticus produce un antibiótico que 

lisa a las c~lulas de ~ ~. a este antibiótico se le denomi­

nó lisostafina; es una peptidasa con un peso molecular de 32 000 

y que act~a específicamente sobre los puentes de poliglicina de 

la pared celular de Staphylococcus ,!!E..(Las cepas de~ staphylo--

1yticus son resistentes a este antibiótica). 

Concentraciones mínimas de lisostafina inhiben el creci 

miento de los estafilococos coagulase positiva aislados de pacien 

tes con bacteremia. Los estafilococos coagulase negativa requi~ 

rende concentraciones mucho muy elevadas para ser inhibidos.(18) 

Los estafiloco~os son facultativos, aunque las condiciones 

aerobias favorecen el crecimiento. La energ!a la obtienen tanto 

de la v!a respiratoria corno de la fermentativa. 



Estos microorganismos realizan la glucólisis, al ciclo de 

pentosa fosfato y del ácido c!trico, siempre y cuando se encuen-

tren en condicionas apropiadas de crecimiento. Las fuentes de 

carbono que utilizan los estafilococos son extensas, el princi-­

pal producto del catabolismo da la glucosa as el ácido acático 

con pequeñas proporciones de co2 si.las condiciones son aerobias, 

pero si las condiciones son anaerobias el principal producto es 

el ácido láctico prcduciándose tambián aceto!na. (15) 

C:.. Enzimas y Toxinas astafil~c6ccicas. 

C~ Enzimas extracelulares. 

Se han encontrado una gran variedad de productos extrace­

lulares o enzimas que promueven la invasividad y viruloncia de 

los estafilococos. 

Existen enzimas que s6lo posee ~ ~ y que son de 

gran ayuda en la identificaci6n de este microorganismo; pero ta~ 

bién existen enzimas comunes al gánero Staphylococcus que le pe~ 

miten diferenciarlos do otros gánaros. Entra las primeras se 

mencionan las siguientes: 

- Coagulase. La capacidad de coagular el plasma aún en 

presencia de un anticoagulente, es el criterio más usado y acep­

tado para la identif icaci6n de estafilococos pat6genos. La ac-­

ci6n de la coagulase en la caagulaci6n del plasma es similar a 

la convorsi6n del fibrin6Qeno en fibrina catalizada por la trorn-



bina, ya que la cocguJ.asa reacciona con un factor desconocido pre 

santa on el plasma (FRC, f8ctor de reacci6n de la coagulasa), re-

dituendo un complejo similar a la trombina, el coágulo formado i~ 

pide que actúan los mecanismos do defensa del huésped en contra 

del microorganismo. (15),(23) 

- Lipasa. La prcducci6n de lipasas se relElcion~ con la Í.!J. 

vasividad de los ostafilococOs hacia el tejidc cutáneo y subcutá­

neo sano, así como con la formación de furúnculos. Las lipasas 

son enzimas que hidrolizan a los l!pidos; un ejemplo de lipasa 

presente en 1L_: ~' es la lecitinasa cuyo papel es degradar a 

la fosfatidil colina llamada también lecitina. (23) 

- Estafiloquinasa o fibrinolisina. La fibrinolisina es 

producida por muchas cepas de ~ ~' ~u función es disolver 

los coágulos, debido a que activa al plasminógeno para transfor-

merlo en plasmina, que es una enzima que disuelve la fibrina li­

berando al microorganismo del coágulo y promoviendo su invasivi-

dad. (15),(13) 

- Hialuronidasa. Es una enzima que favorece la disemina-

ci6n de la infección porque hidroliza al ácido hialur6nico pre­

sente en el tejido conectivo; es producida por la mayoría de las 

cepas de §.... ~· (15) 

~anitolasa. Los estafilococos utilizan una gran varie­

dad de carbohidratos; dentro de és·tas está el mani tol, al cual 

10 



degradan por medio de una enzima que es la rnanitolosa y que está 

presente casi exclusivamante en cepas de ~ ~· (r;,uy pocas 

son las cepas de ~ epiderrnidis que poseen esta enzima). 

Las enzimas comunas al gánero son: 

- Fosfatasa. La fosfatasa tiene la capacidad de hidroli­

zar a los ésteres fosf6ricos. Para determinar su actividad se 

emplea como sustrato monofosfato de fenolftaleína. L~s cepas de 

~ ~ y ~ apidormidis son fosfatasa positiva. Existen re-­

portes cuantitativos que muestran que ~ ~ produce una ma-­

yor cantidad de esta enzima en relaci6n con~ epidermidis. (23) 

- Gelatinasa. ~ ~ y 2...!_ epidermidis hidrolizan la 

gelatina ya que ambas especies poseen la enzima gelatinasa. (24) 

- Beta-lactamasa o penicilinasa. Esta enzima inhibe la 

función de la penicilina porque rompe la unión del anillo beta­

lactámico. Actúa sobre las penicilinas naturales, sintéticas y 

semisint~tices. la mayor!a de las cepas de Staphylococcus son 

resistentes a la penicilina debido a que producen penicilinasa. 

- Desoxirribonuc1oasa (DNAsa). la DNAsa es una fosfodia~ 

tarasa que tiene la capacidad de degradar al DrlA. Existen dos 

tipos de DMAsa: La DHAsa termolábil, cuya producción está rela­

cionada con ambas especies de Staphvlococcus y la DMAsa termorr!!, 

sistonte que sólo se ha detectado en cepas de ~ ~ (22) 

" 



- Catalasa. El peróxido de hidrógeno es uno de los pro­

ductos finales del metabolismo oxida.tivo o aeróbico de los hidr~ 

tos da carbono. La catalasa es una enzima quS produce el micro­

organismo para descomponer al per6xido de hidrógeno en oxigeno y 

agua. Esta enzima no es de mucha importancia en la identifica-­

ci6n de los estafilococos pat6genos ya que la produce· todo el g~ 

nero y la mayoría de las bacterias aerobias y facultativas con 

excepción de los estreptococos. (17) 

