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INTRODUCCION.

Debido a la importancia que tiene la determinacidén de la
patogenicidad de las cepas de Stephvlococcus aisladas an sl labg
ratorio clfnico, durante mucho tiempo se han desarrollado prue--
bas indicativas de ésta. Como es sabido de todos, la prucba de
la coagulasa es la que universalmente se acepta como la determi-
nante, pero no cesan las investigaciones que lleven a otra que
con ahorro de tiempo, con mds confiabilidad y de ser posible méds
econémica, pusda sor complementaria o aln sustituir a2 la emplea~

da actualmente.

El andlisis rutinario de laboratorio no proporciona una ~
identificacidn rdpida pare las cepas de Staphylococcus ya que és
te se basa esn la determinacidn de las caracterfsticas biolégicas
y morfolégicas, para las cuales se reguisre de un tiempo minimo

de 48 horas. Dentro de estas caracterfsticas estén:

- La agrupacién tipica en racimos,

- E1 desarrollo de colonias comunmente grandes, cuyas ca-
racteristicas dependen del medio ds cultivo.

-~ La produccién de catalasa.

~ La capacidad de producir &cido a partir de meanitol y rg
ducir telurito a teluro.

-~ La produccién de desoxirribonucleasa (DNAsa)}.

~ La capacidad de producir coagulasa, que es otra caracte

ristica y la més importante de los estafilococos patégenos.



Para acortar el tiempo que normalmente se emplea en el
anflisis rutinario, se propone correlacionar la protefma A da
Staphylococcus, con su patogenicidad, ya que la produccidén de
esta proteina se puede detsrminar con rapidaz, sensibilidad y
especificidad mediante una reaccidn inmunolégica. Se trata de
una reaccién de hemaglutinacidn, en la cual, los eritrocites
da cernerc se sansibilizan con suero de conejo anti-glébulos
rojos de carnsro y este reactivo, al enfrentarse a las cepas
de estafilococos productoras de proteina A, producird sl aco-
plamiento entre la fraccifin cristalizable (Fc) de las gamma -
globulinas (IgG) y dicha protefna, debido a la afinidad que
tiens ésta por esa porcifin del anticuerpo. Ests fendmeno bio-
l1dgico, ses conoce camc reaccifn pseudoinmune ya que no inter—

viens la fracciéfn anticuerpo (Fab).

En esta reaccién de hemaglutinacién se utiliza como sg
porte glébulos rojos de carnaro sensibilizados con un anticuex
po hoemélogo, la fraccidn cristalizable (Fc) libre se unird a
la proteina A y esto puede detectarss macroscdpicemente cema

una reaccidn de aglutinacién.

Este estudio inmunolégico muestira una fuerte correla -
cién con la patogenicidad de la bacteria, Esta caorrelacidn
puade sportar una nueva dimensidn al diagndstico de las enfer

medades estafilocéeccicas.



OBJETIVOS..

~ Relacionar la presencia de protefna A con la patogenici-
dad de las cepas de estafilococos con al objeto de considerar su

empleo como técnica rutinaria.

- Detectar la protefina A que se encuentra en la pared cely
lar de los estafilococos patégenos y que es tipica de estos micrp

organismos.

- Obtener un reactivo bioldgico consistente en eritrocitos
' ‘ s

de carnsro sensibilizados con suero de conejo anti-glébulos rojos

de carnero, para la deteccidn de dicha proteina.

~ Valorar la confiabilidad de un método de deteccién de
proteina A por medio de une reaccidén de hemaglutinacién, utilizan
do @l reactivo preparade, para asi obtener un resultado més rdpi~

do que el quse sa requisre normalmente en las prusbas de rutina.



I. GENERALIDADES.

A. Importancia clinica do Staphylocozcus.

S. aursus contindez sisndo la causa ¢ nuevos y 537ios pro-~

tlemas infscciosos, por Lo que tiens un olto fadize do mortilided

y mortalidead, Los desérdenss téxicos, cono el siadreme de chogue

téxico y vl sindrome estafilocdccico de pisl escoldads, wuastran

el potsncial infezcioso ds 3. aureus; esite microorcconisrno causa

la mayorfa des las infeccionss supurativas gqus se ercuasntran en
¥ q

le préctica médica y también se le considera responsaktle o un

gran porcentaje de cases de intoxicsciébn alimsntaria.

Los estafilococos caussan un oran nlmero de enfermedadas

tanta en hombres como en animales. Cuando desarrolian in vivo -

o in vitro, liberan una

sorie de toxinas y enzimas que tisnen

una variedad de sfectos bioldpicos sobre el tejido del Srranc

afectadao, 58 ha reportado por medic de elsctroforesis la presepn

cia de I8 productes sxtracelulares, asociados con la patogsnici -

dad de S. aureus. (1),(18),(13)

El sindrome de choquae téxico se reconccid como una enfermg
dad especifica en 1978 por Todd y colaboradores, quisnes lo aso--~

ciaron con unz infeccidn estafilocdecica en nifios. En 19380, -

Howaver lo releciond eon el uso de tamponss durante la menstrus--

cién, Posteriormentos, so identificé una toxina producida por al

gunas cepas de Staphylococcus, que a la fecha se ha relacionado



con la mayorfz de los casos de sfndrome de choque téxico. (1)

El génerq Staphylococcus constituye parte de la flora ha=
bitual de la piel, y puede ocasionar serios problemes especial--
mente cuando las barreras naturales estédn comprometidas por ciry
cfas, treumstismos, implantacién de prétesis artificiales o tera

pie inmunosupresora. (16)

La mayorfa de las investigaciones se dirigen haciz los ~=
estafilococos coagulasa positive ya que son responsables de in--
fecciones cuténeas (formacién de furdnculos, carbuncos, impétigo
y sfndrome estafiloc6ccico de piel escaldada), neumonfa, osteo-=-
mielitis, pioartrosis, bacteremia, endocarditis, infecciones es-
tafilocéccicas metastfsicas, intoxicacidn alimsntaria, enteroce-

'
1litis estafilocéccice y son causantes de sfndrome de chogque téxi
‘"eo, También deben tomarse en cuenta los estafilococos coagulasa
negativa ya qus actualmente son lé causa de bacteremia, endocar-
ditis bacteriana, colonizacién de las anastomosis o derivaciones
ventrfculo-guriculares, infecciones de heridas e infecciones de

las vies urinariss. (23)

B. caracter{sicas morfolécicas y fisiolégicas del género

Staphylaococcus.

En la families [icrococcaceas, el género de importancia mé
dica es Staphylococcus, estos microorganismos poseen las siguiep
tes caracterfsticas: células redondas ds 0.8 a 1.0 um de diéme-

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



no capsulados; unas pocas cepas producen una cépsula © capa muco-

sa que incrementa la virulencia del microorganismo.

