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RESUMEN 

El naclmlento .representa la primera y ús importante exposlc16n 

del organismo humano a un mundo lleno de estl•ulos antlgénlcos 1 muchos 

de ellos patógenos. En la etapa neonatal la 11adurez del sistema inmune 

es menor comparada con la de los adultos y nlf\os aayoree, a ello se 

debe su mayor pred1sposlc16n a las infecciones bacterianas y fúnglcas; 

es por esto que los mecanismos lnespeclflcos Juegan un papel crucial 

en esta etapa en la defensa del organismo ya que la destrucción final 

de alcroorganlsaos invasores se lleva a cabo por fagocltosls y 

actlvac16n del complemento, Para evaluar la funclén fagocltlca en el 

neonato se propuso la adaptación de la técnica original de Levl tz y 

Dlamond (J. lnfec. Dls. 1985 .~ :938-945) a llll& lllcrotécnlca que no 
ut1llzace má.s del 2 X del volumen san.guineo del neonato y complementar 

este estudio con la evaluación de la fagocitosis por reducción de NBT 

en microtécnica también. Asimismo se propuso establecer por éstas 

mlcrotécnlcas las diferencias en Y. de H. I. • X de Fag. e Ind. Fagocl tlco 

entre PHN de adultos y de recién nacidos. Para la evaluación de las 

mlcrotécnlcas se seleccionaron 16 recién nacidos bajo los crl ter los de 

selecc16n propuestos para este estudio. Los resultados fueron los 

siguientes: 

ll H. l. PROMEDIO 
ll FAG. PRalEDIO 
!NO. FAG. PRQ!EDIO 

RECIEN NACIDOS 
43.95 
38.96 
!. 71 

ADULTOS 
44.56 
39.00 
!. 73 

Se concluye que desde el punto de vista celular 

parámetros son iguales para PHN de adultos y neonatos. 

éstos 
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INTRODUCCION 

l) Hecanlsmos de Defensa lllDJllOlóglcos. 

El naclmlento representa la primera y mAs importante exposlcl6n 

del organismo a un mundo lleno de estimules ant1génlcos, •uchos de 

ellos patógenos para el ser humano¡ debido a ésto el organls•o 

desarrolla una capacidad de respuesta inmune hacla estos estimulo&. 

Esta respuesta depende del estado de madurez del slsteaa lnaW'le, de la 

reslstencla lndlvldual, la herencia genética y racial, el estado 

nutr!c!onal y la edad, entre otros (1, 2). 

Esta capacidad de respuesta puede resumirse de la 1lgulente 

manera: Cl,3,4,5) 



MECAlllSHJS 
DE 

DEFE!iSA 
IN!lJNO­
LOOICA 

MECANISMOS INESPECIFICOS. 
Estos mecanismos representan una lnmunldad natural o 
innata del organismo el cual no necesita haber estado en 
contacto previo con el estimulo antigénlco y actua 
lndlscrl•lnadamente contra cualquier estimulo. Se dividen 
en: a) Mecánicos (tos, estornudo, lagrimeo, sallvacl6n, 
mlcc16n, defecacl6n, descamación de la plel.) 
b) Dependientes del pH: ácido en el sudor y en la vagina. 
e) Protelnas bactericidas o bacterloestátlcas: Espermlna 
presente en el semen, Llsozlma en saHva y U.grimas, 
producción de Interfer6n, acción Htlca del complemento. 
d) Mediadores del proceso inflamatorio. 
e) FAGOCITOSIS. 

MECANISHOS ESPECIF'ICXJS. 
E1tos mecanismos representan una inmunidad adqulr ida o 
adaptativa, los cuales actuan contra el estimulo 
antlg•nlco especiflcaaente. Se dlv lden en: 
J) lnaunldad Humoral. - Hedlada por anticuerpos especlflcos 
producidos por los linfocitos B, contra el agente causal 
o sus productos1 existe la: J) Inmunidad Pasiva. - Estado 
teaporal de resistencia debido a la adaln1strac16n de 
suero protectores o a la transferencia de irununoglobullnas 
11) Inmunidad Activa. - Estado permanente de resistencia 
debido a la exposición directa del organismo a los 
ant1genos (lnfecc16n o vacunación). Se crea una memoria 
1nsunol6gica protectora. 
U) Inmunidad Celular. - Mediada por linfocitos T. los 
cuales al actlvarse por medio de ant1genos espec1flcos y 
otros estimulas, producen mediadores llamados llnfocinas 
que tienen lmplicaclones sobre las células T efectoras, 
entre otras y actuan en comblnac16n con los macr6fagos y 
en la cooperación entre Unfocl tos T y B. 

Cuadro 1. - HECANlSHOS DE DEFENSA INHUNOLOGICA. 



En la etapa neonatal la madurez del sistema inmune, en general, 

es menor que la de los adultos, esto se refleja en una producción 

tardla de lnmunoglobullnas, por ello a los recién nacidos se les 

transfiere pasivamente a través de la vla placentaria un nivel de lgG 

< 89 Y. en comparación con la de la madre, en tanto son capaces de 

producir las propias. Estas inaunoglobul1nas transferidas desaparecen 

en el transcurso de los dos a seis prlacros meses de vlda, •lentras 

que las inmunoglobullnas del recién nacido aparecen alrededor del 

segundo mes de vida alcanzando niveles normales entre un afto y cuatro 

arios de edad o incluso mucho después (6, 7). 

Esta madurez del siste11a lrmwie también se refleja en los 

mecanismos de defensa ine&peciflcoa del recién nacido. Dentro de est~s 

mecanismos, la fagocitosis juega un papel crucial en la defensa del 

organismo, pues la destrucción final de 11lcroorganis11os invasores se 

lleva a cabo por éste mecanismo y por actlvacl6n del compleaento 

(2,3,6, 7). 

No se puede hablar de una separac16n tajante entre los 11.ecanls110s 

especlflcos e inespeclficos de defensa y sus mediadores, aabos 

mecanismos interactúan a varios niveles, comparten funciones, 

complementan acciones y tienen coao único fin la defensa de la 

integridad del organismo., por estas razones es i•posible hablar por 

separado por ejemplo, del proceso de fagocitosis y de la reacción de 

inflamación ya que ambos estan estrechamente relacionados, asi 

tenemos que en la reacción de inflamación no sólo interviene el 

sistema inmune sino también el sistema coaples.ento, el sistema de 



coagulac16n, el sistema de clnlnas y el sistema f1brlnolit1co. En el 

dlqrama 1 _se •Uestran los eventos que suceden en la reacción de 

~nflaaac16n y la 1nteraccl6n de los mecanismos especlflcos e 

lnespeclflcos (Z, J, S, 8). 

/ICROORGANISHO 

Ag ospeclflcos Est1J..Jo Dallo 7'Jsular 
para LJnf, B blanco para 

/ ~ cel.cebada 

IgG I I¡H !¡El 1 
Vla Vla L &Jul Cebada 

Allerna CJisJca l 
CoapJem. Complem. 

::: I C(. Hedlado es de Ja 
Inflamaclbn ,_ ___ _, 

(hlstamlna, serotonlna, etc) 

Co~~~·,,.~:~ r ~:Jcu~:~s T _~ol~~~~~L"l!lw•s _J_ clnl~~ l f ~~:lnbg~~~ 
1 1 V ASol-SANWINl!O 

Diagrama 1 • - REACCION DE INFLAMACION 



La liberación de histamina y cininas provoca: vasodllatación, 

incremento de la permeabilidad capilar, aumento de la qu1•ioc1nesis y 

causan retracción de las células endotellales, mientras que la 

activación del sistema complemento produce anaf1lotoxlnas que son 

factores 'quimiotáctlcos para las células fagoc1tlcas, las cuales son 

atra1das por éstos factores al si t1o de la 1nflamacl6n incrementando 

con esto la fagocitosis del m1croorganlsao invasor. Todos estos 

eventos en su conjunto causan los s1ntomas clinicos de la lnflamacl6n: 

dolor, tumor, calor y rubor (1,2,3,S). 

La fagocitosis se lleva a cabo en el organismo humano por los 

monocitos de sangre periférica, los macr6fagos tisulares y por los 

pollmorfonucleares, éstos últimos son los ús importantes debido a que 

se encuentran en aayor cantidad, sus slsteaas· 11lcrobicldas son muy 

potentes y eficaces, son los pr1aeros en actuar en una priaoinfeccl6n 

o lnfeccl6n aguda (9, 10). Una ausencia de estas células fagocitlcas 

lmpllca quedar inerme y a merced rle las infecciones, es por esto que 

su producción y maduración son tan importantes en la etapa neonatal ya 

que en esta etapa son éstas células las que se encargarán de la 

defensa del organismo. 



11) Ontogenla de los Pollrnorfonucleares (PHN). 

Los PMN (neutr6fllos, eosin6f1los y bas6f1los) se originan en 

médula ósea y comparten un origen común con las células cebadas, 

llamados todos en conjunto "granulocltos"; todos ellos se derivan de 

una célula progenitora llamada mleloblasto, la cual se encuentra en 

médula ósea. El mieloblasto, ya comprometido para evolucionar hacia 

neutr6f1lo1 pasa por varias etapas de maduración; la primera etapa es 

el promleloclto en la cual se producen los gránulos azur6filos o 

primarios los cuales contienen mleloperoxidasa, hidrolasa ácida, 

lisozima, elastasa, catepslnas y glucosldasas ácidas. El promieloclto 

prolifera y da lugar al mlelocl to, en esta etapa aparecen los gránulos 

especificas o secundarlos los cuales aparecen primeramente en la zona 

del Aparato de Golgl, pero a medida que se desarrollan se extienden 

hacia el citoplasma¡ estos gránulos contienen llsozlrna, colagenasa, 

fosfataaa alcalina y lactoferrlna. El mieloclto es la última etapa 

capaz de divlsl6n celular, por lo que las granulaciones azurófllas 

disminuyen por célula y las granulaciones especificas aumentan, 

convirtlendose finalmente en un neutr6filo maduro un 80/. de gránulos 

ospeciflcos y un 20% de gránulos azurófllos. La siguiente fase es el 

meta.mleloclto que posee un núcleo dentado en forma de rlri6n 1 cromatina 

condensada y pocos cambios c1 toplasmátlcos. Le slgue la fase de 

neutr6fUo en banda los cuales presentan cromatina condensada en forma 

alargada, en esta fase comienza una constrlccl6n parcial del núcleo 

hasta que so foraa un filamento delgado entre los lóbulos del núcleo, 



a partir de este momento puede considerarsele como un neutr6f11o 

segmentado o pDJlmorfonucJear, última etapa de la maduración 

(1,J, 11, !2, lJJ. 

Los ncutr6f1los representan del SO al 70 Y. de los leucocitos 

circulantes en sangre perlférica en el ser humano normal adulto de 

raza blanca y en los individuos de raza negra es alrededor del 65 'X • 

Los neutr6f1los presentan un tamaJ'io de 10-12 µm en frotis y de 7-9 µm 

en cortes, su núcleo posee de 2 a 5 lóbulos unidos por filamentos 

delgados de cromatina que se arreglan en forma de E, Z o S, tienen una 

vida media de 6-20 hrs. en sangre periférica y en los tejidos en 

condiciones de equilibrio aproximadamente de 4-5 qias, son producidos 

a una velocidad de 1. 6 • 109 células/Xg dia; el tiempo de maduración 

desde metamieloclto hasta pollmorfonuclear se lleva aproxlaadamente 

6. 5 dlas; poseen marcadores y receptores de superficie para la 

fracción Fe de las lnmunoglobullnas IgG1 e lgGJ, para las fracciones 

CJa, CJb y esa del complemento y para au y CRJ que son receptores 

relacionados con la adherencia y la fagocitosis (1,3,12,14,15). 

También presentan propiedades de adherencia al vidrio y al plástico 

(!). 

10 



111) Honocltos y Hacrófagos. 

Los monoc1tos y macr6fagos poseen también capacidad fagocitica, 

éstas células representan la segunda llnea de defensa del sitio 

lesionado. Los monocitos migran de sangre perlíérica al sitio dañado, 

mientras que los macrófagos se encuentran en: tejido conjuntivo 

(histlocltos), en hlgado (Células de KUpffer), en pulmones (macr6fagos 

alveolares), en bazo (macrófagos fijos y llbresl. en ganglios 

linfáticos ( (macrófagos f ljos), en médula ósea (macrófagos}, en 

cavidades serosas (macrófagos pleurales y perltoneales}, en cerebro 

(mlcroglla) y en rlft6n (macr6fagos mesangial intraglomerular}. Los 

monocitos y macrófagos poseen propiedades de adherencia al vldrlo y 

plástico, presentan receptores de membrana para fracciones Fe de IgGt, 

lgGJ e IgE, también para las fracciones del complemento CJb, para 

peque"ª" cantidades de lll.A-DR y para lnterfer6n 1 (l,J,9, 12, 16). 

Lo1 aacrófagos además de su función fagocitlca juegan un papel 

auy taportante en la inmunidad mediada por células, se involucran en 

la 1nlclac16n de la respuesta inmune al ser uno de sus papeles 

importantes la presentación de antlgenos a los linfocitos T, son 

responsables del procesamiento del antlgeno y de la producción de 

IL-1. También producen prostaglandlnas, factores del sistema 

complemento y del sistema de coagulación, necesarios en los procesos 

de inflamación y fiebre; una vez activados los macrófagos, por 

exposición a ciertas llnfoclnas, su capacidad fagocitlca se ve 

aumentada (1, 2, 3, 9). 

11 



Algunas propiedades de los macr6fagos activados en cotnparación 

con los macr6fagos normales son: {1) 

- Aumento del tamaf".lo. 

- Aumento de la actividad m1 t6t1ca. 

- Aumento de la actlvldad de la membrana rizada. 

- Aumento de la adherencia al vldrlo. 

- Aumento de la ut111zac16n de la glucosa a través de la vla de 

la hexosamonofosfato (HMF). 

- Producc16n y llberac16n de colagenasa. 

- Mayor producc16n de activador del plasmln6geno y de las 

prostaglandlnas. 

- Aumento del influjo de Calcio. 

- Aumento del monofosfato de guanosina clcllco (GHPcJ. 

- Aumento del número de gránulos citoplasmáticos. 

- Aumento de fagocitosis de partlculas recubiertas con rgG y C3b. 

- Aumento de la Plnocitosls. 

- Aumento de la destrucción bacteriana. 

- Inh1bici6n y destrucción de tumores. 

- Mayor actividad fagocitica. 



Jv) Etapas de la Fagocitosis. 

A diferencia de la pincel tos is, definida como la captación de 

partlculas de diámetro inferior a 10 nm observada en otros tipos 

celulares, la fagocl tos is es realizada exclusivamente por las células 

fagocl tlcas, ver figura 1 (5). 

PINOCITOSIS 

'{AGOCITOIJIS 

• 

Figura t. - FAGOCITOSIS Y PINOCITOSIS. 

Para que se efectue la fagocl tosls con éxito deben de realizarse 

una serle de etapas secuenciales interrelacionadas entre s1 1 las 

cuales se pueden dividir en: A) Qulalotaxle, B) Reconoclalento 

(opsonlzaclónl, C) Ingestión y foraaclón del fagosoaa, D) 

Desgranulaclón y El Destrucción Intracelular, ver figura 2 (1). 

13 
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Al QUIHIOTAXIS. 

o o --1. Mc11l1dld,qu1 
• e n'llDlllÍI 

l.ln~ti6n,plno 
ci1e1i1 

4.Form1el6nd1 
h111oso1T1.1 

s.o •• 111ultcl6n 
d1p1ral/d11:WI 
1hldrol1saa 

6.Mutrttbtcll 
rian1 

Figura 2 • - E:TAPAS DE LA FAGOCITOSIS. 

La qulmlotaxls es el proce10 por el cual las células fagoc1tlcas 

son atraídas al sitio dal\ado o a su vecindad. No sólo las clnlnas 

atraen a las células fagocl ticas al sitio lesionado, también existen 

co•ponentes humorales que actúan como factores qulmlotáctlcos 

provenientes de la via al terna o de la vla cU.slca del complemento. La 

actlvaclón del alsteaa complemento produce, por fragmentación de los 

co•ponente1 C3 y Cs, las fracciones C3a, CJb, Csa y Csb, además de la 

foraaclón del co•pleJo activo C61a. Los fragaentos CJa, Csa y el 

complejo C:.711 son factores qul•loUctlcos para los neutr6fllos, siendo 

Cla diez veces aá.s activo que C3a, aunque el efecto neto final es casi 

el •l&llO dada la uyor concentración de C3a. Tanto CJa como CSa son 

•anarilotoxtna1• y causan contracción muscular débU, Incrementan la 

penaeabtltclad vaacular, provocan la desgranulaclón de c•lulas cebadas, 

14 



estimulan en los PMN la producción de leucotrienos, especialmente 84 

que prolonga la permeabilidad del endotelio y activan a los mecanismos 

bactericidas del fagocito ( !, J, 7, JO, 16). 

El reclutamiento de los fagocitos mononucleares hacia la zona 

daf'iada se lleva a cabo por factores quimiotácticos liberados por los 

Linfocitos T sensibilizados con antlgenos, uno de éstos factores es el 

factor de inhibición de leucocl tos (LIF'} (3), que impide su migración 

de 1 a zona daf'.iada. 

B) RECONOCIMIENTO. 

Uno de los mecanismos por los que las células fagoci tlcas ven~en 

los factores antifagoci tlcos para reconocer a los microorganismos 

invasores es gracias a las opsoninas, que son anticuerpos o factores 

del sistema complemento, las cuales tienen la caracterlstlca de unirse 

la superficie del microorganismo promoviendo con esto la 

inmunoadherencia a las células fagocl tlcas: esto hace los 

microorganismos más susceptibles de ser ingeridos por los fagocitos. 

La irununoadherencia se lleva a cabo gracias a los receptores de 

membrana que presentan los fagocl tos para las opsoninas. 

Existen tres mecanismos diferentes por los cuales puede ocurrir 

la opsonlzaclón: 

1) La opsonlzaci6n puede ser lnespeclfica a través de la vla 

al terna del complemento. En este caso el fragmento CJb se une al 

microorganismo debido a los pollsacárldos presentes en su membrana 

15 



celular y asi se desencadena la activación del complemento que 

flnallza con la destrucción del microorganismo (t,3,7,10,11,16). 