C.2 Toxinas. 

c.2.1 Toxinas citol!ticas. Las hemolisinas y la leucocidina, son 

toxinas citol!ticas elaboradas por 2-:_ ~· Se llaman toxinas 

citol!ticas porque provocan la destrucción in ~ de cálulas de 

diferentes especies. Existen cuatro tipos de hemolisinas (alfa, 

beta, delta y gamma), las cuales se encargan de lisar a las cál~ 

las rojas de la sangre y cuyas características se mencionan a 

continuacién: 

- Toxina alfa (ol- Hemolisina). La hem6lisis que provoca 

esta toxina es completa y franca cuando se trata da eritrocitos 

de carnero o conejo. La hemolisina alfa origina la descarga de 

lisosomas, lesiona a las plaquetas y macr6fagos, no afecta a los 

monocitos y se encuentra predominantemente en cepas de estafilo­

cocos aisladas de humanos. (15) 

- Toxina beta <p - Hemolisina o esfingomielinasa estafilB 

12 



c6ccica). No da una zona amplia de hem6lisis. Se pr~~enta en 

cepas aisladas del ganado bovino y es rara en humanos; Se le 

llama esf ingomielinasa porque degrada a la esfinaomielina provo­

cando una lesión en la membrana del eritrocito y, como consecuen 

cia, la hamólisis. (15) 

- Toxina delta (d - Hemolisina). Esta hemolisina da uno 

zona amplia de hem6lisis, ataca eritrocitos de diferentes mamíf~ 

ros, macr6fagos, linfocitos, neutr6filos y plaquetas. La toxina 

delta inhibe la absorción da agua en el íleon, altera la permea­

bilidad i6nica en el íleon de cobayos, estimula la liberación de 

insulina y la acumulación de AmP. (15) 

- Toxina gamma (~ - Hemolisina). Es una toxina que prov2 

ca la hem6lisis de eritrocitos humanos, de carnero y de conejo. 

Se tiane muy poca información sobre esta hemolisina, pero así c~ 

mo les demás toxinas, desempeña un papel muy importante en el d~ 

serrallo da una infección estafiloc6ccica. (15) 

- Leucocidina. La leucocidina ataca a los leucocitos po­

limorfonucleares y macr6fagos. Es una toxina que protege al mi­

croorg~nismo de los leucocitos del huésped, ya que provoca la 

destrucción de los gránulos del polimorfonuclear y, coma conse-­

cuancia, la muerta del leucocito. (15) 

c.2.2 Toxina exfoliativa o epidermolítica. El síndrome estafilo­

cdccico de piel escaldada es provocado por esta toxina ya qua 

causa la separación de las capas celulares de la epidermis prov~ 



cando manifestaciones cutáneas, no provoca muerte celular ni res-

puesta inflamatoria. Si se inyecta por v!a venosa en el conejo 

causa necrosis de las cálulas epidérmicas. Tiene efecto letal, 

actúa sabre el mósculo cardiaco y produce la muerte de las cone­

jos. 

c.2.3 Enterotoxinas. Tienen efecto en la v!a digestiva. Se han 

identificado siete tipos de enterotoxinas: 

F. Las toxinas A y D se relacionan frecuentemente con intoxica-

cienes por alimentos, mientras que la enterotoxina 8 se asocia a 

infecciones hospitalarias. La enterotoxina F, fue la última qua 

se descubrió y aisló de cepas de ~ ~' se observó que tiene 

una rBlaci6n estrecha con algunos signos y síntomas del síndrome 

de choque tóxico. (l),(15) 

Las enterotoxinas estafilocóccicas resisten la acción pro-

teolitica del jugo gástrico. de la tripsine y la pepsina. Los 

alimentos ricos en carbohidratos son ideales para que los estnfi­

lococos capaces de producir las toxinas se multipliquen las 

excreten al alimento; y una vez que ástas son ingeridas por el s~ 

jeto, se presenta un período de incubación de l a 4 horas, comen­

zando entonces la sintomato1og!a que consiste en: náusees, vómi­

to en proyectil, cuadro diarreico y espasmos a nivel intestina1. 

Estas toxinas s6io actdan en el hombre y en algunos monos; 

no son mortales para los adultos, pero en recián nacidos puedan 

provocar la muerte. 



c.2,, Exotoxinas pir6genas. Se han idantificado tres tipos de SX.Q 

toxinas estafilocóccicas pirógenas: A, B y C; 6sta última es pr2 

ducida por cepas de ~ ~ aisladas de pacientes con síndrome 

de choque tóxico. 

El sistema inmune del huásped se ve afectado por la exo -­

toxina pir6gena de tipo e ya que provoca un aumento de la hiper-­

sensibilidad adquirida y actividad mitógena sobre cálulas T no e§ 

pec!f leas. (lS) 

[). Pruebas de rutina para la identificación de estafilococos. 

Después de obtener la muestra del paciante, la cual puede 

provonir de: exudado faríngeo, material de pústula o herida, l!­

quido de impátigo, material de un absceso, secreción del ojo, su­

puración del a!do externo, orina, exudado vaginal, sangre o l!qu1 

do cefalorraquídeo, se procede a sombrar en galesa sangre para el 

aislamiento de este tipá de materiales clínicos y posteriormente 

se realizan las pruebas de rutina que normalmente se emplean para 

la identificaci6n del g~nero Staphvlococcus. 

D.1 Hem6lisis. 

La gelosa sangre no es un medio selectivo, poro es un me-­

dio muy ric.o que permite et.servar si el microorganismo produce h~ 

m6lisis. Para diferenciar las distintas actividades hemol!ticas, 

se debe emplear en la elaboración del medio de cultivo, sangro de 



carnero y base de tripticase!na soya agar. 

Las colonias de ~ ~ aparecon rodoadas de una zona do 

hem6lisis completa, aunque también se han detoctado algunas cepas 

de ~ epidermidis que la producen; por esta razón el medio de ge­

losa sangre sólo se emplea para el aislamiento primario de las -­

muestras clínicas. (15) 

D.2 Desarrollo en distintos medios selectivos. 