Con respscto a su agrupecién, en extendidos de pus los co-
cos aparscen solos, en pares, en racimos o en cadenas cortasj; los
racimos irregulares se pueden observar sn forma caracteristica
si el extendido proviens de un cultivo en medic sélido, y cuando
ol modio de cultivo ss lfquido, son comunes las cadenas cortas o

bien los diplococos. (15)

£l desarrollo y tamafio de las colonias de Staphylococcus
dependen del medio de cultivo, pero crecen bien sn muchos medios
de rutine en el laboratorio, como ager nutritivo o agar triptica-
seina soya; en estos medios las colonias generalmente son lisas,
opacas, circulares, convexas-bajas, y varfan de 1 a 4 mm de dif--
metro, Rlgunos laboratorios emplean medios selectivos qus permi
ten diferenciar a este géneroc de otras bacterias. Los medios se-
lectivos contiensn ciertos sustratos como sales de tsluritn,.clo-
ruro de sodio, un; concentracién elevada de cloruro de 1litio, gli
cina, lecitina y manitol, todos esstos componentes por un lado, -~
permiten casi sn forma exclusiva el crecimiento de los sstafilocg
cos y, -por el otro la diferenciacidén de los mismos, inhibiendo el

desarrollo de los microorganismos contaminantes. (s)

La mayorfa de las colonias de S, sureus presentan un pig~

mento amarillo dorado en el primer aislamiento, este pigmanto es

un lipocromo formado por dos carotencides. La pressncis de éste

no e@s un criterio vélido para distinguir S, aureus de S, epider-~
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midis, ya qus en celosa sangre, generalmente ambas ocspecies pro-

" ducen colonias blancas. (1s)

Los estafilococos pueden producir hemdlisis total, debido
a qua producon hemolisinas solubles. Esta hemélisis no sdlo se
asociz con S. aureus sino que también pueden producirla conta--

das cepas de S. ppidermidis. (17),(23),(15)

La mayoria de las cepas de Staphylococcus desarrollan en
un arplio rango de temperatura y pH (6.5°C a 46°C y 4.2 a 9.3 -
unidades de pH) siendo 1la temperatura éptima de 30°C a 37°C y el
pH 6ptimo de 7.0 2 7.5. (15)

Los cocos Grampositivos posesn un slevado contenido de
glucdpéptidos y un menor contenido lipidico sn su pared celular.
La de 5, aurgus consta de tres componentes principales: peptido-

glucano, 4cido teicoico y proteins A. (16)

Los alcoholes y otros solventes orgdnicos no penstran las
paredes cslulares deficisntes en lipidos, @sto permite que los
microorganismos Grampositivos retengan el colorante cristal vio-

leta en la tincidn de Gram. - (17)

El hecho de poseer un elevado contenido de olucopédptidos
los ayuda a resistir la accidén ds acentes f{sicos, quimicos vy

biolégicos.

- Agentes fisicos. Los estafilococos son muy resisten--
tes a la luz solar, al calor, y 2 los efectos de la desecacifn.

(Resisten ol calor hémedo hasta de 60°C durante 30 minutos) (17)

7



Sobreviven a’muchas condicionas ambientales deosfavorabtles,
de ahi que estos mi:}oorganismns puedan transmitirse a través dsel
polvo. V B

- Agentes ;uImicns. _Este género es resistente a la accidn
del fenol al 5%, al HgCl,, al cloruro de.benzalconio (tenzal), a
la oxidacidn por telurito, a altas concentraciones de cloruro de
sodio, y a la accién germicida de jabones tensoactivos y detercen

tos. (5)

- Agentes biolégicos. Los estafilococos son resistentes a

la peniciline y a la meticilina. (26),(15)

Staphylococgus staphylolyticus producs un antibiético que
lisa a las células deo S. aureus, a este antibiético se le denomi-
né lisostafina; es una paptiQasa con un peso molecular de 32 000
y que actiia especificamente sobre los puentss de poliglicina de
la pared celular de Stapbhylococeug sp.(Las cepas de S. staphylo--
lyticus son resistentes a este entibiético).

Concentraciones minimas de lisostafina inhiben el creci -~
miento de los estafilococos coagulasa positiva aislados de pacien
tes con bacteremia. Los estafilococos coagulasa negativa requig

ren de concentracionss mucho muy elevadas para ser inhibidos.(18)

Los estafilococos son facultatives, aunque las condiciones
aerobias favorecen el crecimisnto. La enesrgfe la obtiensn tanto

de la via respiratoria como de la fermentativa.



Estos microorganismos realizan la glucdélisis, sl cicle de
pentosa fosfato y del &cido cf{trico, siempre y cuando se encuen=-
tren en condiciones apropiadas de crecimiento. Las fuentes de
carbono que utilizan los estafilococos son extensas, el princi--
pal producto del catabolismo de la glucosa as el 4cido acético
con pequefias proporciones de CD2 si.las condicionses son asrobias,
pero si las condiciones son anaerobias el principal producto es

el 4cido l4ctico produciéndose tambidn acetofna. (15)

(:. Enzimas y Toxinas estafilqcéccicas.

C.1 Enzimas extracelulares.

Se han encontrado una gran variedad de productos extrace-
lulares o enzimas que promueven la invasividad y virulencia de

los estafilococos.

Existen enzimas que sélo posee S, aureus y que son de ==
gran ayuda en la identificacidén de este microorganismo; pero tam
bién existen enzimas comunes al génerc Staphylococcus que le peg
miten diferenciarlos de otros géneros. Entra les primeras ss -

mencionan las siguientes:

-~ Coagulasa, La capacidad de coagular sl plasma adn en
presencia de un anticoagulente, ®s el criterio méds usado y acep=-
tado para la identificacién de estafilococos patdgsnos. La ac-~
cién de la coagulasa en la coaculacién del plasma s similar a

la conversién del fibrindgeno en fibrina catalizada por la trom=-



bina, ya que la cocgulasz reacciona con un factor desconocido pre
sents on el plasma (FRC, factor de reaccién de la coagulasa), re-
dituando un complejo similar a la itrombina, el coéqulo formado im
pide que actden los mecanismos de defensa del huésped en contra

del microorganismo. (15),(23)

- Lipasa. La precduccién de lipasas se relaciona con la in
vasividad de los estafilococos hacia el tejide cuténeo y subcutd-
neo sano, asf como con la formacién de furdnculos. Las lipasas
son enzimas que hidrolizan a los lipidos; un ejemplo de lipasa
pressnte en S. aureus, es la lecitinasa cuyo papsl es degradar a

la fosfatidil colina llamada también lecitina. (23)

- Estafiloquinasa o fibrinolisina. La fibrinolisina es

producida por muchas cepas de S. aureus, su funcién ss disolver

los codgulos, debido a que activa al plasmindgeno para transfor-
ma:lo 6n plasmina, guse ©s una enzima que disuelve la fibrina 1i-
berando al microorganismo del codgulo y promoviendo su invasivi-
dad. (15),(13)

~ Hialuronidasa. Es una enzima ques favorece la dissmine-
cién de la infeccién porque hidroliza al 4cido hialurénico prae-
sente en el tejido consctivo; es producida por la mayorfa ds las

cepas de S. aureus. (15)