2) El anticuerpo especifico por si sólo puede opsonlzar al 

microorganismo, sobre todo cuando éstos no presentan receptores 

adecuados para las células fagoc1 ticas o cuando los mlcr"'organismos no 

activan por si mismos al complemento y requieren de anticuerpos 

especlflcos para ser fagocitados como: H. leprae 

H. tuberculosls , R. prowasekll, C. pslttacl, etc. 

T. gondl 1 , 

El anticuerpo 

especifico se une al microorganismo por la fracción Fab dejando la 

fracción Fe Ubre para unirse a los receptores de membrana presentes 

en las células fagoc1tlcas, actuando el anticuerpo como un puente 

entre el microorganismo y el fagocito. Este mecanismo es más eficiente 

que el anterior ( 1, 3, 4, 7, 12, 16). 

3) El tercer mecanismo de opsonización es a través del anticuerpo 

especifico actuando Junto con el complemento por la via clásica. Se 

necesitan dos lgG o una IgH unidas al microorganis•o para que se fije 

la fracción C1 a estas y asl comenzar la activación por vla clásica 

del complemento. Este es el mecanismo de opsonlzaclón más eficiente 

que se conoce (1,3, 16). 

En el diagrama 2 se presenta la acción análoga de las vias 

clásica y alternativa del complemento. 
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la Vía Cláaica 
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ternativa 
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CS-9 DE ATAQUE A LA 

llDIBRAHA 

Dlqrua 2 • - VIAS C!..ASICA y ALTERNATIVA ·na SISTEMA COHPLEKENTO. 
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C) INGESTION. 

Los neutrófl los, monocl tos y macr6fagos son fagocl tos activos que 

obtienen su energia a través de la vla de la hexosamonofosfato OJMF}. 

Solamente los macrófagos alveolares la obtienen vla la fosforllaclón 

oxldatlva. Una serle de cambios metab611cos ocurren en los 

pollmorfonucleares durante la fagocitosis. El metabolismo del PHN y 

los cambios que ocurren se observan en el diagrama J ( 1). 

GLUCOSA 

i 
G6P ~6PG . P5P 

l NADP;.-.,.NADPH ~ADPH 
I ~ I 

. / GSS~SH ~ / .... 02 

ADP)R'l5A(NAD+~ H2~~02:~ 
(j) ~ ~ /~ T '"':,~- º2 

ATP PIRUVATO N~ /\ Ü2 'AMINOACIDO 

~L(.AD. 

Diagrama 3 , - CAMBIOS HETABOLICOS EN EL PHN DURANTE LA FAGOCITOSIS. 
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Durante la fagocitosis se presenta un aumento de la gluc611sis y 

un flujo de glucosa hacia la via de la hexosamonofosfato con el objeto 

de proveer a la célula de la energia necesaria para llevar a cabo la 

fagocitosis, también se produce Acldo 1Act1co lo cual hace que el pH 

se vuelva á.cido y esto estimula la desgranulación y se aumenta el 

consumo de 02, éstos y otros eventos conducen a la formación de H202, 

el cual esta involucrado en la muerte intracelular de las bacterias. 

Las reacciones numeradas son: (1) se produce ATP para la ingestión de 

partlculas mediante la degradación de glucosa a lactato. (2) La 

gluc611sls produce también NADH a partir de NAD': (3) el NADH y el 02 

catallzado por la NADH-oxidasa, reaccionan formando H202. (4) Este 

Ha02 a su vez estimula la vla alterna de la hexosamonofosfato (HMF') 

oxidando el glutat16n reducido (GSH) en una reacción catallzada por la 

slutatl6n-peroxldasa. (S) El glutat16n oxidado (GSSG) es reducido 

durante la o>Cldac16n del NADPH, catallzado por la glutatlón-reductasa. 

(6) El flujo de glucosa a través de la vla de la HMF catallzada por la 

glucosa-6-fosfato-deshldrogenasa (G6PD) y por la (7) 6-fosfogluconato­

deshldrogenasa (6PGD) generan NADPH a partir de NADP', (B) Otras 

fuentes de H20a provienen de la NADPH oxldasa y (9) de las reaccciones 

catallzada• por la aminoá.cido-oxidasa. (10) Los datos obtenidos del 

e•t\ldlo de los PHNs deficientes en G6PO apoyan el concepto de la 

e•t•tencla de transhldrogenasas que catallzan esta reacción (17). 
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En la flgura 3 se observa a la part1cula o microorganismo 

uniformemente cubierto por las opsoninas, las cuales se adhieren a sus 

receptores especificos local izados en la membrana de la célula 

fagocltica. En el dibujo central y derecho se observa como la 

interacción de los receptores adlcionales con el resto de las 

opsonlnas guia el movimiento de la membrana plasmática del fagocito 

para que se lleve a cabo la ingestión secuencial y circunferencial, 

quedando finalmente un fagosoma en el interior del fagocl to, fagosoma 

que por ende presentará una membrana plasmática invertida al interior 

del fagocl to. El fagosoma se separa y desplaza por mediación de los 

mlcrotúbulos y mlcrofllamentos (7, 10, 16). 

Figura 3. - "HECANISl«J DE CIERRE". 
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La unión del fagocito con el microorganismo estimula la 

organización y coordinación de los mlcrotúbulos Y m1crofl lamentos 

hacia el sl tlo de la unl6n. Estos elementos es tan constl tuldos por: la 

proteina tubulina, mlcrofilamentos de actlna y mloslna, actina unida a 

proteinas, un cofactor protéico que estimula la actividad de la ATPasa 

dependiente de Mg2• y gelsol ina que es una proteina reguladora 

dependiente de Ca2•. El movimiento de sustratos en la membrana 

plasmAtlca es el resultado de los fenómenos de gellflcaclón y 

contracción que involucran a estas cinco proteinas. La pollmerlzación 

de actlna es un fenómeno necesario para que se lleve a cabo la 

fagocltosls, la locomoción, la adherencia y la desgranulación con 

éxito (1,3, 7, I0, 16). 

Durante esta etapa también se ve aumentada la slntesls de llpidos 

con el objeto de proveer al fagocito de la membrana celular necesaria 

para la rormac16n del fagosoma (36). 

Tublén se ha encontrado una correlación entre el ángulo de 

contacto, entre los fagocitos y los microorganismos al momento de la 

lngestlón, y la facilidad para ser fagocitado un microorganismo. 

Angulas mayores de 18° indican que el microorganismo es. fácilmente 

lngestado, por ejemplo: Shlgel la f lexnerl ( 18. 1 °) ; Staphl lococcus 

aureus (18. 7°) : SaJmoneJJa typhlmrlum (rugosa 20°) : Nelsserla 

¡onorrhoeae (26. 7°) , etc. En cambio los ángulos menores de 18° 

pertenecen a bacterias que resisten la fagocitosis como: Haernophllus 

JnfJuenzae (grupo b 17.6°) : F:.colJ (grupo 0111 17.2°) : KJebsJeJJa 

pnewnonlae (17°) ¡ S.aureus (cepa Smlth 16.5°), etc. 
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Estos ángulos se deben a las propiedades hldrofóblcas o 

h1drof111cas que presenta cada bacteria por lo que es importante no 

tomar en cuenta el valor absoluto del ángulo, sino su valor comparado 

con el ángulo de las células fagocitlcas. Bacterias más h1drof6blcas 

que los fagocitos pueden ser fc'l.cilmente fagocitadas (ángulos > 18°), 

mientras que las bacterias más hldrofi llcas que los fagocitos (ángulos 

< 18°) son resistentes a la fagocitosis. De aqul se desprende otra 

observación importante y es que cuando la bacter la presenta un ángulo 

de contacto mayor respecto al del PMN, generalmente la bacteria 

presenta baja virulencia, a no ser que presente otros mecanismos de 

patogenlcldad lndependlentes de la facilidad con que es fagocitada 

como L. monocytogenes N. gonorrhoeae y H. bu tyr Jcum que pueden 

sobrevivir lntracelularmente. Las bacterias con bajo ángulo de 

contacto con respecto a los PMN son virulentas, entre ellas se 

encuentran los microorganismos encapsulados; ejemplo de ésto es 

S. aureus (cepa Smlth) la cual posee una cápsula pronunciada, siendo 

m6s hldroflllca ( 16. 5°) y reslste fuertemente la fagocitosis, después 

de la descapsulaclón adquiere un ángulo de 26 ° y se convierte en 

fácilmente fagOcllable (37). lo que demuestra el factor de virulencia 

de las cápsulas bacterianas y la necesidad de la opsonlzaci6n. 
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Dl DESGRANULAC!ON. 

El fagosoma hace contacto primeramente con los gránulos 

especlflcos que vierten su contenido dentro de éste y luego lo hacen 

los azur6fllos,dando lugar a la muerte disolución de los 

microorganismos. Como sucede en la qulmiotaxls y en la ingestión, los 

mlcrofllamentos y los mlcrotúbulos son importantes en la dlrecc16n y 

fusión de los fagosomas con los gránulos cuyo contenido se observa en 

el cuadro 2 (1,2,3,!0,!7,IB). 

~ AZUROFILOS ~ 

mleloperoxldasa 
hldrolasa ácida • 
llsozlma • 
elastasa • 
catepslnas 
glucosldasas ácidas • 

GRANULOS ESPEC!F!COS ~ 

llsozlma • 
colagenasa 
fosfatasa alcalina • 
gelatlnasa 
lactoferr lna • 

- • Enzimas que intervienen en la muerte intracelular. -

Cuadro 2. - CONTENIDO DE LOS GRANULOS DE LOS PMN. 

Se ha observado una marcada deslntegraclón del el toplasma en las 

células fagoclticas, con pérdida parcial de membranas fagosomales, 

vacuol1zac16n de fagosomas con material granular dentro del citoplasma 

y destrucción del nócleo , lo que sugiere autodlgest16n enzimática; 

aunque en la mayoria de los monocltos se observa lisis celular con 

pérdida de enzimas, no sucede esto en igual magnitud para los PHN pues 

son ús resistentes a sus propias enzimas (8). 

Una vez dentro de la célula, el destino de una particula ingerida 

va a depender de su naturaleza, existen tres posibilidades: a) la 
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célula no la digiere y la elimina al exterior, b) la célula digiere y 

destruye a la part1cula y c) la partlcula o microorganismo destruye a 

la célula y puede tomar una posiclón intersticial en los tejidos (2}. 

En la segunda opción si la célula digiere a la particula es 

gracias a las enzimas presentes en sus gránulos o llsosomas, aunque no 

todas las enzimas presentes en los llsosomas intervienen en la muerte 

Intracelular, sólo las marcadas con asterisco en el cuadro 2; el resto 

de las enzimas posee una función digestiva más que microbicida (18). 

La desgranulac16n también puede ocurrir por exocl tosis durante la 

Ingestión o por la pérdida de los fagosomas lnmóvl les unidos a la 

membrana celular; éstos eventos no son tan relevantes como otro tipo 

de exocltosls, por ejemplo cuando la partlcula a ingerir es demasiado 

grande el contenido de los gránulos y llsosomas es liberado hacia la 

particula o microorganismo que esta causando el dario tisular. Esto es 

benéfico en el caso de la reacción de eosinófllos contra schistosomas, 

pero en el caso de la "fagocitosis frustrada" es todo lo contrario, 

En la fagocitos is frustrada sucede una reacción de 

Hlpersenslbllldad tipo 111, mediada por el eventual depósito de 

complejos inmunes en las células del huésped¡ las células diana 

recubiertas por anticuerpos o por fracciones del complemento, activan 

los aecanismos de reconocimiento de las células fagoc1 ticas dando 

comienzo al proceso de fagocitosis. Como generalmente las partlculas 

recubiertas son demasiado grandes (ej. celulas del basamento} los 

neutr6fllos no pueden ingerirlas "frustrándose" su intento y entonces 

liberan el contenido de sus gránulos hacia el exterior causando daf\o a 
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}as células de la vecindad. Como ejemplo de este proceso tenemos a la 

Enfermedad del Suero, al Lupus Eritematoso Sistémico y a la Artri tJs 

Rcumatoide (3). 

El DESTRUCCION INTRACELULAR. 

Las consecuencias de la fagocitosis son diferentes para 

microorganismos Intracelulares extracelularcs. Para un 

mlcroorganlsmo Intracelular representa la oportunidad de sobrevivir¡ 

pero para un mlcroorganlsmo extracelular, el cual carece del equipo 

necesario para su reproducción intracelular, representa el prlnclplo 

del fin. Para evitar este fln los microorganismos extracelulares han 

desarrollado sustancias antlfagocitarlas como por ejemplo: a) 

Cápsulas, b) Proteina H estreptoc6clca, c) Fimbrias, d) Proteina A 

estaflloc6clca, e) Cltotoxinas (estreptollsinas O y S; leucocldlna 

estafllocócica, leucocidlna pseudom6nlca} y f) Proteasas. 

Los mecanismos por los cuales los microorganismos pueden evl tar 

ser digeridos son: 1) evitar el encuentro con los fagocitos secretando 

tóxlnas y/o sustancias que eviten la reacción de inflamación o de 

quimlotaxls; 2) producción de cubiertas celulares que evl tan la 

adherencia de los fagocitos a ellos (ej. cápsula de Nelsserla spp y 

protelna M de S.pyogenes) a menos que se encuentren recubiertos por 

anticuerpos especlflcos¡ 3) una vez fagocitados los microorganismos 

aún pueden resistir la destrucción intracelular previniendo la fusión 

de los llsosomas con los fagosomas (ej. Hycobacterlurn tuberculosis, 

Toxoplasma gondll y Chlamydla pslttacl); 4) resistencia lntrlnceca de 
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la pared celular por su capacidad para neutralizar a las proteinas 

bactericidas, al H202 o al lón super6xido¡ S} algunos microorganismos 

son capaces de escapar de los fagol1sosomas quedando Ubres en el 

el toplasma, donde son inmunes al ataque de los mecanismos bactericidas 

(e,j. Hycobacter1um leprae, R1cketts1a prowazek11, Trypanosoma cruzJ). 

asi el resultado es la muerte de la célula fagocitlca y el 

microorganismo invade los tejidos vecinos. Sln embargo cuando algunos 

de éstos microorganismos se encuentran recubiertos por anticuerpos 

espec1flcos no logran escapar de la destrucción intracelular 

(l,2,3, 16, 18, 19,20). 

Si bien es cierto que no todos los microorganismos son destruidos 

por el huésped de la misma forma, lo que si es cierto es que la 

destrución intracelular es uno de los mecanismos más importantes en la 

defensa 1nmunol6gica y que los mecanismos microbicidas que utilizan 

los pol lmorfonucleares están mejor caracterizados que los de los 

monocltos y macr6fagos. Los mecanismos mlcroblcldas de los neutr6fllos 

humanos pueden dlvldlrse en dos categorias como muestra el cuadro 3 

(l, 18). 
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SISTEMAS HICROBICIDAS DEL llEUT!\ÓrILO 

I. - Independientes .@.. ~i&rul.9. 

a) proteinas cat16n1cas 
bl pH ácido 
e) 11soz1ma 
d) lactoferrlna 
e) hlstonas nucleares 
f) elastasa 

11. - Dependientes~ ~l&!ill.Q 

J) Mediados por mleloper6xldasa 
a) mleloperoxldasa 
b) peróxido de hidrógeno 
c) pH ácido 
d) cofactor oxidable 

1J) Independientes de mleloperóxldasa 
al peróxido de hidrógeno 
b) anión superóxldo 
c) radical hidroxilo 
d) oxigeno slngulete 

Cuadro 3 

!. - SISTEllAS INDEPENDIENTES DE OXIGENO. 

Estos mecanismos son independientes del "'estallido respiratorio" 

y son 111portantes debido a que algunos microorganismos pueden ser 

destruidos bajo condlclones anaerobias, aunque la actividad 

•lcroblclda se ve reduclda bajo estas condiciones. Para que se lleven 

a cabo los siguientes mecanismos se requiere forzosamente de la fusión 

do los gránulos con el fagosoma (l, 10,21). 

a) Protelnas Catlónlcas. 

Al •omento de ingerir el fagocito al microorganismo parece que 

existe una fase en la cual el pff del medio se eleva primeramente antes 
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de caer y tornarse ácldo, la proteina cat1ón1ca fagoc1t1na, presente 

en los gránulos azurófilos de los neutrófllos y en algunos de los 

macrófagos, es más tóxica bajo condiciones alca! !nas por lo que es la 

primera en actuar contra la capa b111pldlca exterior de la membrana de 

las bacterias Gram-negativas como E.coll, P.aerugJnosa, S.aureus, etc. 

b) pH ácido. 

Se ha reportado una acidez dentro del fagosoma alrededor de pH=4. 

Esta acidez puede ser consecuencia de la producción de ácido láctico 

debido a la gluc611s1s o se puede deber a la producción de ácido 

carbónico debido a la presencia de anhidrasa carbónica. Los 

polisacáridos microbianos tiene un papel importante en esta acidez 

debido a un intercambio lónlco. Algunos microorganismos pueden ser 

destruidos entre 10 y 15 minutos debido a esta acidificación. 

e) lisozima. 

El pH ácido es óptimo para la actividad de la llsozlma, que se 

encuentra tanto en los gránulos primarios como en los secundarios, y 

actúa rompiendo enlaces J3 1-4 del mucopéptldo que constituye la pared 

celular de bacterias Gram (+). Algunas de éstas Insensibles al ataque 

de la Usozlma se vuelven sensibles bajo la presencia de ácido 

ascórbico o de H202. 

d) lactoferrlna. 

La lactoferrlna se encuentra dentro de Jos gránulos especlrtcos y 

puede Inhibir el desarrollo microbiano debido a que forma quelatos con 
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el fierro llbre y priva a las bacterias de éste elemento, el cual es 

esenclal para su desarrollo. 

e) histonas nucleares. 

Presentan act1vldad antlmlcrobiana directa. Estas hlstonas son 

liberadas en los tejidos vecinos por la muerte y autol lsls de las 

células. 

r) e las tasa. 

La elastasa de los granulas primarios se inserta los 

mucopépt1dos de las paredes de ciertas bacterias y es más importante 

en la dlgest16n de mlcroorganlsmos muertos, que en su destrucción. 

l!. - SISTEMAS DEPENDIENTES DE OXIGENO. 

1 l Mediados por mleloperoxldasa {MPO). 

El mecanismo de acción mlcroblclda del sistema mediado por MPO 

lmpllca la reacción del H202 con el fierro de los grupos prostéticos 

hemo de la HPO, para producir complejos enzima-sustrato con fuerte 

capacidad oxldatlva (1, 10,22,23,24). 

a) Hleloperoxldasa. 