Los estafilococos son microorganismos que no requieren me­

dios especiales, pero es conveniente utilizar medios selectivos 

para que inhiban el crecimiento de otras bacterias, favoreciendo 

el desarrollo de los primeros. 

- Agar sal manitol. Es un medio selectivo porque contiene 

una elevada concentración de clorura de sodio (75 g. de NaCl por 

litro), además el indicador ácido-base que contiene vira a amari­

lla si el microorganismo utiliza el rnanitol. (2) 

- Agar 110 (S 110). La concentración de cloruro de sodio 

que posee aste medio (75 g. da ttaCl / 1000 ml), indica que es se­

lectivo~ pero esto no es cien por Ciento cierto ya que na s6lo d~ 

sarro1lan 1os astafi1ococos sino que tambi~n crecen otros microoL 

ganismos como: Streptococcus faecalis y algunas especies del gó­

nero Proteus. (B) 

- Agar Chapman Stona. Es un medio selectivo para el aisl~ 

miento de estafilococos, es similar al Agar 110. Las colonias 



de ~ ~ son amarillas o anaranjadas con una zona clara alre­

dedor, lo cual implica la fermentaci6n del carbohidrato. Las co­

lonias de ~ epidermidis son blancas o incoloras. (8) 

- Agar Vogel Johnson. Es un medio selectivo para estafil~ 

cocos manitol positivo, ya qua permite la identificacidn y dife-­

renciaci6n da estafilococos pat6genos que producen ácido, virando 

el indicador rojo de fenal y reduciendo el telurito a teluro (co­

lonias negras). La flora acompañante es casi totalmente inhibida 

por el contenido del telurito, cloruro de litio y glicina. (B) 

- Agar Baird Parker. Es un medio selectivo para estafilo­

cocos. El contenido de huevo permite observar lipolisis y prote~ 

lisis 1 de los estafilococos en forma de halos caractar!sticos; ad~ 

más de la reducci6n del telurito a teluro. (B), (2) 

D.3 Producci6n da pigmento. 

En galesa sangre no se observa la producci6n del pigmento, 

par~ en agar 110 y en agar sal manitol, despu~s de otras 24 horas 

de incubacidn a temperatura ambiente, se puede distinguir en for­

ma clara que las colonias de ~ ~ presentan pigmento dorado, 

mientras que las de ~ epidermidis lo presentan de color blanco. 

(23) 

D.4 Catalasa. 

La catalasa es una prueba de rutina que se realiza 6nica y 

exclusivamente para diferenciar al g~nero Staphylococcus del g~ns 
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ro Streptococcus. Esta nunca se debe realizar en galesa sangre 

porque da una reacci6n falsa positiva debido a que los eritroci­

tos que contiene el medio son productores de catalasa. (23) 

D.5 Caldo manitol rojo de fenal. 

La degradación del manitol con producción de ácido, se de­

tecta por el vire del indicador ácido-base rojo de fenal. La pr~ 

sencia da un color amarillo indica prueba positiva. Las cepas de 

~ ~ 5on manitol positivo, sin embargo no hay que descartar 

que tambi~n existen algunas cepas de ~ epidermidis que degradan 

el manitol. 

0.6 Desoxirribonuclaasa (DNAsa). 

Al complejo enzimático capaz de degradar al DNA despu~s de 

exponerse a temperaturas de 90° - 10o 0 c durante 15 minutos, se le 

design6 DNAsa estable al calor o termorresistente, mientras que 

al complejo que pierde esta capacidad se le nombró DNAsa termolá­

bil. Con estos estudios se logr6 comprobar la existencia de dos 

complejos enzimáticos cuya actividad degradativa dependa da la -­

temperatura. Es importante mencionar que la forma termorresisteD 

te se ha detectado en la mayoría de las capas coagulase positiva. 

{22). 

D.7 Coagulase. 

Un estafilococo que produce coagulase, es pat6geno, inda-



pendientemente de la pigmentaci6n de la colonia. 

Esta prueba de rutina generalmente se realiza en el caldo 

manitol rojo de fenal neutralizado con NaOH o KOH diluida y adi­

cionando plasma diluido 1:4. Posteriormente se examina en busca 

de coágulos en intervalos de 30 minutos durante 4 - 6 horas; si 

no se observan coágulos al finalizar este período, se deberá ax~ 

minar a las 6 y 24 horas para dar la prueba como negativa. (23) 

Es muy importante que el caldo manitol rojo de fenal está 

neutralizado,.porque en medio ácido, las enzimas se desnaturali­

zan y el plasma se coagula en forma inespec!fica. 

E. Proteína A. 

E.1 Características de la proteína A. 

El principal componente proteíco da la pared celular de 

~ ~ es la proteína A, se ha demostrado que ésta comprende 

el 1.7 % de la bacteria y el 6.7 % de la pared celular. Las in­

vestigaciones realizadas muestran que la proteína A está ligada 

covalentemente al peptidoglucano de la pared celular, pero el 

punto exacto de unión no está esclarecido. (29) 

La proteína consta de una sola cadena polipeptídica, com­

puesta da 376 aminoácido~, con un peso molecular de 41 494. {26) 

Aproximadamente, un tercio de la proteína A se libera ha-
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cia el medio y el resto se incorpora a la pared celular de la ba~ 

teria en crecimiento, pero existen cepas de ~ ~ que no son 

capacea de incorporar dicha proteína a su pared, liberándola toda 

hacia el exterior, este fen6meno generalmente se dá cuando las e~ 

pas son resistentes a la meticilina. (26) 

La mayor!a de las cepas de ~ ~ poseedoras de proteí­

na A se aislan de casos cl!nicos, de ahí su importancia. 