~ lanitolasa., Los estafilococos utilizan una gran varie-

dad de carbohidratos; dentro des éstos estd el manitol, al cual



degradan por medio de unaz snzima que es la manitolasa y que estd
presente casi exclusivamonte en cepas de S. aureus. (Fuy pocas

son las cepas de S. spidermidis que possen esta enzima).
tas enzimas comunes al género son:

- Fosfatasa. La fosfatasa tiene la capacidad de hidroli-
zer a los ésteres fosféricos. Fara determinar su actividad se
emplea como sustreto monofosfato de fenolftaleina. Los cepas de
S. aursus y 5. gpidermidis son fosfatasa positiva. Existen re--
portes cuantitativos qus muestran gue S, aureus produce una ma~-

yor cantidad de esta enzima sn relacibén con S. epidermidis. (23)

~ Gelatinasa. S. aureus y S. gpidermidis hidrolizan la

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

- Beta-lactamasa o penicilinasa. Esta enzima inhibe la
funcidn de la penicilina porque rompe la unién del anillo beta-
lactdmico., Actda sobre las penicilinas naturales, sintéticas 'y
semisintétices. Lla mayorfa de las cepas de Staphylococcus son

resistentes a la penicilina debido a2 que producen penicilinasa.

—~ Desoxirribonucleasa (DMNAsa). La DNAsa es una fosfodiag
terasa que tiens la capacidad de degradar al DNA. Existen dos
tipos de DMAsa: La DNAsa termoldbil, cuya produccién estd rela-
cionada con ambas especies de Staphvlococcus y la DNAsa termorrs

sistonte que sdlo se ha detectado sn cepas de S. zurgus, (22)



- Catalasa, El perdxido de hidrdégeno es wno de los pro-
ductos finales del metabolismo oxidativo o asrdbico de los hidra
tos de carbono. La catalasa ss una snzimé que produce el micro-
organismo pare descomponer al perdéxido de hidrégeno en oxfigeno y
agua. Esta enzima no es de mucha importancia en la identifica--
cifn de los estafilococos patégenos ya que la produce todo el o8
nero y la mayoria de las bacterlas aercbias y facultativas con

sxcepcién de los estreptococos. (17)

C.2 Toxinas.

€23 Toxinas citolfticas. Las hemolisinas y la leucocidina, son

toxinas citoliticas elaboradas por S. zursus. S8 llaman toxinas

citolfticas porque provocan la destruccidn in vivo de células de

diferentes especies. Existen cuatro tipos de hemolisinas (alfa,
beta, delta y gamma), las cuales se encargan de lisar a las cély
las rojes de la sangre y cuyas caracteristicas se mencionan a

continuacidén:

~ Toxina alfa (e{ - Hemolisina). La hem6lisis que provoca
esta toxina es completa y franca cuando se trata de eritrocitos
de carnero o conegjo., La hemolisina alfe oriogina la descarga de
lisosomes, lesiona a las plequetas y macréfagos, no afecta 2 los
monocitos y se encuentra predominantemsnts en cepas de estafilo-

cocos aisladas da humanos. (15)
~ Toxina beta (P -~ Hemolisina o esfingomielinasa estafilp

12



eéccica). No da una zona amplia de hemélisis. Se prééanta en
cepas aisladas del ganado bovino y es rara sn humanes, Se le
llama gsfingomielinasa porque degrada a la Bsfingomisliné prova-
cando una lesidén en la membrana del eritrocito y, como consecusn

cia, la hemélisis. (15)

- Toxina delta (§ ~ Hemolisina), Esta hemelisina da una
zona amplia de hemdlisis, ataca eritrocitos de difsrsntes mamifg
ros, macréfagos, linfocitos, neutréfiles y plaguetas. La toxina
delta inhibe la absorcién ds agua en el {leon, altera la permea=-
bilidad idnica en el {leon de cobayos, estimula la liberacidn de

insulina y la acumulacién de AMP. (15)

- Toxina gamma (¥ - Hemolisina). Es una toxina gue provo
ca la hemblisis de eritrocitos humanos, de carnere y de conejo.
Se tiene muy poca informacidn sobre esta hemolisina, pero easf cp
mo las demés toxinas, desempefia un papel muy importante en el de

sarrollo de una infeccién estafilocdccica. (15)

~ Leucocidina., La leucocidine ataca a los leucocitos po-
limorfonucleares y macréfagos. Es una toxina que protege al mi-
croorganismo de los leucocitos del huésped, ya gque provoca la
destruceidn de los grdnulos del polimorfonuclear y, comn conse--~

cusncia, la muerte del leucocito. (15)

c2.2 Toxina exfoliativa o epidermolftica. E1 sfndrome estafilo-
cécecico de piel escaldada es provocado por esta toxina ya que

causa la separacién de las capas celulerss de la epidermis provg

13



cando manifestaciones cuténeas, no provoca muesrte celular ni res-
puesta inflamatoria. Si se inyecta por via venosa sn 8l conejo
causa necrosis de las cdlulas epidérmicas. Tiene efecto letal,

actda sobre el mésculo cerdfaco y produce la musrte de los cone-

jos.

€.2.3 Enterotoxinas. Tienaen efecto en la via digestiva. Se han
identificado siete tipos de entserotoxinas: A, B, Cl, Cz, D, E vy
f. Las toxinas A y D se relacionan frecuentemente con intoxica-
ciones por alipantos, mientras que la snterotoxina B se asocia a’
infecciones hospitalarias., La enterotoxina F, fue la dltime que

se descubribé y aislé de cepas de 5. aursus, se observd que tiene

una ralacién estrecha con algunos signos y sintomas del sindrome

de choque téxico. (1),(15)

tas enterotoxinss estafilocécecicas resisten la accién pro-
teoli{tica del jugo géstrico, de la tripsine y la pepsina. Los
alimentos ricos en carbohidratos son idealss para que los estafi-
lococos capaces de producir les toxin;s se multipliquen y las
excreten a2l a2limento; y una vez que éstas son ingeridas por el sy
jeto, se presenta un perfodo de incubacién de 1} e 4 horas, comen-
zando entonces la sintomatologia que consiste en: nduseas, vémi-

to en proyectil, cuadro diarrefco vy espasmos a nivel intestinal,

Estas toxinas sélo actdan en sl hombre y en algunos monos;

no son mortales para los adultos, pero en recién nacidos pueden

provocar la muerte.



c.2.4 Exotoxinas pirfgenzs. S5Se han identificado tres tipos de exg
toxinas estafilocéceicas pirdgenas: A, B y C; ésta Gltima es pro
ducida por cepas de S. aureus aisladas de pacientes con sindrome

de choque téxico,

£1 sistema inmune del hudsped se ve afectado por la exo0 -~
toxina pirégena de tipo C ya que provoca un aumento de la hipere-
sensibilidad adquirida y actividad mitdgena sobre eélulas T no sg

pecificas. (15)

D. Pruebas de rutina para la identificacién de estafilococos.

Despuéds de obtener la muestra del paciente, la cual pueds
provenir de: exudado faringeo, matsrial de pustula o herida, 1f-
quido de impétigo, material de un abscesp, secrecidén del ojo, su-
puracibn dal.uidu extearno, orina, exudado vaginal, sangre o lfqui
do cefalorraquideo, se procede a sembrar en gelosa sangre para el
aislamiento de este tipo de materiales clinicos y posteriarmente
se realizan las pruebas de rutina gque normalmente se emplean para

la identificacidn dsl género Staphvlococcus.