La mieloperoxldasa, presente en los gránulos azurófllos, se 

llbera al fusionarse con el fagosoma. En presencia de peroxldasa (o 

bajo algWlas clrcunstanclas catalasa de peroxlsomas}. el H20z generado 

del metabollsmo del neutr6fllo má.s haluros es transformado 

hlpohaluros. generando sustanclas de tipo oxidante tóxicas para 

bacterias y vlrus (36). 
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Algunos lndl vlduos presentan en sus monocl tos deflclenclas 

congénl tas de mleloperoxldasa lo cual conlleva a una deficiente 

actividad bactericida. Los macrófagos tisulares no poseen peroxtdasa. 

b) Peróxido de Hidrógeno 

El H202 surge del metabolismo del neutrófllo según la siguiente 

reacción: 

GLUCOSA + NADP' 

llADPH + 02 

2 02- + 2 H• 

_•_f•_d_•_•_•_h_.,_,_••---> PENTOSA-FOSF"ATO + NADPH 
111onoíoafolo 

---"-'-••-•-• ---> UADP • + 02 -

--'•"'"'ª"""-'"'º"'"-10'-';,--> Hz02 + 
1
02 

eaponl4neo 

for-•aclón 
esponlGnea 
de íulur-oa 

~~gct~Td:~J 

Algunos microorganismos paradoJicamente pueden proporcionar el 

H202 que medie su propia destrucción, entre ellos el neumococo y 

algunos estreptococos ya que éstos microorganismos estan clasificados 

como productores de ácido láctico y su oxidación terminal esta mediada 

por flavoprotelnas que oxidan el 02 a H202; como carecen de catalasa 

el H202 se acumula y puede ser usado en el sistema destructor mediado 

por MPO (49). Para evitar el daño celular los neutrófllos y 

macrófagos poseen dos sistemas para destrut r el H202, uno es la 

catalasa y otro las reacciones enzimáticas mediadas por glutatión. 

como se observa enseguida: 

calalaaa 

1!202 + 2GSH 2 fl20 + CSSG 
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El glutat16n reducido es regenerado por reacciones acopladas, 

esto estimula el flujo de G-6-P en la via de las hexosas. 

e CSSG : NADPH2. -----------2-G-SH + NADP J 
via hexosa <- G-6-P 

e) pH ácido. 

El sistema mediado por mieloperoxidasa posee un pH ácido óptimo 

de 4. o a 4. 5, condición que se cumple dentro de la vacuo la fagoci tlca. 

d) Cofactor Oxidable. 

Estos pueden ser fluoruros, cloruros, bromuros y yoduros. El 

neutr6fllo posee cloruros en su interior en cantidades considerables 

por encima de lo que requiere para la participación de éste en las 

reacciones mediadas por HPO: 

H2D2 + Cl 
aleloperoxlda•• 

OCl- + H20 { 2~::gHH::t! 

OC!- + H20 102 + Cl- + ll2Cl (•) 

Con un pH ácido es posible que se forme ácido hipocloroso, el 

cual posee propiedades bactericidas que podrian actuar a nivel de: 

- oxidación de los grupos sulfhidrllos con lnactlvac16n enzimática 

- oxidación de yoduros a yodo con da!io directo a las proteinas 

•lcroblanas, incluyendo enzimas. 

_ producción de oxigeno singulete (102) la cual es un estado exl lado 

del oxigeno y que discutiremos más adelante. 
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- formación de cloraminas (R-N-Cl) como aminas, amidas e imldas. 

Los yoduros presentes en suero en concentraciones menores de 

lµg/dl o bajo la forma de Trlyodotironina {TJ} y Tetrayodotiroxina 

{T4), ligadas a la membrana al degradarse y liberar ion yoduro pueden 

causar dafio microbiano por mecanismos análogos a las dos Ul t !mas 

reacciones {sustituyendo cloruros por yoduros) y por peroxidaclón de 

los l ipidos. 

Ji) Independientes de mieloperoxidasa. 

Para que se lleven a caho estos eventos no es necesaria la fusión 

de los gránulos o l lsosomas con el fagosoma, es probable que una 

enzima Coxldasa presente en la membrana del fagosoma) o tal vez un 

cltocromo b, sean los responsables de la reducción del 02 al ion 

super6xldo. Esta reacción se lleva a cabo espontáneamente después de 

la Ingestión del microorganismo o partícula y la consiguiente 

formación del fagosoma. 

a J Peróxido de hidrógeno. 

El H202 en concentraciones elevadas puede ser por si mismo 

microbicida, aunque eso depende de la capacidad del microorganismo 

para destruirlo ya sea por producción de catalasa o peroxidasa. La 

formación del peróxido de hidrógeno es: 

2 02 -_,0~,,.~-::-;:-:-0...,º .-> 2 02- + 2 H• 
dl .. ulaclori > !!202 + 102 
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b) Anlon Superóxldo. 

La formac16n de este anlon 02- es como se observa en la primera 

parte de la última reacción o por reacción acoplada al metabol lsmo: 

NADH o NADPH o transhldrogenasa + 02 ----> Oz- + NAD+ o NAOP+ 

El anlon superóxido es por si mismo un bacterlclda débll y actúa 

directamente sobre los microorganismos, aunque existen algunos que 

pueden resistir su actividad microbicida gracias la 

super6xldo-dl smutasa. 

2 02- + 2 H+ --''.;:up""e'-'°;.;;'•-'"ld;.;;o __ ) 02 + H202 { mccanl1u110 

dhautau •lcr~:;~¡:r.fos> 

El anion super6x1do puede actuar como reductor cuando reduce al 

citocroao e ó reduce compuestos como los colorantes nltroazul de 

tetrazollo (NBT) o aaarillo de tetrazo!io (HTTJ. aqui el ion 

auper6xldo pierde un electrón y se convierte en Oz y puede actuar 

tubl6n como oxidante cuando gana un electrón frente a la eplnefrlna y 

forma ll202. Este anlon predomina a pH alcalino. 

c) Radical Hidroxilo. 

51 el ion superóxldo es un bactericida débil y en co•binac16n con 

•1 peróxido de hidrógeno produce el radical OH- que resulta ser uno de 

los productos aá.s tóxicos para algunas bacterias. Este radical es 

producido por PHN como por monocltos de la siguiente manera: 

----'""----:> 'OH + OH- + 
1
02 
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d) Oxigeno slngulete. 

Cuando los PKN intactos son incubados con particulas se observa 

un fenómeno llamado "qulmloluminiscencia", la emisión de luz de color 

rojo débil; este mecanismo Involucra la generación de una molécula de 

oxigeno slngulete {óg • 02 o 102). Este tipo de oxigeno está en un 

estado electrónicamente excl lado generado por la absorción de energia 

que eml te un cuanto de luz al regresar a su estado basal, durante la 

oxidación de los microorganismos ingeridos. La qulmloiumlniscencla no 

se observa en ausencia de fagocitosis, en personas con enfermedad 

granulomatosa cr6nlca y disminuye en las personas con deficiencia de 

HPO (25). 

La quimioluminlscencia puede cuantificarse y se correlaciona con 

la oxidación de glucosa través de la derivación de la 

hexosamonofosfato. Por lo tanto es un método sensible, útll, continuo 

y no destructivo para medir la actividad microbicida del neulr6f1lo 

(26). 
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v) DISFVNCION DE FAGOCITOS. 

Los trastornos de los fagocitos se dividen en extrinsecos e 

lntr1nsecos. En los primeros se Incluyen las deflclenclas de opsonlnas 

secundarias debidas a deflclenclas de inmunoglobul lnas y de factores 

del complemento, supresión del número total de fagocl tos por 

lnmunosupresores, interferencia de la función fagocl tlca por 

cortlcoesteroldes, supresión de neutr6f1los circulantes por Ac 

especlflcos y qulmlotaxls anormal de los neutr6fllos por deflclencla 

del complemento. Los lntrlnsecos se relacionan con def1clenclas 

enzh1átlcas de la vla metabólica necesaria para la destrucción de los 

microorganismos, los trastornos por estos factores se resumen a 

contlnuacl6n: (!,2,7,27). 

ENFERHEDAD GRANIJLOHATOSA 

CRONICA. 

Es una enfermedad crónica hereditaria 

llgada al sexo. La deflclencla enzlm8tlca 

de esta enfermedad se piensa radica en la NADH o en NADPH ox1dasa o en 

NADH reductasa. Esta deflclencla provoca una dlsmlnuc16n en el consumo 

de oxigeno, abatlendo la ut!l1zacl6n de glucosa por la vla HMF, poca 

producc16n de H202 y en consecuencia poca producción del ion 

superóxJdo. Mayor susceptibilidad a C. alblcans, E. coJ1, S. aureus, 

s. eplderm1d1s, s. urcescens y pseudomonas. 

DEFICIENCIA DE GWCOSA-

6-FOSFATODESH l DROGENASA 

Existe actividad deficiente de NADll o 

de NADPH oxldasas con dlsmlnuclón de la 

actividad de Ja v1a de la llMF y disminución de la producción de H202. 

Lo• PHH no destruyen al microorganismo a la velocidad normal. 
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DEFICIENCIA DE 

lflELOPEROXIDASA 

Existe deflclencla de mleloperoxldasa pero 

hay un consumo normal de oxigeno, de la 

via de la HMF y de la producción de H202. Mayor susceptibilidad a 

infecciones por candlda y estafilococos. 

SINDRO/fE DE 

CHEDIAK-HIGASHI 

gigantes en leucocl tos 

Trastorno autos6mlco receslvo de sistemas 

múltiples con inclusiones granulares 

plaquetas. Anomallas en la qulmlotaxls 

y muerte Intracelular, pero el consumo de 02, producción de H202 y la 

vla de la HMF son normales. Susceptlbllldad mayor a estreptococos y 

pneumococos. 

SINDRO/fE DE JOB. Variante de la Enfermedad Granulomatosa 

Crónica, trastornos de abscesos recurrentes frias producidos por 

estafilococos en la piel, ganglios llnfátlcos y tejido subcutáneo con 

pocos signos de Jnfecclón y de respuesta inflamatoria. 

DEFICIENCIA DE TUfTSIN. Deflclencla fa11ll lar del tetrapéptldo 

estimulante de la fagoc1 tos is ( tre-lls-pro-arg) producido 

aparentemente en el bazo por desdoblamiento de una inmunoglobullna. 

Este tetrapéptido fué descubierto en la Universidad de Tufts, de alll 

su nombre. 

SINDRO/fE DEL LEUCOCITO 

PEREZOSO 

Respuesta qulmiOtáctlca deficiente de los 

PMN con neutropen1a, respuesta 

inflamatoria y mlgrac16n al azar de leucocl tos anormales. 

Suscepltbllidad a infecciones bacterianas graves. 
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IgE ELEVADA, QUillIOTAXIS 

ANOR/IAL, EC'ZEllA E 

INFECt:;ION RECURRENTE. 

Hombres y mujeres presentan desde la 

infancia eczema, infecciones recurrentes 

en forma de abscesos y neumonla; los 

responsables son los s. aureus y estreptococos beta-hemoli tices del 

grupo A. Los niveles de IgE son 12 veces mayores de lo normal. Las 

etapas de la fagocitosis se encuentran normales excepto la 

qulmlotaxls. 
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v J) FAGOCITOS 1 S EN EL N::ONATO. 

Hasta antes de 1960 pocos estudios se realizaron acerca de la 

fagocitosis en el neonato. En la mayoria de estos estudios se observó 

una deflclencla relativa de la actividad fagocl tlca del recién nacido 

en comparación con la de nlf\os mayores y adultos; estos estudios 

variaban considerablemente desde la partlcula usada en el ensayo hasta 

la utlllzaclón de suero autólogo u homólogo y la concentrac16n de este 

en el ensayo, especialmente la utllizaclón de sangre total en estos 

primeros ensayos hacia imposible una evaluación de la eficiencia de la 

inmunidad celular y humoral por separado (28). 

En 1952 Hatoth (28) demostró que la actlvldad fagocltlca, hacia 

los gránulos de almidón, era igual para los leucocitos de adultos que 

para los de cordón umbilical de neonatos a término siempre y cuando se 

incubaran con una concentración de suero mayor del 10 X ; en presencia 

de concentraciones menores al 10 X la actividad fagocitica de los PHN 

de neonatos era menor que la de los adultos. Gluck (28) en 1957 

encontró que los PMN de neonatos preaaturos ingieren cantidades 

normales de particulas de tinta de la India en presencia de suero 

adulto, pero esta actividad dis•inuye cuando se realiza con suero 

autólogo. Una posible explicación para estos dos procesos anteriores 

seria que la dismlnuclón de actividad fagoclt1ca se deba a factores 

humorales (falta de, o baja concentración de inmunoglobullnas o 

complemento) más que a factores celulares . Hiya110to (28) en 1965 

realizó un estudio en neonatos prematuros usando sangre total y 
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estreptococos muertos encontrando que los PMN de neonatos prematuros 

eran menos fagocitlcos que aquellos provenientes de neonatos a término 

en la primera semana de vida. Aparentemente todC"t Indicaba que el 

sistema inmune del recilm nacido se encontraba deficiente tanto 

cualitativa como cuantitativamente, lo cual repercutia en una 

predisposición hacia las infecciones (28). 

Actualmente se ha observado, en relación a los aspectos 

cuantitativos, que todos los neonatos carecen de un nümero adecuado de 

células progenitoras de granuloci tos en médula ósea por lo que en 

caso1 de septlcemla neonatal el número de PHN en sangre periférica 

puede ser lnsuflclente (29, 30). 

Tub16n se han demostrado nwnerosas anormalidades cual i tatlvas en 

los PHN de neonatos, especlalaente en situaciones de estrés, de bajo 

pe•o al nacer, de pret6r11ino, de infección o de desnutrlc16n (31). 

Eltas anoraalldades incluyen: dismlnuclón en la capacidad de 

deforaac16n de la •embrana, dlsalnuci6n en la respuesta qulmiotáctlca, 

dl .. lnucl6n en la aovllldad y locomoción (debido a una falta de 

pol111erlzacl6n de la proteina actina), dls11lnucl6n del reconocl11lento 

u opsonlzac16n debido a una producc16n tardia de lnmunoglobullnas, 

especlalaente de lsH especifica (6, 7), dlsmlnucl6n en la formación de 

fqosoaa•, dl1•inucl6n en la desgranulaci6n, disalnuc16n de la 

lngest16n, dleainuc16n en la expresión del receptor CJb, dismlnucl6n 

en la adherencia y defectos en el metabollsno oxldatlvo, lo cual 

flnalmente se traduce en una incapacidad por parte de los PHN para 

39 



fagocitar y destruir a los microorganismos causantes de la infección 

(27, 32, 33). Se cree que esta incapacidad para fagoci lar se encuentra 

más relacionada con una inmadurez en la producción de factores inmunes 

humorales, que finalmente realizan la opsonización de microorganismos 

o partlculas, que con defectos intrlnsecos de los PHN (30, 32, 33). 

Las infecciones que generalmente se presentan en los neonatos son 

provocadas por microorganismos que normalmente no son tan virulentos 

para los adultos, a menos que los adultos se encuentren 

inmunocomprometldos¡ algunos de estos mlcroorganlsmos comunes en 

infecciones neonatales son: S. aureus, S. epldermldls, E. colJ, 

L. monocytogenes, estreptococos del grupo B y C. alblcans • Los neonatos 

desarrollan infecciones en lugares periféricos como piel, pulmones y 

tejidos subcutáneos, es aqul donde los PHN son de su,ma importancia en 

la defensa de éstas á.reas (33). 

Con respecto a C. alblcans sl bien es cierto que los llnfocltos 

juegan un papel muy importante en la defensa del organismo, el papel 

de los neutrófllos en contra de este mlcroorganisao es critico ya que 

ellos lo destruyen o llmltan su prollferaclón antes de que se 

desarrolle una respuesta de tipo celular en contra de esta levadura. 

C. aJblca.ns es una levadura saprófl ta que habita norma lente en el 

sistema digestivo humano, la exposlc16n del organis.a a este 

microorganismo comienza desde el principio de la vida lactante. 

Durante el embarazo aproximadamente .el 2SY. de las aujeres 

presentan infecciones vaginales por candlda y alrededor del S~ de los 
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recién nacidos presentan candldlasls bucal, que normalmente desaparece 

durante el primer mes de vlda (2, 7). Al f_lnal del primer año de vida 

casi todos los nlf\os han sido expuestos a C.albicans, y 

aproximadamente el 60 r. de los nlf'ios mayores de un af\o de edad pueden 

dar una respuesta retardada en 48 horas a la inyección intradérmlca de 

antigeno de C. alblcans para la prueba cutánea. Los sistemas oxldattvos 

y no oxldatlvos de los PMN son activos contra C. alblcans , parece ser 

que las pseudohifas poseen un receptor que se une a la membrana de los 

PHN iniciando asi los mecanismos microbicidas oxigeno dependientes 

(1,2, 7, 18,34,35,36). 
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vlJ) I/fPORTANCIA DF: LAS TF:CNICAS DF: ESTUDIO DF: LA FACOC/TOS/S F:N F:L 

NF:ONATO. 

Dada la susceptibl l 1dad y pred1sposlc16n que presentan los 

neonatos a contraer lnfecclones, debido a su inmadurez lnmunol6g1ca, 

se hace necesario poseer métodos adecuados, sensibles y reproducibles 

para evaluar la función fagocitlca y la capacidad mlcroblclda de los 

PMN, esto llene como fin diferenciar con certeza una dlsfunc16n 

fagocl tlca de una función normal o de una función inmadura con el 

objeto de apllcar los tratamientos correctos a los recién nacidos o 

nlf\os pequef\os que presenten problemas de infecciones repetitivas, o 

aplicar medidas preventivas en neonatos con riesgo de 1nfeccl6n. 

Existen varias pruebas para evaluar las diferentes etapas de la 

fagocl tosls en los PMN. Parllcul- rmente nos lnteresaaos por evaluar 

las etapas de lngest16n y de muerte intracelular, sobre todo esta 

{al tlma ya que conlleva al objetl vo final de los fagocitos, destruir a 

los mlcroorganlsmos extraf\os y patógenos al organismo del neonato. 

Las pruebas para la etapa de ingest16n proporcionan un medio 

ré.pldo y simple para evaluar el proceso fagocitarlo global; a veces el 

término fagocl tos is se usa como sinónimo de lngest16n por lo que el 

término "Indice Fagocl tlco" que denota el número de particulas 

promedio Ingeridas por fagocito deberla llamArsele en realidad "Indice 

de lngest16n 11
• Los métodos para la evaluación de la lngest16n de 

partlculas por ensayos celulares son: 1) cuenta directa de partlculas 

fagocitadas mediante mlcroscopla ordinaria, 2) est1aacl6n de la 

radioactlvldad fijada a la célula después de la lngest16n de una 
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partlcula marcada y 3) medlcl6n de algún lipldo fácilmente teñible 

extra1do de la célula después de la 1ngestlón (1). 