Existen algunos antibióticos como la estreptomicina, el 

cloramfenicol y la puromicina, que inhiben la síntesis de prote!­

na A, debido a que interfieren en ciertas funciones de los ribas2 

mas. La vancomicina no ~nhibe la síntesis de proteína A pero sí 

la del peptidoglucano. (26) 

E.2 Afinidad de la proteína A por la fracci6n cristalizable (Fe) 

de las gamma globulinas. 

La proteína A tiene la capacid8d de unirse a la porción Fe 

de la gamma globulina do mamíferos (IgG), lo cual conduce a la 

formacidn de complajos pseudoinmunitarios, este fendmeno propor-­

ciona una herramienta poderosa en la investigación de los mocani~ 

mas biológicos de las reacciones antígeno-anticuerpo. (30) 

La propiedad de la proteína A de unirse a esta porción del 

anticuerpo, permite explicar las bases estructurales de ciertos 

fendmenos biológicos asociados con la región te, ya que se ha de­

mostrado que la reacción de la proteína A da como resultado la ªE 
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tivaci6n del complemento. Si la proteína A se administra a cuyos, 

conejos, hamsters y hombres, se provocan una serie de reacciones 

inmunológicas que dañan los tejidos. (11),(12) 

La proteína A no sólo se une a la porción Fe de la lgG 

sino que también puede unirse a los receptores Fe de los polimor­

fonucleares, alterando los procesos de opsonizaci6n y fagocitosis. 

(30) 

Kronvall y colaboradores confirmaron que la proteína A se 

adhiere a la fracción cristalizable (Fe) de la lgG humana, pero 

esta unión sólo se realiza entre los subgrupos 1, 2 y 4 de las 

gamma globulinas. Además cuantificaron la proteína A da la cepa 

Cowan I de ~ ~. empleando globulinas de mielama marcadas y 

estimaron que cada microorganismo posee alrededor de BO 000 molé­

culas de proteina A. (19),(21),(20) 

E.3 Reacción pseudoinmune. 

La presencia de proteína A en cepas de ~ ~ puede de­

tectarse por medio de una reacción de hemaglutinación, en dondG 

se utiliza como soporte a las eritrocitos de carnero sensibiliza­

dos con un anticuerpo homólogo (amboceptor hemolítico). 

La reacción entre eritrocitos de carnero y amboceptor hem,2 

lítico as una reacción antígeno-anticuerpo, ya que la porción f ab 

del anticuerpo queda unida al antígeno, mientras que la porción 



Fe queda libre uni!Sndose a la proteína A, a este fenómeno biol6g_!, 

co se le conoce como "reacción pseudoinmune 11
, ya que no intervi.§!_ 

ne la fracción Fab del anticuerpo, esto se puede detectar macros­

c6picamente e través de una reacción de aglutinación. (g),(25) 

fig. l. 

Las cepas Cowan I de ~ aureus son ricas en proteína A y 

muestran un patrón de aglutinación positiva frente a los eritroc_!, 

tos sensibilizados, mientras que ~ epidermidis no los aglutina 

porqu~ no pasee proteína A en su pared celular. {25) 

Forsgren y Sjoquist basaron sus estudios en la reacción 

pseudoinmune ya que a trav~s de ásta encontraron que la proteína 

A se puede utilizar coma reactivo inmunológico. (27). A partir 

de entonces a esta proteína se le han dada una serie de aplicaci2 

nas entre las cuales están: 

- En. radiainmunoensaya (RIA) se emplea como fase sólida 

para la cuantificación de o(- fetoprote!na en suero humano y tam­

bién en la detección de algunos antígenos virales. (27} 

- En inmunoensayos enzimáticos se emplea para la datermin~ 

ci6n de al~ómina en orina. (14) 

- En tácnicas de aglutinación y coaglutinaci6n se emplea 

como soporte de anticuerpos contra algunas bacterias. naumoco-

cos, micobacterias, enterobacterias, neiserias, estreptococos, 

Haemophylus influenzae, ~ cholerae, etc. ) (27) 
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E.4 Probable relación entre patogenicidad y producci6n de proteJ. 

na A. 

La produccidn de coagulase es el criterio más aceptado p~ 

ra la identificación de estafilococos patógenos, la detección de 

esta enzima se considera como sinónimo de virulencia en ~ ~· 

Por tal motivo, se pretende establecer también una relación entre 

producción de proteína A y patogenicidad. 

En 1958, Jensen describi6 un antígeno presente en ~·~ 

que precipitaba a la Y - globulina humana, a esta antígeno se le 

designó con el nombre de proteína A estafiloc6ccica. Desde entoD 

ces sq han realizado inves~igaciones que permitan establecer que 

los estafilococos coagulase positiva, son productores de proteína 

A. (25) 

Forsgren diseñ6 una tdcnica en tubo empleando eritrocitos 

de carnero sensibilizados y encontró que al 98.9 % de 700 cepas 

de estafilococos coagulasa positiva, desoxirribonucleasa positiva, 

produjerÓn proteína A. Kronvall report6 que el 90 % de 156 ce--

pas de estafilococos coagulasa positiva precipitaron con IgG de 

mieloma mientras que ninguna de las 46 cepas coagulasa negativa 

aisladas precipitaron con Bsta inmunoglobulina. Winbald y Ericson 

emplearon una técnica similar a la de f orsgren y encontraron que 

el 88.3 % de 700 cepas de estafilococos coagulasa positiva fueron 

proteína A positiva. {10),(25) 



La prueba de hemaglutinaci6n en tubo as de fácil prepara-­

cidn, rápida, sensible, especifica, puede aplicarse en la identi­

ficación clínica de ~ ~ y, lo que es más importante, mues­

tra una fuerte correlación entre producción de prote!na A y pato­

genicidad da esta bacteria. {25) 
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11. DESARROLLO EXPERIMENTAL. 

A. material 

A.1 material biológico. 

A.2 

- Globulos rojos de carnero. 

- Suero de conejo anti-glóbulos rojos de carnero (ambocep-

tor hemolítico) 

- Cepa de §.... ~ Coman I ATCC 12598 

- Cape de §..._ epidermidis ATCC 12228 

- Cepas de Staphylococcus coagulase positiva de origen cli 

nico. 