D.1 Hemélisis,

La gelosa sangrse no es un medio selectivo, pero es un me--
dio muy rico que permite observar si el microorganismo produce hg
mélisis. FPara diferenciar las distintas actividades hemolfticas,

se debe emplsar en la slaboracién del medio de cultivo, sangre de
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cernero y base de tripticass{na soya agar,

Las colonias de 5. aurcus aparecen rodeadas de una zona do
hamélisis completa, aunque también se han detectado algunas cepas
do S. epidermidis gque la producen; por ssta razén el medioc de ge-
losa sangre sflo se emplea para el aislamiento primaric de las --

musstras clfnicas. (15)

D.2 Desarrollo en distintos medios selectivos.

Los estafilococos son microorganismos que no requieren me-
dios especiales, pero @s conveniente utilizar medios selectivos
’
pera que inhiban 8l crecimiento de otras bacterias, favoreciendo

8l desarrollo de los primeros.

- Agar sal manitol. Es un medio selectivo porgque contiens
una slevada concentracién ds cloruro de sodio (75 g. de NaCl por
litro), ademds el indicador &cide-base que contieme vira a amari-

1lo si el microorganismo utiliza el manitol. (2)

~ Agar 110 (S 110). Le concentracidn de cloruro de sodio
que poses ests medio {75 g. de MaCl / 100D ml), indica que es se-
lactivo, pero esto no es cisn por éiento cierto ya gue no sélo dg

sarrollan los estafilococos sino que también crecen otros microor

ganismos como: Streptococcus faecalis y algunes especies del gé-

nero Proteus. (B)

D

~ Agar Chapman Stons, Es un maedic selectivo para el aisla

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



de 5. aurseus son amarillas o anaranjadas con una zona clara alre-
dedor, lo cual implica la fermentacién del carbohidrato. Las co-~

lonias de S. spidermidis son blancas o incoloras., (8)

~ Agar Vogsl Johnsen. Es un medio selsctivoc para estafilp
cocos manitol positivo, ya que permite la identificacién y difs--
renciacién de estafilococos patégenos qus producen dcido, virando
el indicador rojo de fenol y reduciendo el telurito a teluro (co-
lonias negras). La flora escompafiants es casi totalmente inhibida

por sl contenido del telurito, cloruro de litio y glicina. (8)

- Agar Baird Parker. Es un medio selectivo para estafilo-
cocos, El contenido de huevo permite observar lipolisis y proteg
lisis'de los estafilococos en forma de halos caracterf{sticos; adg

més de la reduccifn del telurito a teluro. (8), (2)

D.3 Produccién de pigmento.

En gelosa sangre no se abserva la produccién del pigmenteo,
pero en agar 110 y en agar sal manitel, despuéds de otras 24 horas
de incubacién a temperatura ambiente, se pueds distinguir en for~
ma clara que las colonias de S. aursus presentan pigmento dorado,
mientras que las de 5. gpidermidis lo presentan de color blanco.
(23)

D4 Catalasa,

La catalasa es una prusba de rutina que se realiza (Gnica y

exclusivamente para diferenciar al género Staphylococcus del géng
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ro Streptococcus. Esta nunca se debe realizar en gelosa sangre
porque ds una reaccidn falsa positiva debide a que los eritroci-

tos que contiens el medio son productores da catalasa. {(23)
D.5 Caldo manitol rojo de fenol,

La degradacién del manitol con produccién de 4cido, se de-
tecta por el vire del indicador 4cide-base rojo de fenol., La prg
sencia de un color amarilleo indica prueba positiva. Las cepas de
5. aureys son manitol positive, sin embargo no hay que descartar
que también existen algunas cepas do S, spidermidis que degradan
el manitol.

D.6 Desoxirribonucleasa {DNAsa).

Al complejo enzim&tico capaz de degradar al DNA después de
axponsrse a tempsraturas de 90° - 100°C durante 1S minutos, se le
designé DNAsa estable al calor o termorrasistente, mientras que
al complejo que pierde esta capacidad se ls nombré DNAsa termolé-
bil. Con sstos estudios se logré comprobar la existencia de dos
complejos enziméticos cuya actividad degradativa depsnde de la --

temperatura. Es importante mencionar que la forma tarmorresisten

te se ha detectado sn la mayoria de las cepzs cosgulasa positiva.
(22).

D.7 Coagulasa.

Un estafilococe que produce cosgulasa, es patfgeno, inde-



pendientemente de la pigmentacién de 1a colonia.

Esta prusba de rutina generalmente se realiza en el caldo
manitol rojo de fenol nsutralizado con NaCOH o KOH dilufda y adi-
cionando plasma dilufdo 1:4. Posteriormente ss examina en busca
de codgules en intervalos de 30 minutos durante 4 - 6 horas; si
no se observan codgulos al finalizar este perfodo, se deberé exa

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

£s muy importante que 8l caldo manitol rojo de fenol estéd
neutralizado,.porque en medio 4cido, las enzimas ss desnaturali-

zan y el plasma se coagula en forma inespeci{fica.

E. rProteina A.

E.1 Caracter{stices de la proteina A.

El principal componente protefco de la pared celulayr de
S, aureus es la protefna 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 muastran que la protefna A esté ligada
covalentemente al peptidoglucanc de la pared cslular, pero sl

punto exacto de unién no estd esclarecido. (29)

La protefina consta de una scla cadena polipeptidica, com-

pussta de 378 aminodcidos, con un peso molecular de 41 494, (28B)

Aproximadamente, un tercio de la proteina A se libera ha-
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cia el medio y el rssto se incorpara a la pared celular de la bég
teria en crecimisento, pero existen cepas de S. aursus que no son

capaces de incorporar dicha proteina a su parsd, liberdndola toda
hacia el exterior, este fendmeno generalmente se dé cuando las cg

pas son resistentes a la meticilina. (26)

La mayorfa de las cepas de S, aureus posesdoras de protei-

na A se aislan de casos clinicos, de ahi su importancia,

Existen algunos antibidfticos como la estreptomicina, el
cloramfenicol y la puromicina, que inhiben la sintesis de protef-
na A, debido a que interfiersn en ciertas funciaones de los ribosg
mas. La vancomicina no inhibe la sintesis de protefna AR psro si

la del peptidoglucano. (26)

'E.2 Afinidad de la protefna A por la fraccién cristalizable (Fc)

de las gamma glaobulinas.