Estas pruebas se ven afectadas por la presencia de: factores 

humorales (opsoninas) que intensifican la captación de partículas, la 

presencia de suero que contiene factores de coagulac16n, la necesidad 

de agl tacl6n constante o vol leo de células y de las partlculas para 

aumentar al mflxlmo el contacto y la captac16n de estas úl tlmas, el 

Upo o tamano de las partlculas empleadas y finalmente la praporcl6n 

en que se encuentren las particulas en relación con los fagocitos (1). 

En nuestro caso se escogió una prueba de cuenta dl recta de 

partlculas fagocitadas mediante microscopia ordinaria (43), la prueba 

es la de reducción del colorante cloruro de nltroazul de tetrazolio 

(NBT); este colorante es un compuesto hidrosoluble de color amarlllo 

claro que forma for111.azán, un colorante de color azul Intenso cuando se 

encuentra en su forma reducida. Los neutr6f1los pueden reducir el 

colorante después de la lngestl6n de part1culas. subslgulente a la 

explos16n de energ1a generada a través de la der1vac16n de la vla de 

la HMF. El colorante reducido se puede medlr mediante un 

espectrofot6metro después de su extracción de los neutr6fllas con el 

solvente orgánico p1rldlna, si la prueba se realiza cuantitativamente 

o coao se menclon6 anteriormente, en nuestro caso se observó al 

11lcroscoplo elm.lc¡ero de partículas ingeridas por cada fagocito, 

realizándose la prueb!' de forma cualitativa (1,38). 

E:l 11eeanlsao por el cual se reduce el NST esta lntlmamente llgado 

con los eventos aetabóllcos, el consumo de oxigeno, la formación del 
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H202 y del lon super6xido (1, 10.24,38}, para mas detalle referirse a: 

Sistemas Microbicidas del Neutrófllo - 11 b) Anion Super6xido. 

Figura 4. - Cloruro de nitroazul de tetrazolio (NIT) 

Para evaluar la etapa de muerte intracelular las pruebas mfls 

usadas son: la reducción del azul de tetrazollo cuantitativa y la de 

muerte intraleucocitaria. En cuanto a la primera prueba si bien es 

cierto que una incapacidad para reducir el colorante NBT responde a 

una anomalia importante de los sistemas ant1•lcrob1anos del neutr6fllo 

(ejemplo de ello es la Enfermedad Granulomatosa Crónica), esto no 

confirma que todas las partículas que fueron ingeridas fueron 

destruidas, asi mismo se han reportado resultados falsos positivos y 

falsos negativos para esta prueba en nU11erosas enfermedades, con lo 

cual su uso queda restringido (l,39). 

Para la prueba de muerte lntraleucocltarla existen varias 

opciones; primeramente la prueba a~s generalizada es la de la 

capacidad bactericida de los neutrófllos para la cepa 502A de 
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Staphylococcus aureus en la cual se lncuban PHN con bacterlas 

(relación 1: S) más opsonlnas de suero fresco en agi taclón; después son 

destruidas las bacterias que no fueron ingeridas y 'i\,e toman allcuotas 

de la aezcla a diferentes t.lempos. Se liberan los mlcroorganlsmos 

intracelulares evaluándose, por diluciones seriadas y siembra en 

placa, el número de aicroorganlsmos viables. Para un individuo normal 

adulto se produce casi una reducción bi-logaritmica en la cantidad de 

S. aureus viable intracelular una hora después de la lncubac16n. Esta 

técnica llene como inconveniente el tiempo utilizado en su realización 

y una uyor racllbilldad de error por contaainac16n microbiana (1). 

Otra t6cn1ca utilizada para la evaluación de la destrucción 

intracelular os la descrita por S.lth y Rouel en 1977 (40) y la 

80dif1cac16n de ésta técnica reportada por Belllnatl-Plres et. al. en 

1989 (tl). En esta técnica se utilizan PMN, una cepa Cowan I de 

S.aureus Crelac16n 1:50) y un suero pooJ huaano normal¡ se incuban 

esto• tres eleaentoa en qltaclón y después de un lapso de tiempo se 

ter•lna la fagoclto1ls con una solución de Hanlts helada. Se centrifuga 

y •l botón ae tille con naranja de acridina; después de un minuto se 

lava, centrifu.sa y se observa una gota de la solución al microscopio 

con fuente de luz ultravioleta a in11ersi6n. Las bacterias viables se 
ob8ervan de color verde, alentras que la• auertas ae observan de color 

roJo-uar 11 lo. 

El colorante naranja de acrldlna tlf'l.e los núcleos y grá.nulos 

liooaoale1 de 101 neutrófiloa, por lo que son fécl111ente 
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·distinguibles de otras células. Se reporta el X de muerte intracelular 

encontrándose un valor promedio de 52. 9 X 17, 5 X para adultos 

sanos (41). Esta técnica es menos utilizada que la anterior, requiere 

de equipo un poco más sofisticado y de una concentración elevada de 

PHN (10 • 106/ml). 

La técnica que se propone para la evaluación de la muerte 

intracelular (HI) en los neonatos se basa en la técnica original de 

Levitz y Diamond reportada en 1985 (42); los autores se plantean como 

objetivo demostrar la utilidad de este método para evaluar la 

vlabllidad de varias especies de hongos. entre ellas Rhlzopus oryzae, 

Asperglllus fu11Jgatus y Carx1lda alblca.ns; es cierto que existen otros 

métodos para evaluar la Hl pero cuando se aplican al estudio de hongos 

no son del todo útiles, ya sea por el tle•po que requieren para su 

real1zaci6n 0 por su costo, porque no hacen dist1nc16n entre hongos 

vivos y muertos o porque en el caso de técnicas de tinci6n no puede 

eliminarse del todo la subjetividad del observador. Con este método 

reportan un 80. J " de Hl para C. alblc&llS llevada a cabo por PMN de 

adultos sanos contra un 70. 5 X de HI para el •is110 •lcroorganisao con 

técnicas de dlluc16n y siembra en placa, por lo que concluyen que con 

su aétodo obtienen una valoración más eficaz de la auerte intracelular 

para hongos, 

Asimls•o este método ha sido utilizado con PHN de adultos en 

otros estudios realizados en el Laboratorio de lnmunologia del 

Departamento de Infecto logia e In11unologia Perlnatal del Instl tute 
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Nacional de Perinatologla (INPer} por Arredondo J.L.. Del Rey P.G., 

Orrantla G. R. y Lara S. J. (51 l con buenos resultados. Esto nos llevo a 

concebir la idea de utilizar este mismo método para evaluar la MI en 

los neonatos, de esta manera se obtendr1an parámetros comparables 

entre las dos poblaciones. De principio se planteaban varias 

•odlflcaclones a la técnica para su apl1cac16n a neonatos, siendo la 

aAs iaportante la dlsmlnuclón en la cantidad de muestra utlllzada en 

la prueba, ya que no puede obtenerse de los recién nacidos más del 2 r. 

de su volumen sangulneo. Se planteó esta posibilidad para la 

adaptación de la técnica aunque siempre bajo el mismo fundamento, el 

cual se observa en el diagrama 4. 

El •élodo se basa en la reducción del colorante amarillo de 

tetrazolio, comunmente conocido coao HTT, {bromuro de 

3-(4, 5-dl ... t1l tlazol-2-11)-2, 5-dlfenll tetrazollol. Este co !orante que 

es hidrosoluble de color amarillo es reducido por el metabolls11.o de 

hon¡os vivos, tal vez a través de un mecanismo de transhldrogenasas 

(17,38), a un color púrpura cuya intensidad puede evaluarse con un 

espectrofot6metro a 570 na. El slsteaa que se propone es incubar PMN 

con levaduras vivas C.aJblcans (relación 1:2) y suero pool humano 

norul en agl taci6n: despulls se llsan los PMH llberAndose las 

levadura• vlva1 que no fueron destruidas, se agrega el HlT en 

concentración conocida y se incuban en agl taclón; finalmente se extrae 

•l HTI'-formaz•n (forma reducida) con lsopropanol y se valora la 

reducción produclda en el HTT, la cual es proporcional al número de 
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levaduras vivas reslanlcs y por diferencia puede calcularse el Y. de 

levaduras destruidas o en otras palabras el Y. de muerte intracelular. 

Este método nos ofrece una información más precisa de qué tan 

eficientemente están funcionando los sistemas microbicidas del 

neutr6fllo, no requiere de equlpo espr resultado se obtiene 

en un lapso relativamente corto, aproximadamente 10 hrs. 

/A 

1 11 

'V"¡-• (!1 
N !/'V 
'N+/ Br-

j 

s/ ''" 
1 1 

HJC"'---'a¡, 

Figura 5 - Bromuro de amarillo de tetrazollo U4TT) 

En virtud de la colonización en el intestino del lactante 

C. alblcans es el primer ~'.--~I) polenclalaente patógeno que ataca a los 

nif'ios con inmunidad defectuosa •ediada por células o con defectos 

quimiotáctlcos de los ncutr6fllos; e~-. .... ~ .... na razón más para la 

elección de la técnica de reducción de HTT para la realización de este 

trabajo (2, 7,28). 
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CAPITULO 

OBJETIVOS. MATERIAL Y METODOS 



OBJETIVOS 

1) ADAPTAR Y ESTANDARIZAR LAS TECNICAS PROPUESTAS, PARA EL ANAL IS IS DE 

HUEllTE INTRACEL\JLAR Y FAGOCITOSIS, A HICROTECNICAS PARA SU APLICACION 

EN NEONATOS. 

2) ESTABLECER POR ESTAS HICROTECNICAS LAS DIF'ERENCIAS EN PORCENTAJE DE 

HUEllTE INTRACELULAR Y PORCENTAJE DE FAGOCITOSIS ENTRE 

POLll«JRFONUCLEARES DE ADULTOS SANOS Y DE NEONATOS SANOS A TERMINO. 
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MATERIAL 

Pipetas Automáticas de 0-250 µl. 

Pipetas serol6glcas de 0.1, 1, 2, S y 10 mi. 

Pipetas Pasteur 

Asa de Siembra 

Apllcadores de madera 

Gradillas 

Tubos Pyrex de 13 x 100 

Tubos c6n1cos de vidrio Eppendorf estériles de 15 ml. 

Tubos Pyrex de 13 x 100 con tapón de rosca estériles 

Claara de Neubauer 6 heaatocl t6metro 

Jeringas desechables de 3, S y 10 mi. 

Portaflltros para jeringa y filtros Milllpore de O. 22 µm poro. 

Centrifuga clinlca 

Mlcro1c6pio 1hple 

Incubadora bacter1ol6glca 

Potencl6Mtro 

Refrigerador 

Nefel6metro User Behrlng 

Balanza analltlca 

Ballo de agua con agitación (bal\o metálico) 

Espectrofot6metro Coleman Jr. 11 (referencia de Dldidlum) 
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REACTIVOS QUIHICOS 

Fosfáto de Sodio (dlbáslcol Sigma 

Fosfáto de Sodio (monobáslco) Sigma 

Azlda de Sodio Sigma 

Acldo Clorhldrlco IN Sigma 

Hidróxido de Sodio IN Sigma 

Carbonato de Sodio 1N Sigma 

Cloruro de Sodio Sigma 

Acldo Desox1c611co Sigma 

Safranlna Merk 

Alcohol etlllco Sigma 

Azul Trlpano Sigma 

Alcohol !sopropll!co Sigma 

Heparlna 

CI trilto trls6dlco S!pa 

Acldo Cltr!co S!g•a 

Dextrosa Herk 

HIT (bromuro de amarillo de tetrazollol Sigma Clave-H21Z8 

NBT (cloruro de azul de tetrazollo) Sigma Clave-840-A 

Agua destllada estéril 
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MEDIOS CE CULTIVO 

Agar Papa Dextrosa (POAl Herk 

Agar Sangre de Carnero (ASC) 

Medio Hlnlmo Esencial (HEH) Sigma 

Agar Harina de Ha1z Herk 

REACTIVOS BIOLOGICOS 

Cepa de 24 hrs. de CandJda aJbJcans en PDA 

Sangre heparlnizada de neonatos y adultos 

Suero pool de donadores sanos 

Sueros antl-C3 y antl-C• Behrlng para nefe16aetro Láser 

Suero hu.ano control Behrlna para nefe16aetro Láser 

·.!, 
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METO DOS 

Para la preparación de soluciones y reactivos favor de rem1tlrse 

al Apendlce A. 

Los métodos usados pueden d1vld1rse en cinco: 1) el utlllzado 

para la estandar1zac16n en la adaptación de la mlcrotécnlca de muerte 

intracelular, 2} el usado para la adaptación a alcrotécnlca de 

fagoc1tos1s. 3} los criterios seguidos en la selección de los neonatos 

y adultos para la obtención de los valores de referencia para muerte 

intracelular y fagocitosis, 4) la obtención de la cepa· de C. alblcans 

usada en las técnicas y 5) los métodos estadlstlcos utUlzados en el 

anáUsls de los resultados. Se trataran cada una por separado. 

1) HETODO PARA MUERTE INTRACEl.ULAR. 

Para la técnica de muerte intracelular se slgul6 como referencia 

la descrita por Levltz y Dlaaond en 1965 (42). de la cual se 

modlflcaron diversas condlclones para lograr su estandarlzac16n a 

alcrotécnlca¡ las modlflcaclones se describen con detalle en el 

capitulo 111 de resultados. Una descripción detallada de la técnica 

orlglnal se da a contlnuacl6n: 

La auestra es sangre perlf6rlca hu.a.na to•ada con heparlna de la 

cual se extraen por sed1mentacl6n con dextrin 101 leucocitos¡ despu~s 

de la sedlmenlacl6n se reallza una llsls hlpot6nlca rápida de 

erllrocl tos remanentes. 
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Se resuspenden 2. 5 • 10 6 leucocl tos/rnl más 5 • 10 
6 

levaduras 

vivas/ml en l ml de Medio Esencial H1n1mo (MEMl con 10 ~ de suero 

autólogo en tubos cónicos de 15 ml. Se mezclan e incuban por una hora 

con agitación a 37°C. Para el tubo control negativo (CN) se ai\aden los 

leucocitos después de la incubación con el objeto de simular un 

siste1Da donde no haya sucedido la HI (máxima reducción); para el 

control posi tlvo (CP) se at\aden levaduras muertas en lugar de las 

vlva• con el objeto de simular un sistema donde todas las levaduras 

hayan sido muertas por los leucocitos (no reducción). Después de la 

hora de lncubacl6n se agrega a cada tubo 300 µl de ácido desoxlc611co 

al 2. S X en soluc16n salina normal (SSH), se agita vigorosamente con 

el objeto de Usar a los leucocl tos, se agregan 10 al. de SSN y se 

centrifuga a 1000 g por 10 minutos. Se descarta el sobrenadante y las 

levaduras se lavan 2 veces con 10 al de agua destilada. Flnal111enle se 

reauapenden en 1 al de ME>f con O. 5 al del colorante de tetrazollo HTT 

diluido 1: 10 en solución aaortlguadora de fosfatos (SAFl de un 

orl1lnal de 5 11¡/al, se Incuban los tubos en agitación durante 3 horas 

a 37°C. Pasado este periodo ae extrae el HTT-foraazan foraado por las 

levadura• sobrevivientes de la slgulente aanera: se centrifugan los 

tubos, se descarta el sobrenadante y el botón se resuspende en 400 µl 

do alcohol 1soprop1llco acidificado con HCl al o. 04 H , esto es con 

el objeto de solublllzar al HTT-foraazln. Despu6s de 5 •lnutos se 

a¡llan vigorosamente los tubos y se centrifugan a 1000 g por S 

•1nutoa, se toaan 300 µl de cada sobrenadante, se colocan en 

a1cropoc1llos de fondo plano y se lee la absorción de cada pocillo a 
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570 nm contra un blanco de HEH más HTT tratado igual que los tubos 

problema y controles. 

El X de muerte intracelular se calcula de la siguiente forma: 

l( H.!. 1 - ( Aba.Probleaa - Ab•.Cont.rol Po•lt.lvo ) • lOO 
Ab•. Con t. rol Ne9at.I vo .. Ab•. Control Po• l ll vo 

•••.••.•• Ecuacl6n 1 

2) HETOOO PARA f"AGOCITOSIS. 

La técnica original de fagocitosis que se adaptó a microtécnlca 

fué la siguiente (43): 

Se obtienen 5 1111 de sangre venosa con heparlna, se depositan 

sobre 2 portaobjetos perfectamente Umplos y se Incuban en ata6sfera 

húmeda a 37°C durante 30 minutos. Por otra parte 2 tubos con levaduras 

muertas (Uf) cada uno, se lavan y ajustan a una concentración de 5 • 

106 UVml, se opsonlzan en lncubaclón durante 30 •lnutos con 1 111 de 

suero aut6logo 1 después de este per16do se lavan las levaduras 2 veces 

con SAF y se resuspenden en 2. 5 ml de HDf ús o. 5 •l de Nl troazul de 

tetrazollo (NBT) al O. 1 X en SSN. Después de Ja lncubacl6n Jos 

portaobjetos se lavan suavemente con SAf y se colocan nuevamente en la 

cé.aara húmeda, el contenido de los tubos se vierte sobre los 

portaobjetos y se Incuban 20 •lnutos a 37°C. 
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Finalmente los portaobjetos se vuelven a lavar suavemente con SAF 

y se Unen con safranina al O. 5 ~ en etanol/agua durante 10 minutos. 

Se dejan secar los portaobjetos y se observan a inmersión en 

microscopio ordinario. 

Se cuentan como células que fagocl taron aquellas que presentan 

levaduras de color azul intenso en su el toplasma, también se cuentan 

las levaduras fagocitadas por cada célula. Las células que redujeron 

el NBT a través de su metabollsmo activo son las que poseen levaduras 

azules en su interior y las no ingeridas se observan rosas en la 

perlférla o Incluso alrededor de las células fagocl tlcas. 

El X de fagocitosis y el Indice de Ingestión se calculan de la 

siguiente aanera: 

X Fq. • (No. células que fqocltaron / Total de cél. contadas) • 100 

•........ EcuacJ6n 2 

Ind. de In¡e1U6n • No. total lev.1n¡er1daalllo,de cél. que fagocitaron 

...... .. EcuacJ6n 3 
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3) CRITERIOS DE SELECCION DE PARTICIPANTES. 