- Cepas de Staphylococcus coagulase negativa de origen clf 

nico. 

material de vidrio 

- Tubos de ensaye de 13 • 100 con tapón de rosca. 

- Tubos de ensaye de 13 * 100. 

- Tubos de ensaye de 12 * 75. 

- Pipetas graduadas de ml. 

- Pipetas graduadas de ml. 

- Pipetas graduadas de 10 ml. 

- Pipetas Pasteur. 

- Vaso de precipitado ds 100 ml. 

- Vaso de precipitado de 150 ml. 
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- Vaso de precipitado de 250 ml. 

- Agitador de vidrio. 

- Probeta graduada de 100 ml. 

- matraz Erlenmeyer de 125 ml. 

- matraz Erlenmeyer de 250 ml. 

- matraz Erlenmeyar de 500 ml. 

- matraz Erlenmeyer de 1000 ml. 

- Frascos viales de 100 ml. 

- Frascos viales de 50 ml. 

- f"rascoa viales de 10 ml. 

A.3 material normalmente empleado en al laboratorio. 

- Asas bacteriol6gicas. 

- mechero Bunsen. 

- Portaobjetos. 

- Gradillas metálicas para 40 tubos. 

- Gasa. 

- Algodón. 

- Parafilm. 

- Tele de alambre con asbesto. 

- Tripii!. 

- Cajas Petri da plástico. 

- Placas de microtitulaci6n. 

- Bulbo de látex. 
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A.4 Equipo. 

- Incubadora de 37° c. 
- Refrigerador de 4° c. 
- microscopio óptico. 

- Baño de agua a 37° c. 

- Csntr!fuga. 

- Autoclave. 

- Balanza analítica. 

- Balanza granataria. 

- riltro Sminax millipors con membrana D.45 

A.5 medios de cultivo. 

- Tr~pticase!na soya agar. 

- Tripticase!na soya calda. 

- Agar sal manitol. 

- Caldo ~anitol roja de fenal. 

- Agar llO (S 110) 

- Caldo cerebro corazón.(BHI) 

A.6 Reactives y soluciones 

- Amortiguador de fosfatos pH 7.2 

- Amortiguador de Veronal pH 7.3 

- Timerosal. 

- Solución salina isotónica o.es % 

- Colarantee de Gram. 
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- Aceite de inmersión. 

- Solución de Alsever. 

- Solución de fenol al 5 % . 
- Cloruro de aodio. 

B. metodología 

B.1 Pruebas realizadas a cada una de las cepas de Staphylococc.us 

aisladas cl!nicamente. 

Las 300 cepas de Staphvlococcus aisladas en el Hospital Re­

gional "Ignacio Zaragoza" del ISSSTE se sometieron a las siguien­

tes Pruebas: 

a.1.1 Desarrollo en caldo ~anito! rojo de fenal adicionando cloruro 

de sodio al medio. (Ver ANEXO) 

Cuando las cepas venían contaminadas, se procedió a sembra~ 

las en caldo manitol rojo de fenal más cloruro de sodio, (de mane­

ra que la concentración final fuera de 75 g de NaCl por litro). 

Los resultados fueron favorables porque sdlo crecieron los eataf! 

lococos y los contaminantes se vieron inhibidos. 

1.1.:z Desarrollo en tripticase!ne. soya agar. 

Los estafilococos requieren un cierto número de aminoácidos 

y vitaminas, y a pesar de sus complejos requerimientos nutricio­

nales, ástos desarrollan bien en muchos medios de rutina como el 



agar tripticaseína saya. 

1.1.3 Desarrollo en mani tal sal aga.r. 

Todas las cepas de estafilococos se sembraron en agar sal 

manitol para observar le morfología colonial, la producción de 

pigmento y .la degradación de este carbohidrato. 

B.1 • .t Degradación del manitol presente en el caldo y en el agar. 

A todas las cepas de estafilococos se les sometió a la 

prueba de degredaci6n de manitol tanto en caldo como en agar, pa­

ra observar si en ambos casos coincidían las pruebas, ya que exi~ 

ten cepas de estafilococos que sólo en uno de los casos lo degra­

dan. 

1.t.s Desoxirribonucleasa termorresistente. 

Para efectuar esta prueba, se utilizó un cultivo puro de 

cada una de las cepas de estafilococos en medio líquido, ensegui­

da se expusieron a la temperatura de un baño de agua hirviendo d~ 

rente 15 minutos~ se inocularon por picadura en el agar ONAsa do 

prueba ·y se incubaron a 37°C durante 24 horas. La presencia de 

una zona c1ara alrededor de la colonia indicó una prueba positi­

va de DNAsa, la zona se logró distinguir mejor con la adición de 

HCl lN. (Ver ANEXO). 
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1.1.6 Presencia de pigmento. 

A todas las cepas utilizadas en este estudio se les detei 

minó si producían pigmento dorado en manitol sal agar. La pre-­

sencia de ~ste se pudo distinguir claramente tras 46 horas de in 
cubaci6n, 24 horas a 37° C y otras 24 horas a temperatura ambien 

ta. 

B.2 Tácnica de sensibilización ~l eritrocitos de carnero. 

- mantener a los eritrocitos de carnero antes de su uso a 

4° C en una s6luci6n de Alsaver. (6) 

- Lavar los eritrocitos de 3 a S veces con solución sali­

na isot6nica a.es %. 

- Hacer una suspensión de los eritrocitos al 5 % con amo_!. 

tiguador da fosfatos pH 7.2 o con amortiguador da Veronal pH 7.3 

(6). 

- Diluir el amboceptor hemolítico con solución salina is~ 

tónica o.as % de acuerdo con los resultados obtenidos en la uni­

dad aglutinante. (Ver ANEXO) 

- mezclar 4 ml de eritrocitos da carnero al S % y lD ml 

del amboceptor dilu!do de acuerdo con la unidad aglutinante. 