La protefna A tisne la capacidad de unirse a la porcién Fe
de la gamma globulina de mamfferos (IgG), lo cual conduce a la
formacidén de complejos pseudoinmunitarios, este fenémeno propor--
ciona una herramianta podercsa en la investigacidn de los mecanig

mos bioldgicos de las reacciones antfgeno-~anticuerpo. (30)

La propiedad de la protefina A de unirse a esta porcidn del
anticuerpo, permite explicar las bases sstructurales de ciertos
fendmenos bioldgicos asociados con la regidn Fc, ya que se ha de~-
mﬁstrado que la reaccién de la protefna A da como resultado la ac
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tivacién del complemento. Si la protefna A se administra a cuyos,
conejos, hamsters y hombres, ss provocan una seris de reacciones

inmunolégicas que dafian los tejidos. (11),(12)

La protefna A no sélo se une a la porcién Fe de la IgG
sino que tambidn puede unirse a los receptores Fc de los polimor-
fonucleares, alterando los procesocs de opsonizacién y fagocitosis.

(30)

Kronvall y colaboradores confirmaron que la protefina A so
adhiers a la fraccién cristalizable (Fc) de la IgG humana, paro
esta unifn sélo se realiza entre los subgrupos 1, 2 y 4 ds las
gamma globulinas. Ademds cuantificaron la proteina A de la cepa
Cowan I de S. aursus, empleando globulinas de mieloma marcadas y
sstimaron gue cada microorganismo posee airsdedor de B0 000 molé-

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

E.3 Reacciféin pssudoinmune,

La presencia de proteina A en cepas de S. aureus puede de-
tactarée por medio de una reaccidn de hemaglutinacidn, en donde
se utiliza como soporte a los eritrocitos de carnero sensibiliza-

dos con un anticusrpo homélogo (amboceptor hemolftico).

La reaceién entre sritrocitos de carnero y amboceptor hemg
litico es una reaccidn antigeno-anticuerpo, ya gue la porcién Fab

del anticuerpo queda unida 2l antfgeno, mientras que la porcidn
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Fe queda libre uniéndose a la proteiﬁa A; a este fendémeno Bicldgi
co se le conoce como “reaccifn pseudoinmune", ya que no intervig
ne la fraccién Fab del anticuerpo, esto se puede detectar macros-
cépicemente a través de una reaccién de aglutinacifn. (9),(25)

Fig, 1.

Las cepas Cowan I de S. zursus son ricas en protefna A y
muestran un patrén de aglutinacidén positiva frente a los eritroci
tos sensibilizados, mientras que S. ppidermidis no los aglutipa

porque no posee protefna A en su pared celular. (25)

Forsgren y Sjoguist basaron sus estudios en la reaccifn
pseudoinmune ya que 8 través de ésta encontreron que la protefna
A seg puede utilizar como reactivo inmunolégico. (27). A partir
de entonces a esta protefna se ls han dado una serie de aplicacig

nes entre las cuales estédn:

=~ En radioinmunoensayo (RIA) se emplea como fase s6lida
pare la cuantificecién de <~ fetoprotefna en susro humano y tam-

bién en la deteccidén de algunos antigenos viralses. (27)

. = En inmunoensayos snzimdticos se emplea para la determina

cibén de alblmina en orina. (14)

- En técnicas de aglutinacidn y coaglutinacién se emplea
como soporte de anticuerpos contra algunas bacterias. ( neumoco-
cos, micobacterias, enterobacterias, neiserias, eastreptococos,

Hazemophylus influenzae Vipbrio choleras, ete. )} (27)

?
————— Rl
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E.4 Probable relacién entre patogenicidad y produccién de protef
na A, »

La produccién de coagulasa es el criteric méds aceptado pa
ra la identificacién de estafilococos patbgencs, la deteceidn de
esta enzima se considera como sinénimo ds virulencia en S. aursus.
Por tal motivo, se pretende esstablecer también una relacidn entre

produccifn de protefna A y patogenicidad.

En 1958, Jensen describié un antfgenc presente en S.aursus
que precipitaba a la ¥ - globulina humana, a este antigeno se le
designd con el nombre de protefna A estafilocéccicas. Desde snton

ces sg han realizado investigacionss que permitan establecer que

los sstafilococos coagulasa positiva, son productores de protsina
A. (25)

Forsgren disefié una tdcnica en tubo empleando eritrocitos
de carnero sensibilizados y encontrd que el 98,9 % de 700 cepas
de estafilococos coagulasa positiva, desoxirribonucleasa positiva,
ptcdujsrdn proéaina A. Kronvall reportd que el 90 % de 156 ce--
pas de astafilococos coagulasa positiva precipitaron con Igh de
mioloma mientras que ninguns de las 46 cepas cosgulasa negativae
aisladas precipitaron con dsta inmunoglobulina, Winpbald y Ericson
emplearon una técnica similar a la de Forsgren y encontraren que
el 88.3 % de 700 cepas de sstafilococos coagulasa positiva fueron
protefna A positiva. (10),(25)
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La prueba de hemaglutinacién en tubo as de fécil prespera--
cién, rdpida, sensible, especifica, pusde aplicarse sn la identi-
ficacién clinica de S, aureus y, lo que es més importante, mues~
tra une fuerte correlacibén entre produccién de protefna A y pato-

ganicidad de esta bacteria. (25)
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Il. DESARROLLO EXPERIMENTAL.

A. material

A.1 material biolégico.

- Globulos rojos de carnero.

-~ Suere de conejo enti-glébulos rojos de carnaro (ambncep-

tor hemolitico)

- Cepa de S. aureus Cowan I ATCC 12598

~ Copa de S. epidermidis ATCC 12228

- Cepas
f nico.
- Cepas

nico.

A.2 Matarial

— Tubos
- Tubos

- Tubos

-~ Pipetas
-~ Pipetas
~ Pipetas
~ Pipetas
~ VYaso de

~ Vaso de

de Staphylocoeccus coagulasa positiva de origen clf

de Staphylococcus coagulasa negativa de origen clf

de vidrio

de ensaye
de ensaye

de ensaye

Pasteur.

de 13 + 100 con tapén de rosca.
de 13 « 100.
de 12 = 75,

graduadas de 1 ml.
graduadas de 5 ml.

graduadas de 10 ml.

precipitado de 100 ml.

precipitado de 150 ml.
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Vaso de precipitadc de 250 ml.

Agitador de vidrio.

Probeta graduada de 100 ml.

Matraz Erlenmeysr
Matraz Erlenmeyer
Matraz Erlenmeyer
Matraz Erlenmeysr
frascos viales ds
Frascos viales de

Frascos viales de

A.3 Mmaterisl normalments

'

de 125 ml.
de 250 ml.
de 500 ml.
de 1000 ml.
100 ml.

S0 ml.

10 ml.

ampleado en

Asas bacteriolégicas.

Meckero Bunsens

Portaobjetos.

el laboratorio.

Gradillas metdlices para 40 tubos.

Gasa.
Algodén.
Parafilm.

Tela de alambre con aesbesto.

Tripié.

Cajas Petri de pléstico.

Placas de microtitulacidn.