CRITERIOS DE !NCLUSION DE NEONATOS. 

Neona tos sanos a término con edad gestaclonal de 37 a 41. 6 

semanas sin importar la edad de las madres. 

Neonatos sanos a término sln importar el sexo, que hayan sldo 

obtenidos por parto eut6clco o cesárea programada. 

Neonatos con indice de Apgar mayor de 7 al minuto y de 7 a los S 

minutos. con indice de S1lverman menor de 3. 

Neonatos transladados al Servicio de Alojamiento Conjunto con 

peto y talla adecuados a su edad gestaclonal. 

CRITERIOS DE EXCLUSION DE NEONATOS. 

Neonatos cuyas madres hayan estado durante los 20 dlas anteriores 

al parto o que actualmente estén bajo trala•lento de 

anllb16tlcos, cortlcoesteroldes o ant1convulslonantes. 

Neonatos cuyas madres presenten alteraciones endocrlnológlcas o 

1nmunol6glcas. 

Neonatos cuyas madres presenten 1nfeccl6n o que potencial.ente 

puedan estar infectadas. 

Naonatos cuyas madres presentaron ruptura de ae•branas de ús de 

12 horas anteriores al parto. 

Neonatos con aalformaclones congénltaa aayores o genopatlaa. 

Neonatos con sufrlm.lento fetal cr6nlco o agudo. 

Neonatos con asflxla al moaento de nacer o que se encuentren con 

ventllacl6n asistida. 
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Neonatos que hayan sido catalogados como sanos que desarrollen 

algún proceso infeccioso dentro de las primeras 72 horas de vida 

extrauterina. 

Neonatos infectados o que potencialmente pudieran estarlo. 

Cl!ITD\IOS DE INCLUSION DE ADULTOS. 

Adultos sanos entre 20 y 40 an.os de edad sin importar el sexo, 

peso o tal la. 

Cll!TD\IOS DE EXCLUSION DE ADULTOS. 

Adultos que hayan estado durante los 20 dlas anteriores a la toma 

de la aueatra o que actualaente estén bajo tratamiento de 

antlbi6ticos 1 cortlcoesteroides o antlconvulsionantes. 

Adulto• que hayan tomado alimentos en un lapso de 2 horas o aenos 

antes de la toaa de la auestra. 

Adultos que presenten probleaas infecciosos o de desnutrición. 

Adul toa aujeres que se encuentren en estado de gravidez o en el 

perl6do •nstrual, pues durante este per16do el sistema inmune se 

depr1M, a1 Igual que durante el eabarazo. 



4) OBTENC!ON DE LA CEPA DE Candlda alblcans 

Como siguiente paso se aisló una cepa de Candlda de un caso 

cllnico con leucorrea: se le practicar6n pruebas bloquimlcas para 

determinar su especie con los siguientes resultados {12,44): 

TUBO GERHINAT!VO: (+); DEXTROSA: (+); MALTOSA: [+); SACAROSA: (+). 
C/o.RACTER!STICAS HORFOLOG!CAS EN AGAR HARINA DE HA!Z: Hlcello 
ramificado con clamldosporas 

Se determinó que la cepa aislada fué Candlda alblcans. La cepa de 

C. alblcans es sembrada en agar papa dextrosa (PDA) ~4 hrs antes de 

montar la técnica. Las colonias se cosechan en SAF lavándose 3 veces 

con éste 1 después en una dlluclón 1: 10 en azul trlpano se cuentan las 

levaduras y se ajustan a la concentración deseada en HEM 1 debe 

observarse por lo menos un 90 X de vlabllldad en la cepa. 

Las levaduras muertas de C&Mlda •lblcans se obtienen 

cosechándolas en SAF con az1da de sodio al 1" . Se matan en autoclave 

durante 15 minutos a 15 lb de presión y 12oºc. Se ajustan a una 

concentrac!6n de 5 • 10
6 

LM/ml en SAF, se guardan a 4°C. Cuando se van 

a utillzar se lavan 3 veces con SAF para ell•lnar la azlda de sodio, 

se ajustan a la concentración deseada en KE>4 para la técnica de •uerte 

intracelular y sólo son lavadas y resuspendldas en HDt para la técnica 

de fagocl tos is. 
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5) METOOOS ESTADIST!COS. 

El cálculo de los parámetros estadlstlcos, de los intervalos 

permisibles de valores para la media y el cálculo de los coeflclentes 

de varlac16n de las técnicas se realizó de acuerdo con las ecuaciones 

4, s. 6, 7, y 9. El estudio de la validez estadlstlca de los 

resultados de las muestras estudiadas se realizó en base a los datos 

obtenidos de curtosls, sesgo y tercer momento. 51 la muestra presenta 

una dlstrlbuc16n normal se le aplicará una prueba para diferencias de 

varianzas con una dlstrlbuclón F y para la comparacl6r1 de las medias 

se usará una dlstrlbuclón de l de Student: si por el contrario las 

muestras no presentan caracterlstlcas de una dlstrlbuclón noraal 

entonces se les aplicará la prueba no paramétrlca de Hann-\lhllney. 

1) Cálculos de Hedla, Varlanza, Desvlaclón Estarr.tar y Error Está..ndar 
de la Hedla. 

El cálculo de la media simple se reallz6: (45, 46, 471 

l: X 
X 

1•1 

n ••••• E cu.a el 6n 4 

donde n es el número de eventos, pruebas o pacientes que coaponen 

nuestra muestra y XI el valor obtenido para cada uno de ellos. 

Para el cá.lculo de la varianza y de la desviación eaU . .ndar se 

utlll:z:aron f6rmulas que l•pllcan una corrección para valores 

muestralea n-1 en el denominador, esto se debe esencialltente a que si 
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se usase n en vez de n-1 se estarla subestimando la varianza 

poblaclonal (45,46,47). 

r ( -12 .. , X,- X VARIANZA 
PARA MUESTRAS 

n - 1 
•••• Ecua.c16n S 

r ( - JZ ,., X ,- X 

DESVIACION 
ESTANOAR PARA 
HUESTRAS. 

s = 
n - 1 

•••• • Ecuac16n 6 

Suponiendo que los resultados se comporten como en una 

dlstrlbuc16n normal, que la media de la muestra sea igual a la media 

de la poblac16n y que dado el tamano de la muestra la dlspersión en 

los datos sea menor que la que se presenta en una poblacl6n entonces 

podemos apllcar la fóraula del error estándar de la medla¡ esta 

correcelón a la desviación estándar l•pllca tomar en cuenta el tamaf\o 

de la •uestra (45,46,47,48). 

s sx·-­rn 
ERROR EST ANDAR 
DE LA MEDIA 

.••• • Ecuación 7 

T .. blén se utlllza este valor del error estÚ\dar de la aedla 

(correaida por un coeflclente de la dlstrlbuclón de t de Student de 

acuerdo al taaat\o de nuestra auestra>. para calcular los valores 

m&ximo y mínimo permisibles de la media muestral. 
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JJ) Cálculo del Coeflclente de Var Jac'i6n. 

El coeficiente de varlac16n de la técnica se calcula (46): 

f. C.V. = --
5
-- * 100 ¡¡ 

COEF!ENTE DE 
VARIAC!ON 

••... rcua.clón 8 

Para muestras pequerias se realiza una corrección basada en el 

taaal\o de la muestra cotno se observa en la siguiente ecuación (45): 

Y. c.v: .. ( 1 • 1 
) f. c.v. 

(4nl 
.... • Ecuación 9 

JJl) Comparac16n de medl•s y varlanzas. 

Para establecer una comparación entre los valores de las 1nedias 

SillJ>les obtenidas de neonatos y de adultos se proponen las hipótesis 

slgulentes (47, 48, 49, 50): 

a) Hlpótesls nula : La •edla de los neonatos es Igual a la de los 

adulto•. Ho: X. • iia 

b) Hipótesis al terna ti va : La media de los neonatoa es diferente de 

la de los adultos. HI: X. ~ Xa 

Para establecer la veracldad de una u otra hipótesis se aplica la 

•lguiente f6raula basada en las correcciones hechas para muestras 

pequen.a, siempre y cuando la auestra presente caracter1st1cas 

de una d1stribuc16n noraal y las varianzas sean lguales (46, 48, 49, SO): 
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1 XA - X. 

(NA - 1) s 2 A + (Ne - 1) s
2

e 

NA + Ne - 2 

VALOR DE l EXPERIMENTAL 

)
1/2 ( _, + _, l 

NA Ne 

•. , •• Ecuac16n 10 

donde: ~~A : ~~~~~z=e d:a~~r::ri: !ª serle A 

XA = media de la serle A 

y: ~~e : ~~~:~z=e d~a~~r::ri: ~a serle B 
Xs = media de la serle 8 

Este valor experimental se confronta con valores de t en tablas 

de una curva de t de Student con el •lsmo número de eventos y bajo la 

probabilidad escogida para el estudio. Existen 2 posibilidades: 

Sl t experimental .s t. tablas .. Ho es verdadera :. XA = X. 

Sl t experimental 2: t tablas • Ht es verdadera ... XA P. Xe 

Para evaluar sl existen o no dlCerenclas entre los valorea de 

varianza de los neonatos y la de 101 adultos se ut111za la siguiente 

ecuación, siempre y cuando la muestra presente una dlstrlbuc16n noraal 

(46,47,48): 

S
2
A F'·---s"a 

VALOR DE F EXPEJllHDITAL 

..... Ecuac l 6n 11 
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Donde 52A es la varianza de serle A, 5
2
8 es la varianza de la 

serle B y F es el valor experimental que se obtiene al dlvidlr la 

varianza mayor entre la menor. 

Este valor experimental se confronta con valores de F en tablas 

con el mismo número de eventos y bajo la probabilidad escogida para el 

estudio 

Se presentan 2 posibll idades: 

51 F experimental 5 F tablas .. 52A • 528 

51 I' experimental • I' tablas " S
2
A 'Í s"e 

También gracias a la ecuación 11 es posible calcular el intervalo 

peralsible de valores para la varianza muestra!. 

51 las muestras no presentan una distribución normal entonces se 

ellge la prueba no paramétrlca de Hann-\lhltney, la cual no es tan 

poderosa como las pruebas paramétricas descritas anteriormente pero 

presenta otras ventajas como: 1) no asume la normalidad de la muestra, 

2) es sencUla en los cálculos matemáticos y 3) la probabilidad de 

presentar un error de tipo I es igual que en las técnicas paramétricas 

(48,49,50). 

Para realizar la prueba de Hann-Whltney se combinan los valores 

obtenidos de las muestras, en este caso los valores obtenidos de 

adulto• y neonatos para fagocitosis por ejemplo¡ se ordenan los datos 

en Cor .. creciente y se numeran en orden progresivo sef\alando a qué 
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muestra corresponde el dato. Se selecciona la muestra más pequef\a y se 

suman todos los números atribuidos a sus datos, el total de la suma se 

llama S. Al número total de eventos en la !nuestra pequef\a escogida se 

le llama n y al número de eventos de la otra muestra se le llama m. 

Con estos datos se apllca la ecuación (48,49,50): 

..... Ecuaclón 12 

los valores que puede tomar U van desde O hasta rm; usándo tablas 

para los valores mínimos que puede asumir u. según Ja probabilidad que 

se escogio para el estudio y los valores de n y •, se puede calcular 

el valor máximo de U con la ecuación (49): 

••••. Ecuacl6n IJ 

Si el valor calculado de U para la •uestra se encuentra entre los 

valores minimo y má>cl•o de U entonces las aedias de las auestras son 

iguales y se acepta la hipótesis nula (47,48,49,50). 
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RESULTADOS 

a) ANALISIS DEL BARRIDO DEL ESPECTRO VISIBLE DEL COLORANTE AMARILLO DE 

TETRAZOLIO I MTT). 

Primeramente se estudió el espectro de absorción del MTT ya que 

la longitud de onda utilizada en la técnica original es de 570 nm y el 

filtro con que cuenta en el laboratorio es de 540 nm. Este barrido 

del espectro se realizó por duplicado existiendo 6 semanas de 

diferencia entre ambas lecturas, utilizando la misma muestra de MTf y 

obteniéndose las mismas lecturas para los duplicados, según se Ilustra 

en la tabla siguiente: 

;\en nm 7. de Transmltancia ;\en nm 7. de Transmitancia 

400 3 520 86 
410 2 530 86 
420 2 540 86.5 
430 2 5SO 87 
440 2 560 87 
450 2 570 87.5 
460 3 580 87.5 
470 8.5 590 87.5 
480 32.5 600 88 
490 60 6IO 88.5 
500 76 620 89 
510 83 630 89 

En la gráfica l se muestra la relación entre la i\ en nm 

(abscisas) y el 7. de transmitancia (ordenadas}. Las lecturas de 540 y 

570 nm son respectivamente 86.S 7. T y 87.S 7. de T. lo que proporciona 

una eficiencia del 98.&S '1. con respecto al segundo, por lo tanto se 
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concluye que se puede utlllzar el filtro de 540 nm para la lectura de 

la reducción del >.ITT, sin pérdida sustancial del 7. de transmitancia y 

por consiguiente manteniendo la sensibilidad reportada en la técnica 

original. 

100 
87.5% 

8 b. ;, Jx··" -,. 
-··11;-·111 x -11- x·-t-···v·•·-x· x 

y 
i 

o 

/l 
/ 
l 
1 
1 

/ 
l--+--1-f._.__.._,,) 

390 X 540 
i 

570 

LONGITUD DE ONDA EN nm (/..) 

Gr&rlca J.- ANALISIS DEL BARRIDO DEL ESPECTRO VISIBLE PARA MTf 

Se observa prácticamente el mismo 1. de transmitancia para la A a 

540 nm y la A reportada en la te<:nlca original de 570 nm. 
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bl ANALISIS DE LA ESTABILIDAD DEL MTI EN FUNCION DEL TIEMPO. 

Surgió también la necesidad de conocer la estabilidad del 

reactivo MTI, ya que de la confiabilidad de este reactivo depende en 

mucho el éxito de la técnica propuesta para evaluar la muerte 

intracelular, pues es a través de la reducción de este reactivo que se 

cuantifican los resultados de Ja muerte intracelular; además debido a 

su alto costo debe de optimizarse su uso. Se preparó una solución 

concentrada de MIT de 5 mg/ml en solución amortiguadora de fosfatos 

ISAf) la cual se almacenó a 2-4 ºc. Para llevar a cabo la lectura de la 

estabilidad se usó la misma solución concentrada durante un periódo de 

6 semanas. Los resultados se observan en la grtiflca 2. (Ver página 

siguiente) 

De los resultados de la gráfica 2 se desprende que el reactivo de 

MTI usado durante el lapso de 6 semanas presentó una lectura media en 

7. de transmitancla de 87.33 7. , con una desviación estándar de 0.816 y 

un coeficiente de variación de O. 93 7. , por lo que se considera 

confiable este reactivo por lo menos dentro de éste lapso. Esta 

conclusl6n dio lugar a Ja decisión de preparar el reactivo de MTT 

concentrado, fraccionarlo en frascos viales de 2 ml con 250 µ1 del M1T 

y mantener los frascos a - 20°C hasta el momento de su utilización, 

renovando el Jote de frascos viales cada 6 semanas. 
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Griflca 2 .- ANALISIS DE LA ESTABILIDAD DEL MTT EN FUNCION DEL TIEMPO. 

Se observa que durante 6 semanas no existe variación 

significativa ( C. V. • O. 93 7. ) de la estabilidad de la solución 

concentrada de Mir. 
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e) OBTENCION DE LEUCOCITOS 

Los leucocitos utilizados en las técnicas propuestas fueron 

finalmente obtenidos por diferencia de gradiente de densidad agregando 

un volumen de 2 a 3 mi de sangre heparinizada del paciente a tubos 

estériles que contienen 3 mi de alsever-gelatina, en lugar de hacer la 

separación como se realiza en las técnicas originales con dextrAn. Se 

prefiere hacer esta separación con alsever en vez de con dextré.n ya 

que el primero es menos tóxico y, dada la cantidad pequeña de la 

muestra, se protege la viabilidad de los PMN. Después de 45 minutos de 

incubación a 37°C se separa la capa superior rica en leucocitos se 

realiza una lisis rAplda de los eritrocitos restantes con agua 

destilada estéril y se lavan 2 veces con solución alsever. Se observan 

al microscopio ordinario en el hematocltómetro en una dilución 1:10 

con azul trlpano al 0.2 7. se cuantifican los PMN vivos y se ajusta 

la suspensión de leucocitos a la concentración deseada de PMN en MEM; 

es importante la viabilidad que presenten los PMN pues sólo se 

trabajar~ con muestras que presenten una vi::t.bllidad mayor o igual al 

70 7. , pues con vlabltldades menores la concentración de PMN vivos no 

son suficientes para montar ambas técnicas por triplicado. 

d) OBTENCION DEL SUERO POOL HUMANO NORMAL 

Dado que el lnter~s radica en evaluar la eficiencia de la etapa 

de ingestión y de muerte Intracelular de los PMN en cuanto a efectos 
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celulares se refiere se debla asegurar que las funciones humorales se 

llevasen a cabo con la mayor eficacia posible y en igualdad de 

condiciones, pues se sabe que existe una del iclencia de 

inmunoglobulinas y complemento en los neonatos {32,33) por lo que se 

decidió utilizar para Ja opsonización de levaduras un suero homólogo 

preparado a partir de Ja recolección del suero sobrante de las pruebas 

para donadores adultos realizadas por el Latxiratorlo de lnmunologla 

del JNPer, de esta forma también se evitaba una variante más en la 

técnica al ser el suero cp::o~!sante igual para todas las pruebas, 

tanto de adultos como de neonatos. 

los sueros seleccionados para formar el pool fueron negativos 

para todas las pruebas siguientes : 

PRUEBA METODO CASA COMERCIAL 

Ac. vs. Ag VIH ------------- ELISA por Competencia ---- Behrlng 
Ag. Superf. Hepatitis B ------ ELISA por captura de Ag -- Organón 
Hudlesson - (Ac. vs.B.abortus) - Aglutinación ------------- Bigaux 

en placa 
Detección de Reaglna -------- VDRL ------------------- Merk 
Sirliltica floculaclón 

en placa 

Los suero& seleccionados no fueron descomplementados, ni son 

espcclffcos contra C.alblcans por lo que la fuente de opsonfnas son 

las fracciones del complemento CJ y C4. Se valoró la concentración de 

estas fracciones en el suero pool por método de nefelometrla de rayo 

láser de la sfguiente manera: 
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PROTEINA Dll.Est, 011.3-S Dll.M o C Vol.Es!, M o C Yol.!-S 
CJ 1:20-1:320 1 :5 1: 101 100 µ! 200 µ! 
C• 1:2.5-1:40 1 :5 1: 21 100 µ! 200 µ! 