- Agitar suavemente y esperar 20 minutos. 

- Centrifugar y eliminar el sobrenadante. 

- Lavar 3 veces el paquete con solución salina isotónica 

a.es%. 
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- Reauapender con 10 •l de amortigúedor de fosfatos pH 7.2 

o con amortiguador de ~eronal pH 7.3 para que la suspensión tenga 

finalmente une concantraci6n del 2 %. 

La te~peratura de refrigeración conserva alrededor de tres 

días a los eritrocitos de carnero sensibilizados ya que daspuás 

de este tiempo se observa una ligera hem6lisis, la cual puede ali 

minarse mediante centrifugaci6n y de esta manera se pueden seguir 

utilizando loa eritrocitos en les pruebas. 

Para la conservaci6n de los hematíes resulta efectivo el 

uso de soluciones de glicerol- citrato-fosfato con almacenamiento 

e temperatura da congelación ( -4° C ); los glóbulos rojea sensi­

bilizados y almacenados así se conservan alrededor de diez días. 

(4) 

El tratamiento con formeldeh!do y glutareldeh!do, pare la 

conservación de los .eritrocitos de carnero al tara las propiedades 

antig6nicas de la ~ambrene del glóbulo rojo ya que cuando se pone 

frente a su anticuerpo, áste no se une y por lo tanto no se puede 

apreciar claramente una reaccidn de aglutinacidn; sin embargo, -­

cuando se trata de pegar un antígeno a un eritrocito formelinizá­

do esta tácnica resulta ser eficaz a diferencia de cuando se tra­

ta de págar su anticuerpo en que la tácnica no tiene dxito. 

(3). (7). (31) 
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B.3 Prueba de la presencia de proteína A por medio de la reac­

ción de hemaglutinación en 300 caeos clínicos. 

La prueba de hemaglutinaci6n para la detección de proteína 

A puede realizarse en tubos o en microplacas de titulaci6n. 

Para reálizar esta prueba, las cepas de astaf ilococos se 

sembraron en tripticase!na soya caldo y se incubaron durante 8 

horas a 37° C de manera que el medio de cultivo estuviera turbio 

(se detectaron algunas cepas que requirieron un tiempo de incuba­

cidn mayor y p,or lo tanto se dejaron incubando hasta 24 horas). 

Una vez que las cepas habían desarrollado, se tomaron 50 

ul deilos microorganismos de cultivo y se depositaron an el pozo 

de la microplaca, enseguida se colocaron 50 ul de los gldbulos r~ 

jos de carnero sensibilizados al 2 %. 

Los resultados de las pruebas se leyeron a las 2 horas, e~ 

te tiempo se empez6 a contar despu~s de la adición de los eritro­

citos sensibilizados. (E1 intervalo en el cual se pueden leer los 

resultados es de 2 a 5 horas, segón maxim y colaboradores). (25) 

Al mismo tiempo se tomaron otros 50 ul de los microorgani~ 

mos de cultivo y so dopositaron en el pozo de otra microplaca y 

en lugar de añadir glóbulos rojos sensibilizados, se añadieron 

glóbulos rojee no sensibilizados al 2 %, esto sirvió como control 

para observar si loe sensibilizados aglutinaban a la proteína A. 
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Se empleó a la cepa de.[.,_~ Cowan I ATCC 12598 co­

mo control positivo para la prote!na A y a la cepa 2-&. epidarmidis 

ATCC 12228 como control negativo para esta prote!na, ambos 

microorganismos se sembraron en tripticase!na soya caldo y se in­

cubaron a 37º e durante a horas. 



CUADRO 
DESARROLLO DE LOS 
EN DISTINTOS MEDIOS 

ESTAFILOCOCOS 
DE CULTIVO. 

DES,\RROLLO EN DESAltROllO EN DESARROLLO EN 

Slaphr:lococcu• CALDO MANITOL ROJO TRIPTICASEINA SOYA MANITOL SAL 

DE ffNOl • NaCI AGAlt AGAR 

COAGULASA P'OSITIVA (1) 224 + 100% 224 -+ 100% 224 + 100% 

121 
COAGULASA NEGATIVA 76 + 100% 76 + 100% 76 + 100% 

111 22.4 fu• •I númuo d• upo1 cM S. 9ureu1 qve .e ttabaJorol'i y qv• fueron refuidoi al 100 "/, 

12) 76 fue •I númuo d• upot de 5 •pidermidl1 qu• M trabajaron y qu• fuero" refuida1 al 100 '/. 



CUADRO 2 
PRUEBAS REALIZADAS A LOS 300 CA­
SOS DE ESTAFILOCOCOS. 

DEGRADACION OEGRADACION PIGMENTO DORADO 
ONa1a 

Stol!hi::lococcu1 DEL MANITOL DEL MANITOL 
TEAMORESISTENTE Al DESARROLLAR EN 

EN CALDO EN AGAR 
MANITOL SAL AGAR 

COAGULAS A l'OSITIVAll) 
222 -+99.1% 221-+98.6% 224-+ 1oor. 175-+ 78.1% 

COAGULASA NEGATIV~ll 2-+ 2.6 % 2 -+ 2.6% o-+ 0.0% 0-+0.0 r. 

(I} 224 fue el númua de upa1 cM ~ qu• •• lrabojoron y qu. f11uan referido• al 100 1. 

(2) 76 fue el número de c•pa1 de S epldermldh que .. hobaJoron y qu• fuuon referido1 al 100 "/. 



CUADRO 3 
DEMOSTRACION DE LA PRESENCIA DE -
PROTEINA A EN 300 CASOS CLINICOS 
POR MEDIO DE HEMAGLUTINACION. 

NUMERO NUMERO DE CEPAS PORCENTAJE DE CEPAS 

DE PROTEINA A PROTEINA A 

AISLAMIENTOS POSITIVA POSITIVA 

COAGULASA POSITIVA 224 222 99.1% 

COAGULASA NEGATIVA 76 o 0.0% 



REACCION 
PLACA· DE 

DE HEMAGLUTINACION 
MICROTITULACION. 