Bulbo de l&tex.
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A.4 Equipo.

Incubadora de 37° C.
Refrigerador de 4° C.
Microscopio é6ptico.
Bafio de agua a 37° ¢,
Centrffuga.
Autoclave.

BS8alanza analftica.
Balanza granataria.

Filtro Swinex Millipore con membrana 0.45

A.S5 NMedios de cuitivu.

Tripticasefna soya agar.
Tripticaeseina soya calda.
Agar sal mapitol.

Caldo manitol rojo de fenol.
Agar 110 (S 110)

Caldo cerebrao corazén.(BHI)

A.6 Reactivos y soluciones

Amortiguador de fosfatos pH 7.2
Amortiguador de Veronal pH 7.3
Timerosal.

Solucién salina isoténica 0.85 %

Colorantes de Gram.
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- Aceite de inmersidn.
= Solucidén de Alsever.
~ Solucién de fenol al 5 % .

~ Cloruro de sodio,

B. metodologia

BA1 Pruebas realizadas a cada una de las cepas ds Staphylococcus

eisladas clinicamente.

Las 300 cepas de Staphyiococcus aisladas sn el Hospital Re-~
gional "Ignacic Zsragoza" del ISSSTE se sometieron a las siguien-
tas bruebas:

s.1.1 Desarrollo en caldo manitol rojo de fenol adicionendo cloruro

de sodio al medic. (Ver ANEXD)

Cuando las cepas venian contaminadas, se procedidé a sembrag
las en caldo manitol rojo de fenol més cloruro de sodio, (de mane-
ra que la concentracidn final fuera de 75 g de NaC) por litro).
Los resultados fueron faverables porque sdélo crecieron los estafi

lococos y los contaminantes se viernn'inhibidos.

s.1.2 Desarrollo en tripticaseina soya agar.

Los estafilococos requisren un cierto nimero de aminocécidos

y vitaminas, y a pesar de sus complejos requerimientos nutricio-

neles, #@#stos deserrollan bien en muchos medios de rutina como el
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agar tripticeseina soya.

s8.1.3 Desarrollo en manitol sal agar.

Todas las cepas de sstafilccocos ss sembraron en agar sal
manitol para observar ls morfologis colonial, la produccién de
pigmento y la degradacién de este carbohidrato.
ei1.4 Degradecidn del manitol presente an el caldo y en sl agar.

A todas las cepes de estafilococos se les somstid 2 la
prueba de degradacién de manitol tanto en celdo como en agar, pa-
ra observar si en smbos casos coincidian las pruebss, ya que exis

ten cepas de estafilococos que sélo en uno de los casos lo dagra-

dan.

s.1.5 Desoxirribonucleasa termorresistente.

Para efectuar estm prusba, se utilizé un cultivo puro ds

cada une de las cepas de estafilococes en medio liquido, ensegui-

da se expusieron a 1a'tamparatura de un bafio de agua hirviendo du

rante 15 minutos; se inocularon por picadura en el agar DNAsa da

prueba 'y se incubaron a 37°C durante 24 horas. La presencia de
una zona clara alrededor de la colonia indicé una prusba positi-

va de DNAsa, la zonz se logré distinguir mejor con la adicién de
HC1 1N. (Ver ANEXD).
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8.6 Presencia de pigmento.

A todas las cepas utilizadas en este estudio se les deter
mind si producfan pigmento dorado en manitol sal agar. La pre--—
sencia de éste se pudo distinguir claramente tras 48 horas de in

cubacién, 24 horas a 37° ¢C y otras 24 horas a temperatura ambiepn
te.

B.2 Técnica de sensibilizacién ¢3 eritrocitos de carnero.
- Mantener a los eritrocitos de carnero antes de su uso a
4° C en una sélucién de Alsever. (6)

- Lavar los eritrocitos de 3 a S5 veces con solucidén sali-

na isoténica 0.85 %.

- Hacer une suspensién de los eritrocitos al 5 % con amox
tiguador de fosfatos pH 7.2 o0 con amortiguador de Veronal pH 7.3

(6).

~ Diluir el amboceptor hemolf{tico con solucién salina isg
ténica 0.85 % de acuerde con los resultados obtenidos en la uni-

dad aglutinants. (Ver ANEXD)

- Mezelar 4 ml de eritrocitos de carnero al § % y 10 ml

dol amboceptor dilufdo de acuerdo con la unidad aglutinente.
= Rgitar suavemente y esperar 20 minutos.
- Centrifugar y eliminar el sobrenadante.

- Lavar 3 veces sl paquete con solucién salina isoténica

0.85 %.
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-~ Resuspender con 10 ml de nmottigﬁadot de fosfatos pH 7.2
o con amortiguador de Veronal pH 7.3 para que la suspensidn tenga

finalmente una concentracién del 2 %.

La tewmparatura de refrigeracién conserva alredsdor de tres
dfas a los sritrocitos de carnero sensibilizados ya que después
de este tiempo se observa una ligera hemélisis, la cual puede eli
minarse mediante centrifugecién y de esta manera se pusden seguir

utilizando los eritrocitos en las pruebas.

Para lea consarvacién de los hematies resulta efective el
uso da socluciones de glicerocl- citrato-fosfato con elmacenamiento
a temperatura de congelacién { 4% ¢ ); los glébulos rojos sensi-

bilizados y almacenados asi se conservan alrededor de diez dfas.

@

€1 tratamiento con formaldehfdo y glutaraldeh{do, para la
conservacién de los eritrocitos de ecarnero altera las prepisdades
antigénicas de la membrena del glébule rojo ya que cuando se pone
frente a su anticuerpo, éste no se une y por lo tanto no se puede
apreciar claramente una reaccién de aglutinacién; sin embargo, -—-
cuando se trata de pegar un antfgenoc a un eritrocito formaliniza-

do esta técnice resulta ser eficaz a diferencia de cuando se tra-

ta de pbgar su anticuerpo en que la técnica no tiene éxito.

(3),(7),(31)
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B.3 Prueba de la presencia de protefina A por medio de la ragac=

cién de hemaglutinacién en 300 casos clinicos.

.
l.a prusba de hemaglutinacién para la deteccién de protefna

A puede realizarse en tubos o 8n microplacas de titulacién.

Para realizar esta pruebe, las cepas do sstafilococos se
sembraran oen tripticaseina soya caldo y se incubaron durante 8
horas a 37° C de mansera que a8l medio de cultivo estuvisra turbio
(ae detectaron algunas cepas qus requirisesron un tiempo de incuba~

cién mayor y por lo tanto se dsjaron incubando hasta 24 horas).

Una vez que las cepas habian desarrollado, se tomaron 50
ul de:los microorganismos de cultive y se depositaron en el pozo
de la microplaca, enseguide se colocaron 50 ul de los glébulos ro

jos de carnero sensibilizados al 2 %.