Se aszitan suavemente y se incuban 1 hr. a Temperatura ambiente. 

Di I.Est.= dilución del estándar¡ Di 1..1-S =di lución del anti suero 
DiJ.M o C =dilución de la muestra o del control 
Vot.Est, M o C =volumen usado de la dilución del estándar, 
de la muestra o del control 
Vot.~-S = volumen usado de la dilución del antisuero 

Los resultados en concentraciones fueron: 

CJ 
C4 

SUERO POOL 
116.67 mg/dl 
61.75 mg/dl 

SUERO CONTROL SUERO ESTANDAR VALOR REFERENCIA 
87.00 mg/dl 67.00 mg/dl 55 - 120 mg/dl 
21.40 mg/dl 13.10 mg/dl 20 - 50 mg/dl 

Suero pool= sueros rece! ectados de donadores 
Suero control =suero comercial de concentración conocida 
Suero estándar =suero comercial con el cual se real iza Ja 
curva tipo 

Después de estas pruebas el suero pool fue fraccionado en frascos 

viales con 2 mi cada uno, congelados y utillzados al momento de montar 

las técnicas. Se usó un frasco por muestra. 
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e) ANAL!SlS DE LA RELAC!ON ENTRE EL NUMERO DE LEVADURAS VIVAS Y LA 

REDUCC!ON QUE PRODUCEN DEL MTI. 

Se deseaba conocer Jos valores de absorbancla de Ja reducción de 

MTT por C.alblcans a concentraciones pequenas de levaduras por Jo que 

se reallzaron 2 curvas complementarlas con el objeto de saber si a 

estas concentraciones de levaduras Jos valores de absorbancia seguJan 

una curva de Lambert y Seer. Dado que la ley de Lambert y Beer 

relaciona Ja absorbancla {A} con Ja concentración de Ja muestra (C} 

según la ecuación A • e C l, donde e y l son constantes, {e = 

coeficiente de extinción y l longitud de la celda) es de esperar que 

si se cumple dicha ley , se obtendra una recta al graffcar los valores 

de A contra los de C. La gráfica 3 se rea1Jz6 con una concentración 

1:20 de MTl' de una solución original de 5 mg/ml y en Ja gráfica 4 se 

utilizo una dJluciOn 1:30 de M1T. En ambas gráficas se observa que el 

coeficiente de correlación es aproximadamente de 1, Jo cual nos 

ase¡ura una buena predicción de Jos valores de absorbancia a 

concentracJones bajas de levaduras. 
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Gráfica J.- ANALISJS DE LA REDUCCJON DE MTI (1:20) POR C.alblcans 

ABSORBANCJA CONTRA CONCENTRACION DE LEVADURAS / mi 

ABSORBANCIA 

0.6 

0.279 
0.343 
0.370 
0.449 
0.540 

MILLONES DE 
LEVADURAS/mi 

- . 
,.1 

~ y , yteo ... 
ii! 1 
o 

~ 

0.2 
o X 

l 

MILLONES DE LEVADURAS /ml 

-o- curva experimental 

- •·· curva teórica (ajuste por mlnimos cuadrados} 

Coeficiente de Correlación de Ja CUrva a 0.98415 
Ecuación de la Curva Teórica: y • 0.0628 X + 0.2078 
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GrArlca 4.- ANALISIS DE LA REDUCCION DE M11 (1:301 POR C.alblcans 

ABSORBANCIA CONTRA CONCENTRACION DE LEVADURAS I mi 

0.32 

.. 
~ l' ,y\·'.• 
~ i i 

! 

-0.01 

LEVADURAS • 10 S / mi 

-0.l 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 

... -11;' 
/ 

··-1>·- curva experimental 

ABSORBANCIA 

X 
J 

.021 
0.057 
0.063 
0.113 
0.137 
0.199 
0.194 
0.207 
0.255 
0.295 

LEVADORAS * 105 / al 

--. cuna teórica (ajuste por mlnlmos cuadrados) 

Coeficiente de Correlacloa de la Cuna • o. 992 
E.cuacllln de la CUrva Tedrlca: 1 • 0.029 X - 0.004 
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Se utilizaron diferentes concentraciones de MTT en las gráficas 

ya que a menores concentraciones de levaduras menor es la cantidad de 

~ITT que necesita ser reducido, con la ventaja de que a diluciones 

mayores se optimiza el uso de este colorante. 

De los resultados que se obtuvieron se puede pensar que la 

relación de 2 levaduras por cada PMN planteada en la técnica origina! 

se conserva al reducir el número de levaduras, por ello se puede 

reducir el número de PMN utilizados en la t~cnica propuesta para 

evaluar MI, por lo tanto se concluye que si se puede detectar la 

reducción producida en el M'IT hasta por 1 • 105 LV, siguiendo el 

comportamiento de Ja ecuación emplrlca, en consecuencia se puede 

reducir el número de PMN empleados y el número de levaduras 

conservando Ja relación de 2 levaduras por cada 1 PMN. 
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f) ESTERILIDAD DE LOS REACTIVOS. 

Después de una serle de experimentos donde se vario la 

concentración de PKN y de levaduras real izados con el objeto de 

reducir la cantidad de PHN utilizados en la técnica de MI. como se 

veré más adelante, se obtuvieron los siguientes resultados : 

SISTl:llA LEVADURAS PHN RELACION CONCEN. ABSORBAN. 
H!LLOIVml HILLON/ml PHN:LEV HTr mg/ml A 540 mn 

A CP LH 2 1 0.293 
p LV 2 1 1:2 0.250 o. 708 

Cll LV 2 --- o. 757 

B CP LH 2 1 0.527 
p LV 2 1 1:2 0.250 0.740 

CH LV 2 --- 0.926 

CP = control positivo ; P = problema ; CH = control negativo 
LM • levaduras muertas : LV = levaduras vi vas 
PHN = pollmorfonucleares de adultos sanos: LEY = levaduras 
M'lT • uarlllo de tetrazolto 

Tabla 1 

Los resultados muestran valores muy al tos de absorbancla no 

esperados para la reducción del MTT a las concentraciones usadas de 

levaduras vi vas con base en las gráficas 3 y 4 por lo que se pensó en 

w.a. po1lble reducción lnespeciflca, por ello se realizó un f"rotls de 

cada uno de loa controles y problema comprobándose la presencia de 

conta.mlnación bacteriana por Bacilos Gram (-). Para evitar esta 

sltuac16n 110 toaaron varias medidas: 1) preparar lodos loe reactivos 
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con agua destilada estéril; 2} ester1llzar todo el material de 

trabajo; 3) probar la esterll1dad de los reactivos preparados 

sembrándolos en agar sangre de carnero durante 48 hrs. a 37°C, para la 

ut111zaci6n de estos reactivos no debe existir crec1mlento alguno; 4) 

esteril1zar los reactivos factlbles de serlo después de su 

preparación; 5) comprobar la esterilidad de los reactivos cada semana, 

6) utlllzar para el lavado de células y levaduras agua destilada 

estéril; 7) lavar los tubos cónicos con mezcla crómica, 

esterillzándolos después y 8) trabajar en condiciones de esterllldad 1 

corr1g1endo asl esta anormal ldad en los valores de absorbancia 

inespeclfica. 

g) HODIFICACIONES EN LA CONCENTRACION DE POLl~RFON\JCLEAAES EN LA 

TECNICA DE H\JERTE INTRACEl.U!.AR. 

Para la adaptación de la técnica de MI se real 1zaron var1os 

ensayos modificando las concentraciones de levaduras. de PMN, la 

concentrac16n de HTT y la relación leucocitos: levaduras. Los 

resultados de estos ensayos se resWDen en la tabla 2. 

El sistema l se efectuó slgulendo el funda.ente de la técnica 

original de Levltz y Diamond y los valores presentados en este sistema 

I son el resultado del trabajo real1zado por Arredondo J. L., Del Rey 

P.G. y Lara S.J. (51) al apl1car esta prueba de MI en adultos sanos. 
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RESULTADOS DE LA ADAPTACION DE LA TECNICA DE KUERTE INTRACELULAR 

SISTEMA l LEVADURAS l llEUTllOFILOSI RELACION 1 CONCEN.~I :t. KUERTE 
MILLON/ml HILLON/ml PHNo U:V HTT mg/ml INTRACEL. 

I 
CP LH = S PHN e 2.S 

p LV = S PHN = 2.S lo 2 o.sao 45.00 
CN LV = S - - - -

11 
CP LH • S PHN = 2 

p LV• 5 PHN = 2 1o2.S o.sao 23.30 
CN LV = 5 - -- -

Ill 
CP UI • 5 PHN • 2.5 

p LV• 5 PHN = 2.5 112 0.250 37.40 
CN LV• S -- - -

IV 
CP UI • 2 PHN • 1 

p LV• 2 PHN • 1 1:2 0.250 40.70 
Cll LV• 2 -- --

V 
CP UI • 1 PIOI • O. 5 

p LV" 1 PIOI • 0.5 1:2 0.160 50.30 
Cll LV • 1 ----

Tabla 2 

CP • control poaltlvo ¡ P • probleu ; QI • control negativo 
LI • levadura• muerta• ; LV • levadura• vlvaa ; 
M • le11Cocl to• poll110rfonucleareo de adul toe sano• 
• • La concentracl6n or11lnal del HTT fu6 de 5 &1/•l; en los slsteaas 
J y JI .. ua6 una dlluc16n 1: 10, en lo• eleteue 111 y IV se us6 una 
dllucl6n 1:20 y en el elsteaa V •• ue6 una dUuc16n 1:30, todas las 
dlluclonee fueron hechas con solucl6n a.orU¡¡uadora de fosfatos (SAFJ. 
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De los resultados obtenidos se concluye que la mayor eficiencia 

la obtuvimos en el sistema V al trabajar con 5 • 10
5 

PHN/ml y una 

relación 1 PMN: 2 levaduras, asi mismo se mejoró la eficiencia con una 

concentración más baja de HTT, por lo que se infiere la posibilidad de 

aplicar esta prueba al caso de los recién nacidos donde la cantidad de 

muestra que se puede obtener es pequen.a. Finalmente· el sistema 

utllizado en la técnica de muerte intracelular fue el sistema V. 

hl EFECTOS DE LA AGITACION, ALBUMINA Y ?ARTICULAS DE ACIDO 

DESOXICOLICO EN LA EFICIENCIA DE LA TECNICA DE MUERTE INTRACELULAR. 

Con el objeto de aumentar la sensibilidad de la técnica de HI se 

determinó observar los efectos que causaban en ésta: 

1) la incubación con agl tac16n 

11) ·la utilización de tubos cónicos con y sin recubrimiento de 

albúmina 

111) la presencia de partlculas de ácido desoxlc6llco, 

para observar éstos efectos se •ontaron sistemas iguales al Sistema V 

de la Tabla Z. 

l l Incubac16n con agitación. 

Se •ontaron doa aisteaa• 1d6nt1coa lncut4ndoae uno de ellos con 

agltac16n y el otro sin agltac16n a 37°C. Los resultados fueron: 
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Sin agl tacl6n 
Con agl tac16n 

CP :s control posl t1vo 

CP 
o 
o 

p 
o. 089 
0.132 

P = problema 

CN 
0.137 
0.229 

r. HI 
40 
43 

CN = control negativo 

De estos resul lados se concluye que el valor de X MI con 

ag1lac16n es ligeramente mayor que el de sln agitación, esto se debe a 

que con agltac16n constante se aumenta la probabllldad de encuentro 

entre los PMU y las levaduras, aunque ambos valores de MI no son 

mayormente afectados por la agitación. En cuanto a los valores de 

absorbancla se refiere, éstos sl se ven afectados, ya que son mayores 

con agltac16n y son los valores esperados para las concentraclones de 

levaduras con las que se esta trabajando. Esto nos habla de la 

importancia que llene la agltacl6n constante para que se lleve a cabo 

una buena reducción del HTT por parte de las levaduras vivas (38). 

JJ) Ut1Uzac16n de tubos c6n1cos con y sin recubrimiento de albúmina. 

Para esta prueba ee recubrieron tubos c6n1.cos estériles con una 

solución de alblimlna al iO Y. , se dejaron secar y se montaron dos 

sisteaas iguales, uno utilizando estos tubos y otro con tubos sin 

recubrir. 

Los resul lados fueron: 

Sln albilalna 
Con albilalna 

CP • control posltlvo 

CP 
o 
o 

p 
0.147 
0.154 

P • probleaa 

84 

OI 
o. 440 
o. 440 

X HI 
66.5 
64.8 

Di = control negativo 



Se sabe que para que los PH.N puedan fagoci lar deben estar 

adheridos a una superficie, con la adición de albúmina se esperaba que 

esa adherencia aumentase y en consecuencia la HI. Se observa en los 

resultados que sl bien los valores de absorbancla se ven aumentados no 

sucede asi con los de X HI, ambos valores son simllares; además los 

valores de absorbancia no son los esperados para las concentraclones 

de levaduras con que se está trabajando. Recordemos que entre las 

propiedades de los PHN se encuentra su adherencia al vidrio (3) por lo 

que se concluye que la utlllzación de albúmina en los tubos es 

irrelevante y sólo puede causar interferencia en la reducción del HTT. 

111) Presencia de particulas de Acido Oesoxicóllco. 

La Ucnlca original de HI utiliza una solución de ácido 

desoxlc611co al 2. 5 X en SSN , esto significa una solución saturada 

del ácido con una cantidad de partlculas en suspensión que deben ser 

eliminadas en el paso de los lavados. Se planteó usar el ácido 

desoxlc6llco filtrado y centrifugado con el objeto de eliainar las 

particulas en suspensión antes de agregarlo a los sistemas. Se 

montaron dos sistemas iguales por triplicado para este ensayo, en unos 

se us6 el ácido saturado y en otros un icldo filtrado, centrifugado y 

Ubre de particulas: los resultados fueron: 
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CP INTERVALO CN pH 
Acldo Oesoxlc6llco saturado O O. 065-0. 375 4. 5 - S. 6 
Acldo Desoxlcóllco flltrado O 0.215-0.256 4.5 - 5.6 

CP = control positivo CN =· cOntrol negativo 
:< CV • porcentaje del coeficiente de variación 

:l. cv 
70. 5 

8. 7 

Se observa que al utilizar el ácido desoxlcóllco saturado se 

obtiene un intervalo grande de valores para el CN y un alto 

coeflclente de varlac16n, esto se debe a que a pesar de los lavados no 

es posible eliminar totalmente las partlculas en suspensión del ácido 

y éstas aumentan las lecturas de absorbancla. Por otro lado los 

valores bajos de absorbancla se pueden atribuir a una pérdida de 

levaduras vivas al momento de los lavo.dos por adherencia a las 

partlculas del ácido. Es importante conservar el pH del ácido que se 

utiliza pues es éste finalmente el responsable de la lisis de los PHN, 

lo cual es su objetivo. La lisls se logra reduciendo los extremos de 

los ácidos grasos que componen la membrana plasmática evitando asl su 

pollmerlzacl6n (17). Con el ácido desox1c611co filtrado y centrifugado 

tambl~n se obtienen variaciones pero éstas no llegan al 10 'l. • por lo 

que considerando que se trabaja con sli;teas vivos es aceptable esta 

varlacl6no con esto se demostró que el ácido filtrado y centrifugado 

presenta unos interferencia y mayor eflciencla. 

86 



1) ELIHINACION DE LOS SISTEMAS ENZIHAT!COS DE LOS POLIHDRFONUCLEARES. 

El objeto de los lavados es el lmlnar los residuos de PMN después 

de su lisis, entre estos residuos se encuentran todos los sistemas 

enz1mát1cos. Es importante eliminar aquellos que podrlan interferir 

con la reducción del HTT, por ello se probó la actividad enzlmátlca de 

los sobrenadantes de los lavados frente a peróxido de hidrógeno, 

debido a la presencia de peroxldasas en los l lsosomas de PHN, con los 

siguientes resul lados: 

1° lavado 2° lavado 
ACTIVIDAD ENZIHATICA 
FRENTE A H2D2 al 1X + + + + 

+ + + + = muy activo ; + + = moderadamente activo 
(escala cualllatlva} 

+ t 

3° lavado 

no actividad 

Con esto se comprueba la efectlvldad de los lavados para eliminar 

los residuos y ev1tar con esto interferencias en la reducción del MTT 

por parte de los sistemas enzimáticos de los PHN, por lo tanto se 

considera que tres lavados son suficientes para este paso. 

j) HJCRDTECNICA FINAL PARA EVALUAR MUERTE INTRACELULAR 

Después de estudiar lodos los parámetros anteriores y realizando 

las modificaciones necesarias antes descritas se llegó la 

mlcrotécnlca final para evaluar HI el cual se describe con detalle a 

cont1nuaci6n: 
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La muestra es sangre periférica venosa de adultos sanos y de 

nttonatos sanos a término seleccionados según los criterios de 

selección propuestos para este estudio. La muestra ( de 2 a 3 ml de 

sangre) se toma con heparlna y luego se traspasa a tubos estériles que 

contengan alsever-gelatlna al 3 Y. • Los leucocitos se extraen por el 

útodo descrito en el inciso el de este Capitulo IJJ. 

Para montar los siateeas se resuspenden en tubos c6n1cos de 15 ml 

estériles S • 105 PMN vlvos/•l más 1 • 106 levaduras vlvas/ml con O. l 

al de suero pool noraal (Inciso d capitulo 111) y se completa el 

voluaen a 1 ml con MDt Se aezclan e incuban durante una hora con 

agltac16n a 37°C. Para el tubo control negativo se aftaden los PMN 

despu•s de la incubación con el objeto de simular un slsteaa donde no 

suceda auerte Intracelular de laa levaduras, en este slstema se 

obHrvari la a.ixlaa reduccl6n del MTT: para el control positivo se 

afta.den levaduras auertas en lugar de las vivas con el objeto de 

•i1111lar un slsteaa donde todas las levaduras hayan sldo destruidas por 

lo• Plll, en este slsteu no se espera reducción del KTT: tanto las 

levaduras auertas coao las vlvaa se obtienen por el ll<!!todo 4 descrito 

en el Capitulo II. 