CONTROLES DE Staphylococcus. 

~ !!.!1M1 COWAN 1 AlCC 12$98 

(Con1rol potlt\wo deprot.fna Al 
j.!!.O!!l!tmidl! ATCC 12728 (.\. 

fC...hol n_ll,. do p<ot,;'no A) \J 

CASOS CLINICOS DE Staphylgcoccys 

Prot•lna f4, posltl't'o 

l Avtutinación poslllva) 

Proteína A flegativo 

(~o hoy aglullnoclón l 

EN 



IV. ANALISIS DE LOS RESULTADOS. 

En este estudia se probaron 300 cepas de Staphylococcus 

aisladas da diferentes tipos de muestras. (224 coagulase positiva 

y 76 coegulasa negativa). 

Como se ~uestra en el cuadro 1, todos los estafilococos d~ 

sarrollaron perfectamente sn tripticase!na soya agar y en agar 

sal manitol, lo cual indica que estos microorganismos obtienen de 

astas medios todas sus requerimientos. El empleo del caldo mani­

tol rojo de fe1"\ol adicionado de cloruro de sodio hasta ajustar 

una concentracidn de 7.5 % aporta muy buenos resultados ya que ea 

puede, utilizar para el aislamiento de los estafilococos al inhi-­

bir a los contaminantes y, a su vez, permite observar la degrada­

ción del manitol. 

Por otro lado, se detectaron dos cepas de ~ ~ que 

no degradaron el manitol del caldo pero s! el del agar, igualmen­

te se presentaron tres que no degradaron el manitol del agar pero 

sí el del caldo, esto podría deberse a que la concentracidn de -­

sustrato o algún otro factor que no se determinó, probablemente 

inhibid la síntesis de la enzima manitolasa en ambos casos. 

La manitolaBa, aunque son casos no frecuentas definitiva-­

mente, tambidn se encuentra presente en contadas cepas de estaf i­

lococos coagulasa negativa ya que se reportaron dos cepas de 2,i. 

epidermidis que degradaron el manitol del calda y del agar. 
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Esto implica que es muy baja la probabilidad de que una c2 

pa de §..:.. epidermidis se diagnostique como ~ aureus, en el caso 

de que se empleara solamente esta prueba para diferenciarlos. 

El 100 % de las cepas de §..,_ ~ produjeron DNAsa teL 

morresistente, mientras que ninguna de las cepas de ~ epidermidis 

produjo esta enzima. Es una prueba fácil de realizarse, paro tie­

ne la desventaja de que proporciona el resultado 20 horas después 

de inocularse el microorganismo en el medio de cultivo que contie-

ne el sustrato. 

La producción de pigmento no se utiliza como prueba conf ir­

mativa de la patogenicided del microorganismo, ya que se sabe que 

esta característica no es constante, lo cual se corroboró al anean 

trárse que sólo al 78.1 ~ de las cepas coagulase positiva produce 

pigmento dorado al desarrollar en manitol sal agar. (En tod~s los 

casos que presentan coagulasa negativa, las colonias muestran un 

color blanco al desarrollar en el media anterior). 

Con respecto, a la prueba de hemaglutinación para demostrar 

la presencia de proteína A en cepas de estafilococos patógenos, se 

encontró que de 224 cepas de estafilococos coagulasa positiva, 222 

posaian proteina A lo que equivale al 99.1 % y de 76 cepas coa­

gulasa negativa a ninguna se le detectó proteína A. (Cuadro 3) 

Como se mencionó anteriormente sólo a dos cepas de ~.aureus 



no se les detectó proteína A, esto se puada atribuir a que axis-­

ten capas de?...!..~ que no son capaces de incorporar dicha prs 

te!na en su pared, liberándola toda hacia el medio de cultivo. 

La importancia de la proteína A radica en que la mayoría 

de las cepas de ~ ~ poseedoras de esta proteína se aislan 

de casos clínicos. 

Por otro lado, cuando se sensibilizaron los eritrocitos 

frescos de carnero para la prueba de hemaglutinacidn, se observó 

que ástos permanecen sin alterarse alrededor de 3 días, ya qua 

despuds de este tiempo hay hem6lisis; debido a este problema di­

chos Sritrocitos se trataron con. formaldehído y glutaraldeh!do 

buscando que se conservaran más tiempo, pero el tratamiento con 

estos reactivos alteró las propiedades antigánicas de la membrana 

del glóbulo rojo, porque al observar al microscopio los eritroci­

tos formalinizados y sensibilizados, se apreció una aglutinación 

inespecifica en comparación con los eritrocitos unicemente forma­

linizados, ya que aunque en ~stos Oltimos existe una autoaglutin~ 

ci6n, ésta se puede eliminar agregándoles a1b~mina sárica bovina. 

Los controles que se utilizaron en esta prueba fueron los 

siguientes: 

- Cap~ Cowan 1 da ~ ~ ATCC 12598 qua se empleó como 

control positivo para la proteína A. 



- Capa de §.... epidermidis ATCC 12228 que se utilizó como 

control negativo para la proteína A. 

Otro control que se realizó al mismo tiempo que se monta-­

ron las pruebas, fue el de añadir glóbulos rojos no sensibiliza­

dos a cada una de las cepas con el fin de observar si los eritro­

citos no se aglutinaban inespecíficamenta en presencia de los mi­

croorganismos, ya que podrían obtenerse falsos positivos. En es­

tos controles se observó qua no hab!a formaci6n de la malla de 

aglutinación porque no existía gamma-globulina que se uniera a la 

proteina A y sólo. se formd un botón de eritrocitos con sobrenadan 

te claro, lo que indica que no se presentan falsos positivos. 

El tiempo de lectura para las pruebas seg6n maxim, os en 

un intervalo de 2 a 5 horas; sin embargo, se pudo constatar que 

con tiempos mayores, aunque había desecación, la lectura permane­

c!a sin ningón cambio, pudiándosa leer perfectamente las pruebas. 