Los resultados de las prusbas se leyeren a las 2 horas, eg
to tiempo se empezé a contar después de la adicién de los eritro-
citos sensibilizados. (El intervalo en el cual se pusden leer los

resultados es de 2 a S horas, segdn Maxim y colaboradores). (25)

Al mismo tiempo se tomaron otros 50 ul de los microorganis
mos de cultivo y so dopositaron en el pozo de otra microplaca y
en lugar de afiadir gl6ébulos rojos sensibilizados, se afiadiaron -
glébulos rojos no sensibilizados al 2 %, esto sirvié como control

pera observar si los sensibilizados aglutinmaban a la proteina A.
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Se ompled a la cepe de S, aureus Cowen I ATCC 12598 co-

mo control positivo para la protefna A y a la capa _S_,.. epidermidis

ATCC 12228 como control negativo para esta protesina, ambos ~

microorganismos se sembraron en tripticaseina soye caldo y se in-

cubaran & 37° C durants 8 horas.
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CUADRO |

DESARROLLO DE LOS ESTAFILOCOCOS
EN DISTINTOS MEDIOS DE CULTIVO.

Staphylocaccus

DESARROLLO EN
CALDO MANITOL ROJO

DE FENOL * NoCl

DESARROLLO EN
TRIPTICASEINA  SOYA

AGAR

DESARROUO  EN

MANITOL  SAL

AGAR

1
COAGULASA POSIYIVA( !

224 > 100%

224 % 100%

224 > 100%

2)
COAGULASA NEGAYWA(

76 > 1007 76 & 1007% 76 &+ 100 7.
(1) 224 fue @l nimero de cepas de $.gureus que e trobajaron y que fueron referidos al 100 %

(2) 76 fue ol nimero de copas de S,

qus se

y que fueron referidas ol 100 7

-S0aviINS3y "l



CUADRO 2

PRUEBAS REALIZADAS A LOS 300 CA-
SOS DE ESTAFILOCOCOS.

{
(2)

224 fue ol nimero de cepas de S.outeus que se trobojoron y que fueron referidas of

76 fue el nimero de cepos de S, epidermidis que se trabajoron y que fueron referidar al 100 %

DEGRADACION DEGRADACION PIGMENTO DORADO
Stophylococcus DEL MANITOL DEL MANITOL !ERMCD:E:I‘:IENH AL DESARROLLAR EN
EN  CALDO EN AGAR MANITOL SAL AGAR
coraunsa rosml” | 29 59917 | 2215 98.6%[224 +100% | 175 5 78.1%
COAGULASA NEGATIVA‘" 2 _’ 2.6 a/° 2 .’ 2.6% o _) o.o n/o 0_)0.0 %
100 7,



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 0 0.0%




REACCION DE HEMAGLUTINACION EN
PLACA - DE MICROTITULACION,

CONTROLES DE Staphylococcus.

5. aurgys COWAN | ATCC 12598 $, spidermidis ATCC 12228
{Control pasitiva de protefno A {Conttol negativo de proteina A}

CASOS CLINICOS DE Staphylgcoccus

Proteina A negative
{No hay agluinacich }

Proteina A positive
{Aglutinocicn positive )




IV. ANALISIS DE LOS RESULTADOS.

£n este estudio se probaron 300 cepas de Staghglncoccus
aisladas ds difersntes tipos de muestras. (224 coagulasa positiva

y 76 coagulasa negativa ),

Coamo se musstra en el cuadro 1, todos los estafilococos dg
sarrollaron perfectamente an tripticaseina soya agar y sn agar
sal manitol, lo cual indica que estos microorgenismos obtienen de
astos madios todos sus requerimientes., £1 empleo del caldo mani-
t0l rojo de fenol adicionado de cloruro de sodio hasta ajustar
una concentracidén de 7.5 ¥ aporta muy buenos resultados ya que so
puede,utilizar para el aislamiento de los estafilococos al inhi--
bir a los contaminantes y, a su vez, permite observar la degrada-

cién del manitol.

Por otro lado, se detectaron dos cepas de S, auraus que
no degradaron el manitol del caldo pero si sl del agar, fgualmen-
te se presentaron tres gue no degradaron el manitol del agar psero
s{ el del caldo, esto podria deberse a que la concentracién de =«
sustrato o algdn otro factor que no se determind, probablemente

inhibié la sfintesis de le enzima manitolasa en ambos casos.

La manitolasa, aunque son casas no Trecuentes definitiva=-
mente, tambidn se encuentra presente en contadas cepas de estafi-
lococos coagulasa negativa ya que se reportaron dos cepas de Ss
epidermidis que degradaron el manitol dsl calde y del agar.
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£sto implice que es muy baja le probabilidad de que una cB

pa de S, epidermidis se disgnostique come S, aursus, en el caso

de que se emplsara solamente esta pruesba para diferenciarlos,

El 100 # de las cepas de 5. aureus produjeron DNAsa teg
morresistente, misntras que ninguna de las cepas de S. gpidermidis
produjo esta enzima, Es una prusba fécil de realizarse, pero tie-
ne 1a desventajs ds que proporciona el resultade 20 horas después

des inmocularse el microorganismo en el madioc de cultivo que contia~

ne sl sustrato.

ta produccién de pigmento no se utiliza como prusba confir-
mative de la patogenicided del microorganismo, ya que se sabs que
osta caracteristica no ss cnnsténte, lo cual se corroboré al encop
trdarse que s6lo 8l 78.1 % de las cepas coagulasa positiva pioduce
pigmento dorado al desarrollar en manitol sal asgar. (Ep todos los

cas0s que presentan coagulasa negativa, las colonias muestran un

color blanco al desarrollar en sl medio aenterior).

Con respecto, a le prusba de hemaglutinacién para damostra;
la presencia de proteina A en cepas de estiafilococes patégsnos, se
encontré que de 224 cepas de estafilococos coagqulasa positiva, 222
posaian proteina A lo que equivale al 99,1 & y de 76 cepas coa-

guiaaa negativa a ninguna se le detscté proteina A. (Cuadro 3)

Como se menciond anteriormente sélo a dos cepas de S.aureus



no se les detectéd protefna A, esto se pueds atribuir a que exis--
ten cepas de S. aureus que no son capaces de incorporar dicha pro

tofna en su pared, liberéndola toda hacia el medio de cultivo.

La importancie de la proteina A radica en gque 1la mayorie
de las cepas ds S. aureus posesdoras do esta proteina se aislan

de casos clinicos.

Por otro lade, cuando se sensibilizaren los eritrocitos
frescos de carnero para la prueba de hemaglutinacién, se observé
que éstos permanecen sin alterarse alrededor de 3 dfas, ya gue
después ds este tismpo hay hemdélisis; debido a este problema di-
chos aritrocitos se trataron con. formaldehido y glutaraldehido
buscando que se conservaran mds tismpo, pero el tratamiento con
estog resctivos alterd las propiedades antigénicas de la membrana
del glébulo rojo, porque al observar al microscopio los eritroci-
tos formalinizados y sensibilizados, se aprecif una aglutinacidén
inespecifica en comparacidén con los eritrocitos unicamente forma-
linizados, ya que aunque en éstos Oltimos existe una autoaglutina

cién, ésta se puede eliminar agregdndoles albdmina sérica bovina.