Deapu6s de la hora de 1ncubacl6n se agrega a cada tubo 300 ¡d de 

&cldo deaoxlc611co al Z. 5 ll en SSN filtrado y centrifugado libre de 

part1culH en auspens16n (pll • 4.5 - 5.6), se agitan vlgorosaaente los 

tubo• con el objeto d• Usar a los PHN: ae agregan 10 •1 de SSN 

••t6rll, ... aaltlll y se centrifugan los tubo• • 1000 1 por 10 •inutos. 
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Se descarta el sobrenadante y las levaduras presentes en el botón 

se lavan 2 veces con 10 ml de agua destilada estéril. f'inalaente se 

resuspende el botón en 1 1111 de MEl1 con O. S al del colorante de 

tetrazo!lo HTT con una dilución 1: 30 en SAF de un original de 5 llglal, 

se incuban los tubos en agitación durante 3 horas a 37°C. 

Pasado este periodo se extrae el MTT-formazán formado por las 

levaduras sobrevivientes de la siguiente manera: se centrifugan los 

tubos, se descarta el sobrenadante y el botón se resuspende en 400 µl 

de alcohol lsopropillco acidificado con HCl al O. 04 H , esto es con 

el objeto de solubilizar al MlT-foraazán. Después de S •inutos se 

agitan vigorosamente los tubos y se centrifugan a 1000 g por 5 

minutos, se toman 250 µ1 de cada sobrenadante, se colocan én 

•lcropoclllos de fondo plano y se lee la absorción de cada pocillo a 

540 1111 contra un blanco de llEH aás HTT tratado igual que loa tuboa 

probleaa y controles. El X HI ae calcula por la ecuación l. Es auy 

Importante recordar que se debe trabajar toda la tllcnlca en 

condiciones de esterilidad. 
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k) MICROTECNICA FINAL PARA EVALUAR FAGOCITOSIS POR REDUCCION DEL 

COLORANTE NITROAZUL DE TETRAZOLIO CNBTJ. 

Sl se toma en cuenta que la muestra es de 2 a 3 ml de sangre 

periférica, que en cualquier método de obtención de PMN la eficiencia 

no es del 100 7. y especialmente que se desea aplicar simultáneamente 

la prueba de muerte Intracelular y fagocitosis a los neonatos, 

entonces se presenta el problema de montar una técnica para evaluar la 

fagocitosis en la que se utilizen muy pocos PMN, ya que la mayor parte 

de éstos se usan en la técnica de MI. 

Basándose en la técnica original (43) se propuso adaptárla a una 

superficie más pequel'\a que la del portaobjetos común y utilizar un 

concentrado de PMN en vez de la sangre total con el fin de usar una 

menor cantidad de PMN y también menor cantidad de volumen en el cual 

están contenidos los PMN después de su extracción con alsever-gelatlna 

y de los lavados. Finalmente la superficie seleccionada fue la de los 

orificios de un portaobjetos de lnmunofluorescencia los cuales pueden 

contener alrededor de SO µ1 de la suspensión de PMN obtenidos según el 

Inciso e de este Capitulo ll!. Este !Mtodo es Otil cuando la cantidad 

de muestra es pequefta y en consecuencia el número de PMN también lo 

es, ya sea que se encuentren en sangre total o en una suspensión 

concentrada, como la que se usó en esta microtécnlca. 

Para poder reutlllzar los portaobjetos de lnmunofluorescencla 

primeramente fueron lavados en mezcla crómica, luego lavados con 

dextrin, aecados al horno 1 esterlllzados. Al no observarse resto 
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alguno de inmunofluorescencia quedaron listos para la realización de 

la mlcrotécnlca de fagocitosis. 

La suspensión de PMN que se usó en esta microtécnlca ofrece una 

concentración, una vez cosechados, de 1.5 a 3 millones de PMN/ml; de 

la cual se obtiene alrededor de 72,500 a 150,000 PMN en 50 µI, aunque 

no todas las células se adhieren a la superficie del orificio. Las 

levaduras muertas usadas en esta mlcrotécnlca se obtienen según el 

Inciso 4 del Capitulo lJ obteniéndo asl una relación de 1.6 a 3.5 

levaduras muertas por cada PMN. El suero utilizado para la 

opsonización de las levaduras es el suero pool descrito en el inciso d 

del Capitulo IJI. 

Con esta modificación la superficie de contacto entre los PMN y 

las levaduras se reduce considerablemente en la siguiente proporción: 

SUPERFICIE 
DE CONTACTO 

PORTAOBJETOS 
COMUN 

1 • 87 5 . 00 mm2 

OR!F!C!O DE UN PORTAOBJETOS 
DE INMUNOFLUORESCENC!A 

38. 4846 mm 2 

EL ORIFICIO ES 48.72 VECES< QUE EL PORTAOBJETOS COMUN 
EL ORIFICIO REPRESENTA EL 2.05 7. DE LA SUPERFICIE DEL PORTAOBJETOS 

Esta reducción en la superficie de contacto tiene una repercusión 

directa en la probabilidad de encuentro de los PMN y levaduras, y en 

consecuencia en los valores de fagocitosis, repercusión de la cual se 

hablará. más adelante; aunque también presenta la gran ventaja el poder 

trabajar 3 o 4 muestras a la vez en un solo portaobjetos de 

lnmunofJuorescencla, ademis de poder correr 1116ltlples ensayos para 
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cada muestra, lo que equlllbra la poca cantidad de PMN. La 

mlcrotknlca final para esta prueba se describe a continuación: 

Se ponen 50 µI de la suspensión de PMN (Inciso c del Capitulo 

Jll) en un orificio del portaobjetos de inmunofluorescenc1a, se incuba 

el portaobjetos en ctmara húmeda durante 20 mln. a 37° C. Por otro 

lado oe opsonlza 1 mi de IH levaduras muertas (Inciso 4 del capitulo 

11) con 0.5 mi del suero pool normal (Inciso d del C.pltulo llll 

duranto 30 mln a 37° C. 

Dnpuh de la Incubación ol portaobjetOI se lava suavemente con 5 

mi de aoluclon amortll\l8dora de fosfatos (SAFJ est~rll y las levaduras 

se lavan dos veces con 5 mi de SAF estf:rll. Las levaduras se 

rnu1penden en 0.5 mi de MEM con 100 µI de NBT al 0.1 ?. en SAF 

est~ll. de esta suspenslOn se toman 50 µ1 y se alladen al orlrlclo 

donde se coloco Ja suspensión de PMN. Se Incuba el portaobjetos en 

cámara h\\meda 7 mln a 37° C. 

Pasado este periodo se lava suavemente el portaobjetos con S mi 

de SAF est6rll y se tlfte con sarranlna al 5 ?. en etanol durante 10 

mln, ee deja secar y se lee al microscopio ordinario en Inmersión. Se 

cuentan 200 c6lulas; las que presenten levaduras de color azul en su 

citoplasma se cuentan como células que si fagocitaron, también se 

cuentan Ju Jenduru totales contenidas en las c61ulas que 

ta¡oc:Jtaron, Se reporta el ?. de fagocitosis y el Indice fagocltlco por 

medio de lu ecuaciones 2 y 3, Hay que recordar que Ja mlcrotknlca 

debe _. trabajada en condiciones de esterllldad para evitar 

contamlnac!On y reducclon lnespeclflca del NBT. En el diagrama 5 se 

prnonta el m6\odo slmpllrlcado para esta mlcrotknlca. 
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1) DATOS Y RESULTADOS DE LOS ADULTOS MUESTREADOS PARA LA MICROTECNICA 

DE MUERTE INTRACELULAR 

Los adultos rueron escogidos se¡ún los criterios de selección 

propuestos para llevar a cabo este estudio. El porcentaje de muerte 

intracelular se calculo con la ecuación 1 y los resultados fueron: 

DONADOR 1 2 3 4 5 6 7 8 

SEXO Mas Mas Mas Mas Mas Mas Mas Mas 

7. M. 1. 39.81 51.16 50.42 42.35 55.65 45. 16 28.25 38.07 

DATOS Y RESULTADOS DE LOS ADULTOS MUESTREADOS PARA 
LA PRUEBA DE MUERTE INTRACELULAR 

Tabla· 3 

m) DATOS Y RESULTADOS DE LOS NEONATOS MUES1READOS PARA LA MICROTECNICA 
DE MUERTE lITTRACELULAR 

U:Js neonatos fueron escogidos segO.n los criterios de selección 

propuestos para llevar a cabo este estudio. El porcentaje de muerte 

Intracelular se calculó con la ecuación 1 y Jos resultados fueron: 

94 

9 

F'em 

50.23 



NEDNATO 1 SEXO 1 VIA DE NACl-1 SEMANA DE 1 VIABILIDAD 1 Y. MUERTE 
MIENTO GESTACIDN DE PHN !NTRACEL. 

1 raasc cesárea 39. o 75.0 Y. 65. 34 

2 fem oarto 40.0 87. 7 Y. 65.09 

3 fem oarto 41. 4 93. 4 Y. 52.50 

4 fe• cesárea 40. 1 95.0 Y. 74.44 

5 mase parto 39. o 100. o Y. 38.90 

6 fem parlo 39. o so.o Y. 36.50 

7 mase parto 41. 6 95.0 Y. so. 70 

8 mase parto 38.5 87.0 Y. 35.00 

9 fem parto 41. 1 98.0 Y. 30. 60 

10 mase Parto 39. 5 100.0 Y. 26.10 

11 mase oarto 39.0 84. 4 Y. 45. 90 . 
12 fea cesá.rea 38. o as.o x 56.80 

13 fem cesárea 41. 1 84.9 Y. 22.80 

14 fem cesflrea 42.2& 78.9 Y. 45. 30 

15 mase parto 38. 4 so.o" 29.12 

16 fe• parto 40.3 81. 4 Y. 28.18 

• • hlpertr6f1ca & s postérmlno 

DATOS Y RESULTADOS DE LOS NEONATOS HllESTilEADOS PARA 
LA PRUEBA DE HUERTE IllIBACELULAR 

Tabla 4 
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n) DATOS Y RESULTADOS DE LOS ADULTOS MUESTREADOS PARA t.A MICROTEC!IICA 

DE FAGOCITOSIS 

Los adultos fueron escogidos según los criterios de selección 

propuestos para llevar a cabo este estudio. El porcentaje de 

fagocitosis y el indice de lngest16n fueron calculados con las 

ecuaciones 2 y 3 respectivamente. Los resultados fueton: 

OONAOOR 1 SEXO 1 r. DE FAGOCITOSIS 1 INDict: DE INGESTION 

1 fem 22.41 1. 53 

2 mase 43.40 1. 98 

3 mase 72. 70 .. 2.30 

4 mase 52.90 .-;!1.,·1.00 

5 mase 38.50 ' t. 50 

6 mase 48.20 1. 30 

7 mase 20.00 1.20 

B mase 25.50 2.30 

9 mase 28.70 t. 70 

10 fero 30.60 2.00 

11 mase 38.60 1.80 

12 roa.se 39.40 1. 70 

13 mase 28.30 l. 90 

14 aasc 36.55 1.22 

15 feai 59.36 2.52 

DATOS Y RESULTADOS DE 1.DS AWLTOS llJtSlREADOS PARA 
LA PRUEBA DE FAGOCITOSIS 

Tabla 5 
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o) DA'WS Y RESULTAOOS DE LOS NEOHATOS HIJESTilEAlJOS PARA LA HICROTECNICA 

DE FAGOCITOSIS 

L.os neonatos rueron escogidos según los criterios dP. selección 

propuestos para llevar a cabo este estudio. El porcentaje de 

fagoc1tosla y el indice de 1ngest16n fueron calculados según las 

ecuaciones 2 y 3 res~ctlvamente. Los resultados fueron: 

!IEtlNATOISElCOIVIA DE NACl-ISEMANA D~IVIMllLIDADI 
MIENTO GESTAC!ON DE PMN 

X FAGO- 1 INDICE DE 
C!TOS!S. !NGEST!ON 

1 fe• cesárea 40.1 95.0 Y. 58. 62 l. 91 

2 aasc parto 38.5 87.0 X 48. 70 l. 60 

3 fe• parto 41.1 98.0 Y. 26.04 l. so 
4 mase parto 39.5 100.0 Y. 42.54 2.20 

5 mase parto 39.0 84. 4 Y. 32.20 l. 52 

6 fem parto 39.4 82.B X 13.60 l. 30 . 
7 fe11 parto 38.0 as.o r. 19. 73 2.26 

8 use narto ---- 92.0 )\ 48.27 l. 40 

9 mase cesárea• 5 42.2 99.0 Y. 29.80 1.13 . 
10 llllSC narto 38.6 88. o Y. 54. 70 l. 43 

11 fem parto 37.6 82.0 Y. 48.30 ¡, 30 

12 llllSC parto 39.4 ------ 45.10 3.00 

• • hipertrófico & • postérmlno 

DATOS Y !WllJl.TAIXlS DE LOS NEONATOS KJESTllEADQS PARA 
U PRUEBA DE FAGOCI!OSIS 

Tabla 6 
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p) PARAMETROS ESTADISTICO DE LOS DATOS. 

La media slmple, la varianza, la desvlacl6n esté.ndar, el X de 

coeflclente de varlac16n y el Y. de coeflclente de varlacl6n corregido 

fueron calculados por medio de las ecuaciones 4, 5, 6, 8 y 9 

respectivamente. Los valores para curtosls, sesgo y tercer momento se 

obtuvieron a partir de los datos anteriores gracias al prograaa 

computarizado HlcroStal de anA.llsls estadlstlco. Los resultados para 

ambas mlcrotécnlcas se presentan en la tabla 7. Tamb16n se presentan 

los resul lados para muerte intracelular obtenidos por ~rredondo J. L. y 

Del Rey P.G. (Sil pero con la t6cnlca original, la cual 1lama110s 

macrotécnlca {42, 43) para diferenciarla de la adaptación 

mlcrotécnlca hecha en este trabajo. Los resul lados son: 

lllC!Ul'TECNICA 1 
RECIDI NACIDOS ~ 

X 11. I. PRGllEDIO 43. 95 
VARIANZA 246. 49 
DESVIACIOH ESTAHDAR 15. 70 
X COD'. DE VAR. INICIAL 35, 72 
X COD'. DE VAR. CORREGIDO 36.27 
TERCER llOllDITil 1537. 02 
CIJRTOSIS 2. 06 
SESGO 0.43 

X FACOCITOSIS PROMEDIO 38. 96 
VARIANZA 205. 63 
DESVIACIOH ESTAllDAll 14. 34 
X COD'. DE VAR. INICIAL 36. 80 
X COD'. DE VAR. CORREGIDO 37.56 
TERCER HOlllJITO - 1031. 56 
CIJRTOSIS l. 93 
SESGO - 0,39 

Tabla 7 
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44.56 
71.06 
8.43 

18.92 
19.44 

- 300.69 
2.56 

- 0.59 

39.00 
211.41 
14.54 
37.29 
37.91 

2225.34 
3.02 
0.80 

~ 

45.00 
31.36 
5.60 

12.44 
12.64 

84.40 
38.44 
6.20 
7.34 
7.46 



lllCROTECllICA 1 11>.CROTECNICA 

RECIDI NACIDOS ~ ~ 

Illl>JCE FAGOCIT. PROllEDIO 
YAllIAllZA 
llESVIACION ESTAllDAR 
X COEF. DE VAll. INICIAL 
X COEI". DE VAR. COlllUJ;IDO 
TlllCER llOllDml 
QJllTOSIS 
SESGO 

1. 71 
o. 2894 
0.538 

31.46 
32.11 

0.16 
3.65 
1.22 

Tabla 7 

1. 73 
0.1989 
0.446 

25.78 
26.20 
o.oo 
2.07 
0.11 

q) cn!PAllACIOll ESTADISTICA DE LAS KED!AS DE LAS lfJES'lRAS, 

Ell una dietrlbuc1ón naraal perfecta el valar esperada para la 

curto•l• es lgual a 3, alentras que el valor para el sesgo va de - O. 5 

a O. 5 (52), Coao me abaerva en la tabla 7 las valares que se obtienen 

para eetoe parUetroa en la •lcrotécnlca de H[ auestran que la 

curtaa1s me aleja en una unidad del valar esperada para una curva de 

diatrlbuclbn naraal, tanta para neanatas caaa para adultas, a1entras 

el sesgo se encuentra en el intervalo deseado; con estos valores para 

curtosis y se11a no eo posible afirmar que n11eetroe datoa siguen una 

d1atrlbuc1ón norMl, aunque no ... d.eecarta la poelblHdad de que al 

al9entar el taaallo de la aueatra al la al¡an. 

Para el caso de fa¡oc1taale se obeerva que la curto.is para los 

adultos nos da un valar lsual al de una d1atrlbuclén noraal alentras 

que el Mago se aleja del valar de la noraal1dad; en c .. blo con los 
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neonatos aparece el fenómeno contrario, la curtosis se aleja 

considerablemente del valor de la curva normal mientras que el sesgo 

se encuentra en el intervalo deseado. 

Al igual que para la prueba de HI no es posible afir•ar con estos 

parámetros que nuestros valores siguen una d1stribuc16n normal, 

tomando en cuenta y con reserva que el laman.o de la muestra es muy 

pequello. 

En el caso del indice fagoc1t1co para los recién nacidos la 

curtosls y el sesgo se alejan de los valores. deseados y los adultos 

muestran una curtosls alejada pero un aesgo dentro del intervalo de 

valor esperado para una curva noraal, por lo tanto taapoco en ea te 

caeo no es posible aflraar que nue•troa. valores alguen una 

dlstrlbuc16n norsal y al Igual que con las pruebas anteriores aflr.ar 

esto slgniflcarla analizar nuestros datos de for•a errónea provocando 

con esto un aUAento del error de tipo !, eatadlstlcuente hab1ando, o 

sea rechazar una h1p6tes11 que es verdadera, en este caao la f\lp6tesla 

nula. 

Con base en lo anterior el ""'lisis de las Mdlas sueatrales ae 

reallz6 a travlts del Mtodo estadlstlco no par~trlco de Kann-Whltney 

(48, 49, SO). El anAllals se apllc6 a los tres resultados reportado•: X 

de 11uerte Intracelular, X de fa11oc1to11s e Indice fagocltico. 

Para realizar este anAllsla se procede a combinar loa dato• de 

neonato1 y 1dul to1 d• cada prueba reporteda por separado, se ordenan y 

enwaeran en orden creciente todos loa datoa <neonatos y adultos), se 

suman todoa 101 m~seros atrlbuldoa a la sua1tra ús pequella, s- que 
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se nombra s. A la muestra con el menor número de datos se le llama n y 

a la muestra con mayor número de datos se nombra m. 