Son muchas las ventajas que presenta la prueba de hemaglu­

' tinaci6n para la detección de proteína A: 

- Es de fácil preparación. 

- Es rápida tanto en tubo como en microplaca. 

- Es sensible. 

- Es especifica. 

- Es confiable. 



- Si no se cuenta con micropipeto se pueden emplear capil~ 

res con bulbos de látex. 

- Puede aplicarse en la identif icaci6n cl!nica de ~-~· 

- Puede emplearse como prueba complementaria o bien llegar 

e ser sustituto de la coagulase. 

- Su lectura e interpretación no presenta confusi6n ni di 

ficultad alguná. 

- En comparación con el tiempo ruquarido en el análisis rg 

tinario (54 a 72 horas), esta prueba emplea un tiempo menor desde 

al primoaislamiento (32 horas). 

- muestra una fuerte correlaci6n (99.l %) entre producci6n 

de proteína A y patogenicidad de ~ ~· 

Sin embargo, esta prueba presenta algunas desventajas como 

son: 

- Los eritrocitos de carnero sensibilizados (reactivo bio-

16gico) tienen una vida corta, puesto que duran alrededor de tres 

d!as en refrigeración y diez días almacenados a temperatura de 

congelación.en soluciones de glicerol-citrato-fosfato. 

- E1 tratamiento de los glóbulos rojos de carnero con for­

maldeh!d o, no tiene ~xito porque aunque prolongue la viabilidad 

del eritrocito no se obtiene el reactivo deseado. 

- El costo es relativamente elevado debido a que se emplea 

amboceptor hemol!tico y eritrocitos de carnero. 



- Algunos estafilococos coagulasa positiva no incorporan 

la proteína A en su pared celular, por tal motivo no se pueden d~ 

tectar con la hemaglutinaci6n. 

En la prueba de hemaglutinaci6n el porcentaje que se obtu­

vo respecta a las Cepas coagulasa positiva es muy significativo 

ya que muestra concordancia en el hecho de que son productoras de 

proteína A, mientras qua el porcentaje obtenido para las coagula­

sa negativa indica qua ninguna produce a incorpora proteína A en 

su pared celular. 



V. CONCLUSIONES. 

Los objetivos propuestos en este estudio se cumplieron porque 

a través de ellos se lleg6 a correlacionar producción de proteína 

~ patogenicidad de ~ ~· 

Se puede considerar como un criterio cierto, que un estafilo­

coco que produce prote!na A es patógeno, esto se corrobora porque 

la mayoría de las cepas de estafilococos coagulase positiva, pro­

teína A positiva, se aislaron de pacientes que mostraban un cuadro 

clínico muy severo en la garganta, así como de algunos portadores 

sanos; las cepas coagulase negativa, proteína A negativa, proce­

dían de pacientes que no presentaban cuadro clínico alguno. 

La técnica de hemaglutinaci6n es una reacción inmunológica que 

proporciona una gran ayuda en le identificación de estafilococos 

pat6genos y que tiene amplias perspectivas de aplicarse en el lab2 

ratorio como prueba de rutina. 

Entre una de las ventajas que se señala está la disminución 

del tiempo de diagnóstico~ en comparación con la prueba de la ce~ 

gulasa realizada rutinariamente, la hemaglutinaci6n requiere de un 

total de 32 horas para tener el resultado (este tiempo incluye el 

primoaislamiento). 

Una desventaja que se menciona, es que el reactivo biológico 



.P!J'man.ece viable alrededor de 3 a 4 días, por lo que se recomie"~'"'- · 

da prepararlo continuamente. 

En cuanto a la prueba de degradación de manitol en caldo y en 

agar, se puede considerar que ambas son confiables, ya que mues-­

tren una mínima diferencia en el porcentaje, corroborando de esta 

manera que la producción de manitolasa es una prueba muy útil en 

la diferenciación de las especies de estafilococos~ 

La ON{U¡a termorresistente es una prueba que result6 muy con-­

fiable porque el 100 % do las cepas coagulase positiva ejercieron 

actividad hidrol!tica sobre el DNA, lo cual no sucedió con ningu­

na de las coagulase negativa. La desventaja de esta prueba es 

que el resultado se obtiene en 20 horas y este tiempo no incluye 

el primoaislamianto. 

... 



ANEXO. 

1.Caldo manitol rojo de fenol ·adicionado de cloruro de sodio. 

f6rmula aproximada en gramos por litro de agua destilada 

(Bioxon) 

Peptona de caseína 

Cloruro de sodio 

Rojo de fenol 

ffianitol 

pH final 7.4 ± 0.2 

10.0 

s.o 
0.018 

s.o 

Añadir al medio 7.0 g de cloruro de sodio por cada 100 ml 

de agua destilada, para obtener una concentracidn de 7.5 % de el~ 

ruro da sodio. Esterilizar a 116° C a 118° C (no más da 12 li-­

bras da presión) durante 15 minutos. 

2. Agar ONAsa da prueba. 

Acido dasoxirribonucla!co 2g 

Digesto pancreático de caseína USP lSg 

Digesto papa!co de harina da soya USP Sg 

Cloruro de sodio 

Agar 

Agua destilada 

Sg 

lSg 

1000 Ínl 

Esterilizar en autoclave a 110° C durante 15 minutos. 



3. Determinación de la unidad aglutinante. 

- Preparar diferentes diluciones del amboceptor (1:2, 1:4, 

l:B, 1:16, 1:32, 1:64, 1:126, etc.) 

~ Colocar 0.2 ml de cada diluci6n en diferentes tubos da 

ensaya de 12*75. 

- Adicionar 0.2 ml de una suspensi6n de eritrocitos de ca~ 

nero al 2 % en cada tubo. 

- Observar si hay aglutinación macroscópica (la dilución 

en donde no se observe aglutinaci6n macroscópica, esa será la un! 

dad aglutinante del amboceptor) 
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