Los controles que se utilizaron en esta pruesba fuseron 1los

siguisntes:

- Capa Cowan 1 de S, aureus ATCC 12598 qus se empledé como

control positivo para la proteina A.
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- Copa de S. gpidermidis ATCC 12228 que se utilizé como

control negativo para la protsina R,

Otro control que se reslizé al mismo tiempo que se monta--—
ron las pruebas, fue el de siadir gldébulos rojos no sensibilize-
dos a cada una de las cepas con el fin de observar si los eritro-
citos no se aglutinaban inespeci{ficamente on presencia de los mi-
croorganismos, ya gue podrian obtenerse falsos positives. En es-
tos controles se cbservé que no habfa formacibn de 1a malla de
aglutinacidén porgue no sxistis gamma~globulina que se uniera a la
proteina A y s6lo se formd un botbén de eritrocitos con sobrenadap

te claro, lo gue indica qus no se8 presentan falsos positivos,

El tiempo de lectura para las pruebas segtin Maxim, 8s Bn
un intervalo de 2 a 5 horas; sin embargo, se pudo constatar que
con tiempos mayores, sunque habfa desecaciédn, la lectura permans-

cfa sin ningln cambio, pudidndose lesr perfectamente lss prusbas.

Son muchas las ventajas que presenta la prueba de hemaglu-
tinacidn aara la deteccidén de proteina A:

- Es de fdcil preparacién.

- Es rédpida tanto en tubo camo ®n microplaca,

- Es sensible.

- £8 especifica.

- Es confiable.
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- 5i no se cuenta con micropipeta se pueden emplsar capila

res copn bulbos de létex.
~ Puade aplicarse en la identificacién clinica de S.aursus.

~ Puede emplearse como pruesba complementaria o bien llegar

2 ser sustituto de la coagulasa,

- Su lectura e intarpretacian no presenta confusidn ni di

ficultad alguna.

- En gomparacién con el tiempo reguerido en el andlisis ru
tinario (54 a 72 horas), esta prueba emplea un tiempo menor desde

el primoaislamiento (32 horas).

- Musstra una fuerte correlacién (99.1 %)} entre produccién

de proetefna A y patogenicidad de S. aureus.

Sin embargo, esta prueba prasenta algunas desventajas como

son:

- Los eritrocitos de cernero sensibilizados (reactivo bio-
16gico) tienen una vida corta, puesto que duran alrededor de tres
dfas en refrigeracién y diez dias almacenados a temperatura de =

congelacidn.en soluciones de glicerol-citrato-fosfato. ‘

- E1 tratamiento de los glébulos rojos de carnero con fer-~
maldehfdo, no tiene dxito porque aunque prolongue la viabilidad

del eritrocito no se obtiens el reactivo deseado.

~ E1 costo B8s reslativamente slevado debido a que se emplea

amboceptor hemolftico y eritrocitos de carnerc.
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= Algunos estafilococos coagulasa positiva no ineorporan
la proteina A en su pared celular, por tal motivo no se pueden dg

tectar con la hemaglutinacién.

En la prusba de hemaglutinacién el porcentaje que se obtu-
vo respecto a las cepas cocagulasa positiva es muy significativo
ya que muestra concordancia en el hecho ds que son productoras de
protefna A, mientras que el porcentaje obtenido para las coagula-

sa negativa indica que ninguna produce & incorpora protefna A en

su pared celular,
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V. CONCLUSIONES.

- Los objetivos propuestos en este estudio se cumplieron porquse
@ través de ellos se llegd a correlacionar produccién de proteinz

A y patogenicidad de S, aursus.

- Se puede considerar como un eriterio cierto, que un estafilo-
coco qus produce protefna A es patégeno, esto se corrobora porque
laz mayorfa de las cepas de estafilococos coagulasa positiva, pro-
tefna A positiva, se aislaron de pacientes que mostraban un cuadro
clinico muy sa&ero en la garganta, as{ como de algunos portadores
senos; las cepas coagulasa nsgativa, proteina A negativa, proce-

dfan de pacientes que no presentaban cuadro clinico alguno.

- La técnica de hemaglutinacidén es una reaccidén inmunolégica que
proporciona una gran ayuda on la identificacidn de estafilococos
patfgenos y gue tiens amplias perspectivas de aplicarse en el labg

ratorie como prueba de rutina.

- Entre vna de las ventajas que se sefiala ssté la disminucién
del tiempo de diagnéstico; an comparacidn con la prueba de la coa
gulasa realizada rutinariamente, la hemaglutinacién requisere de un
total de 32 horas para tener el resultado (ests tiempo incluye el

primoaislamientao).

Una desventaja que se mencionz, 85 que el reactivo bioldgico
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parmanece viable alrededor de 3 a 4 dias, por lo que se recomien=<"

da prepararlo continuamente.

- En cuanto a la prusba de degradacién de manitol en caldo y en
agar, s8 pusde considerar que ambas son confiables, ya que muss--
tran una minima diferencia an el pnréentaje, corroborando de asta
manera que la produccién de manitolasa es una pruebs muy dtil en

1a diferenciacién de las especises de estafilococos.

- La DNAsa termorresistents es una pruaba gus results muy con--
fiable porque el 100 % de las cepas coagulasa positiva ejercisron
actividad hidrolftica sobre el DNA, lo cusl no sucedif con ningu-
na de las coagulasa negativa. La desventaja do esta prueba ss
que el rasultado se obtiens en 20 horas y este tiempo no incluye

el primopaislamiento.



ANEXO.

1.Caldo manitol rojo de fenol adicionado de clorure de sodio.

fFérmula aproximada en gramos por litro de agua destilada

(Bioxon)

.
de agua
rurc da

bras de

sodio.

Paptona de casefna 10.0

Cloruro de sodio 5.0
Rojo de fenol 0.018
Manpitol 5.0

pH final 7.4 £ 0.2

‘presién) durants 15 minutos.

2. ARgar DNAsa de prusba,

Acido desoxirribenuelefco 2g
Digesto pancredtico de casefna USP 15g

Digesto papaico de harina de soya USP Sg

Cloruro de sodio Sg
Agar 159
Agua destilada 1000 ml

Esterilizar en autoclave a 110° C durante 15 minutos.

Afiadir al medio 7.0 g de cloruro de sodio por cada 100 ml
destilada, para obtener una concentracién de 7.5 % de clpo

Esterilizar a 116° ¢ a 113D ¢ (no mé&s de 12 li--
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3. Determinacién de la unidad aglutinante.

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

1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:1128, etc.)

= Colocar 0.2 ml de cada dilucién en diferentes tubos ds

ansaye des 12+75.

~ Rdicionar 0.2 ml de una suspensifn de eritrocitos de cag

nerc al 2 % en cada tubo.

~ Observar si hay aglutinacidn macroscépica (la dilucidn
en donde no se observe aglutinacién macroscépica, esa serd la unj

dad aglutinante del amboceptor)
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