Con el valor de S se apltca a cada prueba la ecuación 12 lo que 

nos da el valor experimental de U. Desput?s se busca en tablas el valor 

minlrno que puede tomar U bajo el mismo número de datos que se esta 

analizando y con una p < O. OS . El valor máximo de U se calcula 

aplicando la ecuación 13. La prueba se interpreta de la siguiente 

manera: 

Sl U mlnima < U experimental < U máxima .. hipótesis nula 

verdadera :. No existe dlferencla entre las medias de las 

muestras anal Izadas. 

los resultados del ano111sls anterior se muestran en la tabla 8. 
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llEONATOS ADULTOS 
llUERTE 
INTRACELULAR 16 
HUESTRA m n 
S (suma total) 203 122 
U experimental (Ec. 12) 67 77 
U minina (Tablas a p < O.OS) 43 43 
U máxima (Ec. 13) 101 101 

FAGOCITOSIS 12 15 
HUESTRA n 11 

S ( auma lolal) 174 204 
U experimental (Ec. 12) 96 84 
U minina (Tablas a p < O.OS) 56 56 
U máxima ( Ec. 13) 180 180 

INDICE FAGOCÍTICO 12 15 
HUESTRA n .. 
S (suma lolal) 158.S Z19.S 
U experimental (Ec. 12) 80.S 99. 6 
U minina (Tabla.a a p < O.OS) 56 56 
U wlma (Ec. 13) 180 180 

Tabla 8 

Por lo que se concluye que se acepta la Ho (media de neonatos = 

media de adultos) para los tres parámetros valorados, ya que en todas 

las pruebas reaUzadas la U exper1Dental se encuentra entre los 

valores de U minima ele Tablas y U aa:daa calculada. 
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rl INTERVALO PERMISIBLE DE VALORES PARA LAS MEDIAS DE LAS MUESTRAS. 

Para encontrar los intervalos permisibles de valores de la medla, 

tanto para neonatos como para adultos, para ambas mlcrotécnlcas se 

utiliza el error esttndar de la media corregido por un factor de la 

dlslrlbuc16n t. de Student. Se sabe que para poder aplicar estos 

cálculos a los datos obtenidos es condlcl6n que éstos presenten una 

dlstrlbucl6n normal o que se acerquen a ella: aunque no se puede 

afirmar que los datos obtenidos en este trabajo siguen este tlpo de 

dlstrlbuc16n se decld16 realizar estos cálculos, suponiendo que los 

resultados no estin demasiado lejos de una dlstrlbucl6n normal, por lo 

tanto asumiendo una dlstrlbuc16n normal se presenta una primera 

aproxlmacl6n a los valores de referencia para las medias muestrales de 

cada microtécnlca. 

Una prueba estad1st1ca no paramétr1ca no es capaz de realizar 

eate tlpo de cálculos (48,49,50), por ello se utlllzó una prueba 

paraa6tr1ca suponiendo que si se aumentara de tamaf\o la muestra lo mfl.s 

probable es que siguiese una dlstrlbución de tipo normal. pero para 

efectos de este trabajo es suficiente con esta primera aprox1macl6n. 

Loa lnterva los se calcularon de la siguiente manera (45, 46): 

a) Se calculó primero el error estAndar de la media según la 

ecuación 7 para cada técnica. 

b) Ut111zando tablas con los valores de t de Student para 

muestras pequef\as, con una p :li O. OS para una curva de dos. colas y con 

loa: grados de llbertad de cada técnica se obtiene un factor de 
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corrección el cual mul tlpllca al error estándar de la media. 

c) Este nuevo valor obtenido se suma y resta dos veces al valor 

de la media para encontrar el intervalo permisible corregido. 

Para muerte intracelular los resultados fueron: 

• de Eventos 
Cradoa de Libertad 
X X K. I. 
S_de K. I. 
Sx de K. I. (Ec. 7) 

NEONATOS 

16 
15 

43.95 
15. 70 
3.92 

t Tablas con p :s O. 05 
(lactor de corrección para siJ 
si corregida 
ii X K. I. - / + 2 veces S 
ii X K. I. - / + 2 veces 
si corredda 

2.131 
8.3641 

12. 55 - 75. 35 

27.22 - 60.67 

Tabla 9 

AOOLTOS 

9 
8 

44.56 
8.43 
2.81 

2.306 
6.4798 

27.69 - 61.42 

31. 60 - 57.51 

F'lnalmente el Intervalo para neonatos ea: 27.22 - 60. 67 :C Hl y 

para los adultos es de 31. 60 - 57. 51 X HI ¡ de acuerdo a las 

limitaciones ya expuestas y sólo como valores que se esperarlan en 

experimentos similares con coaportaalento de una distrlbuc16n normal. 
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Para fagocltosls los resultados fueron: 

1 de Event.os 
Grados de Libertad 
i X Fagoci t.oeis 
S de Fagocit.osis 
si de Fa¡¡;. (Ec. 7) 

NEONATOS 

12 
11 

38.96 
14.34 
4.13 

t Tablas con p • O. 05 
(factor de corrección para si) 
si corregida 
X X Fag. - / + 2 veces S 
i X Fag. - I + 2 veces 
si correaida 

2.201 
9.1112 

10.28 - 67.64 

20. 73 - 57.18 

Tabla 10 

ADULTOS 

15 
14 

39.00 
14. 54 
3.63 

2. 145 
7. 7970 

9.92 - 68. 08 

23. 40 - 54. 59 

El intervalo para neonatos es: 20. 73 - 57. 18 X Fagocltosls y 

para los adultos es de 23. 4.0 - 54. 59 X Fagocl tos is de acuerdo a las 

ll•ltaclones ya expuestas y sólo como valores que se esperarian en 

experiaentos si11Uares con comportamiento de una dlstrlbuclón norr~.al. 
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Para indice fagocitico los resultados fueron: 

1 de Eventos 
Grados de Libertad 
X Indice Fagocit.ico 
S Indice Fagoci t.ico 
Sx de Ind. Fag. (Ec. 7) 
t. Tablas con p .s O. OS 
(factor de corrección para si) 
si corregida 

NEONATOS 

12 
11 

!. 71 
0.538 
0.1553 

2. 201 
0.3418 

X Ind.Fag. - / + 2 veces S 
X lnd. Fag. - / + 2 veces 
si corregida 

o. 634 - 2. 786 

1.026 - 2. 393 

Tabla 11 

AOOLTOS 

15 
14 
1.73 
0.446 
0.1115 

2.145 
o. 2391 

0.838 - 2.622 

1..251 - 2.208 

Los intervalos del indice fagoc1 llco para neonatos y adultos 

respectivamente son: !. 026 - 2. 393 y 1. 251 - 2. 208 de acuerdo a las 

llml.taciones ya expuestas y s6lo como valores que se esperarlan en 

experimentos similares con comporta.e.lento de una dlstrlbucl6n normal. 

Los valores permisibles para las medias muestrales para X de 

muerte intracelular, X de fagoci tosls e indice fagocl tlco se presentan 

en las gráficas 5, 6 y 7 respectivamente, con las correcciones hechas 

para cues tras pequel\as. 
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DISCUSION Y CONCLUSIONES 



DISCUSION 

La adaptac lón mlcrotécnlcas de los métodos de muerte 

intracelular y fagocitosis reunen las caracteristlcas necesarias para 

su apl lcac16n a neanatos dada la pequefia cantidad de muestra (2 a 3 ml 

de sangre J que se requiere para su ejecución. 

La variación obtenida en las tn1crotécnlcas adaptadas es alrededor 

del 35 :t. lo cual es normal dentro de este tipo de estudios (41) en los 

que se trabaja con sistemas biológicos y donde se tra~a de reproducir 

ln vltro sistemas que emulen fenómenos que suceden 1n vlvo, por lo que 

después de tornar en cuenta las manipulaclones y cambios sUfr1dos por 

las células fagocitlcas, el X de coeficiente de var1ac16n obtenido 

para las inlcrotécnicas es el esperado para métodos de prueba con 

células vivas. 

La senslbllldad d.e la mlerotécnlca de Muerte intracelular queda 

de manifiesto por el coeflclente de correlac16n (O. 99) obtenido en la 

reducción del M1T a bajas concentraciones de éste y de levaduras: este 

coeficiente nos asegura una excelente linealidad en el sistema 

propuesto para medir la eflclencla de los mecanismos mlcroblcldas del 

PMN en contra de C. alblcans. Sin embargo con el fin de aumentar la 

reproduc1b111dad de la mlcrotécnlca de muerte intracelular se 

recomienda que este tipo de estudios se reallcen por trlp11cado, con 

el equipo adecuado para una mlerotécnlca y en condlclones estrictas de 

esterllldad. 
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la mlcrotécnlca de fagocl tosls se propone en este caso como un 

complemento de la prueba de muerte intracelular, ambas en conjunto nos 

proporcionan mucho más lnformac16n acerca de los mecanis~os 

microbicidas del PMN que individualmente pues cada técnica evalua 

diferentes sistemas oxidatlvos, siendo más sensible el sistema 

indicador del KTT ya que se valora espectrofotométricamente a 

diferencia de la fagocl tos is en la cual influye la subjetividad del 

observador. las diferencias obtenidas en los valores de adultos para 

la m1crotécn1ca de ~ de fagocitosis en comparación con la macrotécnica 

se deben no sólo a la reducción en el número de células utilizadas en 

la •icrotécnlca sino también a la reducción del área de adherencia con 

lo cual se reduce notablemente la probabilidad de contacto entre los 

PMN y las levaduras. Asl mismo la reducción en el número de PMN usados 

obliga a cuidar las pocas células ya adheridas al área de contacto y 

evitar que se presente en ellas el fenómeno de auto11sis, es por esto 

que les tiempos de incubación se redujeron e indirectamente, la 

probabilidad de que suceda wia mayor ingestión de levaduras por parte 

de los PMN también disminuyó. Por todas estas razones es que la 

técnica de fagoci tosls fué adaptada en función de la micro técnica de 

auerte intracelular y se presenta más como una prueba cualitativa que 

cuantltatlva, a diferencia de la de muerte intracelular. 

En los resultados obtenidos de neonatos 1 tanto en la microtécnica 

de fagocitosis como en la de muerte intracelular, no se observó 

correlación alguna entre el X de viabilidad de los PHN al momento de 
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trabajar con ellos y los valores obtenidos para X de muerte 

intracelular, X de fagocitosis e indice fagocl tlco. 

Asi mismo tampoco se observó correlación entre el sexo de los 

neonatos, la vla de nacimiento o la semana de gestación y los 

parámetros antes mencionados, por lo que se concluye que éstos 

parámetros (X Huerte Intracelular, X Fagocitosis e Indice Fagoc1tico) 

son independientes de las condlclones del neonato, bajo los cri ter los 

de selección de éstos para la real1zac16n de este estudio. 

El estudio se restringe a las caracteristicas de las técnicas 

propuestas destacando en ello el sistema indicador usado y su 

concentración, la cantidad de células PHN utill~adas y la célula 

blanco empleada, en este caso la levadura c. albJcans. 

Los resultados obtenidos en ambas mlcrotécnlcas nos muestran que 

las células fagocl tlcas de los neonatos son capaces de llevar a cabo 

la muerte intracelular y la fagocitosis con la misma eflclencla que en 

el adulto cuando la fuente de opsonlnas es igual y constante para 

ambos (suero pool normal). Esta aseverac16n se comprueba a través de 

la aceptación de la hipótesis nula (Media de Neonatos = Media de 

Adultos) con la prueba estadistica no paraJDétrlca de Hann-Whltney. 

La diferencia entre adultos y neonatos en cuanto a eficiencia para 

llevar a cabo la muerte intracelular y la fagoci iosls reportada por 

otros autores se debe a que en la etapa neonatal el sistesa inmune 

especifico no está del todo desarrollado y existe una deficiencia o 

ausencia de anticuerpos especlficos, por lo que la etapa de 

reconoclmiento no se verifica con la •lsma eficacia que en los 
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adultos, siendo esta etapa de reconocimiento critica al momento de 

nacer; es por ello que se piensa que esas diferencias se deben más a 

efectos humorales que celulares (32, 33). 

Sin embargo la mayor dispersión observada para los neonatos en la 

varianza y el intervalo de valores permisibles para media muestral en 

ambas microtécnicas respecto a los valores obtenidos de estos mismos 

parii\metros para los adultos se debe a que los PMN de neonatos 

presentan diferentes estadios de madurez (53)¡ esto refleja el hecho 

fislol6glco conocido como "leucocltosls del recién nacido" en el cual 

probablemente exista un estimulo inicial para desarrollar un primer 

mecanismo de respuesta celular inespeclflco al momento de nacer 

{primera exposic16n a antigenos). Esta leucocltosls decae después de 

las primeras doce horas de vlda extrauterina por lo que los resultados 

obtenidos en los neonatos deben tomarse con la reserva de que éstos 

fueron muestreados entre las O y 48 horas de vida. Como se observa en 

las gráficas 5, 6 y 7 los valores permisibles de la media para los 

neonatos siempre abarcan el intervalo de valores permisibles para los 

adultos en el caso de los tres parámetros evaluados {~ Hl, X Fag. e 

Ind. Fag. ). Este hecho confirma que entre los PMN de neona tos existen 

lllé.• dlferenclas cuant1tat1vas y cualltatlvas (29) que entre los l'MN de 

adultoa. 

Al evaluarse los resul lados obtenidos para las microtécnlcas se 

debe toaar en cuenta que el tamaf\o de las muestras fue pequen.o y que 

tanpoco es posible estudiar todos los factores que pueden influir en 

la respuesta inmune del recién nacido como son: el parto con f6rceps, 
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el sindrome de aspiración de meconio, la presencia asintomática de 

glucosa en sangre, el uso de oxltoclna durante el parto, etc (SJ). 

Dado el pequefio tamaflo de las muestras estudiadas no se puede 

aflrmar categóricamente que éstas se comportan de acuerdo con una 

dlstrlbuc16n normal, para ello se debe aumentar el tamano de las 

mismas; es por esto que para lograr un anftllsls estadlstico correcto 

de muestras pequefias no debe asumirse una distribución de este tipo sl 

no se cuenta con los suficientes elementos para ello, pues de lo 

contrario solo se logrará. aumentar la probabllldad de ·cometer errores 

de tipo 1 o sea el rechazar la hipótesis nula cuando ésta es 

verdadera. 

Finalmente la adaptación a m1crotécnlcas de los métodos 

propuestos no sólo justlflca la realización de este trabajo sino 

también su probable apllcac16n futura a lactantes y nlf'íos pequt!nos 

donde la muestra sangu1nea que puede obtenerse de ellos también es 

pequen.a; sobre todo en el caso de ninos que presentan infecciones 

recurrentes en los cuales se requiere de otras pruebas de laboratorio 

(blometr1a. hemátlca, qu1rnlca sanguinea, hemocultlvo, etc.) para lograr 

un diagnóstico clinico acertado. 

La utilidad de las mlcrotécnlcas de muerte Intracelular y 

fagoc1tosls no sólo se contempla para su aplicación en estudios de 

tipo transversal y en estados de salud o enf'erwedad, sino tublén coao 

un posible segulmlento de la maduración del sistema inmune humano, 

tanto en sus aspectos hwnorales como celulares, desde las etapas más 
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tempranas de vida hasta antes de la adolescencia completando con esto 

todo un ciclo de 1nvest1gac16n en el área de la lnmunologla neonatal e 

Infantil. 
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CONCLUSIONES 

1) La técnica de muerte intracelular se adaptó a mlcrotécnica con 

excelente sensibilidad, lo cual se refleja en la linealidad del 

sistema Indicador y en la cantidad tan pequel\a de células PMN 

necesarias para llevarla a cabo. 

2) Las microtécnlcas de muerte intracelular y fagocitosis pueden 

llevarse a cabo simultaneanlente empleando de 2. a 3 ml de sangre 

periférica, lo cual las hace recomendables para el estudio de los 

mecanismos fagocltlcos en el neonato. 

3) La fagocitosis considerada como la Ingestión de parttculas por 

los fagocitos es igual para neonatos y adultos cuando la fuente de 

opsonlnas es la misma y constante para ambos. 

4) La muerte Intracelular considerada como la destrucción de 

partlculas por los fagocitos es Igual para neonatos adultos cuando 

la fuente de opsonlnas es la misma y constante para 

ambos. 

S) Se presenta una mayor dispersión en la muerte lntracelular y 

en la fagocltosls en los neonatos respecto a los adultos, lo cual se 

debe muy probablemente a los diferentes estadios de madurez que 

presentan los pollmorfonucleares de neonatos1 tendiendo más hacia los 

estadios inmaduros. 
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APENDICES 

A Y B 



APENDICE A 

PREPARACION DE REACTIVOS 

PREPARACION DE SOLUCION SALINA NORMAL (SSN) 

Se disuelven 0.850 g de NaCl por cada 100 ml de agua. estéril. 

PREPARACION DE LA SOLUCION AHORTIGUADORA DE F'OSFATOS (SAF) 

Soluc16n A Soluc16n B 

NaH
2
PO, (monobáslco) 4.14 g Na

2
HPO, (dlbáslcol 4. 26 g 

NaCl 7.00 g NaCl 7.00 g 

1000 ml IODO ml 

Mezclar 12.5 ml de la solución A m.lis 37.5 111 de la solución B, 

ajustar pH • 7. 2 con HCl IN 6 con NaHCXl
3 

IN. Se puede usar NaNJ al Ir. 

como conservador {12). 

PREPARACION DE MEDIO HINIHO ESEllCIAL (HDi) 

Este medio ya viene preparado comercialmente. Se prepara 

disolviendo 45. 9 g de este medio en 5 litros de agua destilada, 

ajustandose el pH = 7.2. Después se filtra en esterilidad con Wl 

filtro Hllllpore de poro 0.22 µm estéril. Se guarda en refrlgeracl6n. 
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PREPARACION DE ALSEVER-GELATINA 

Glucosa 20. so g 

Citrato lrlsódlco • 2H20 8.00 g 

o. SS g 

NaCI 4.20 g 

1000 ml 

AJladlr gelat1na bacterlológlca al 3 Y. • calentar suavemente hasta 

dlsoluc16n total. Se esterlllza en el autoclave a 10 lb durante 20 

mln. Luego se agregan 2. 5 ml de esta solucl6n a tubos estériles de 13 

x 100 con tapón de rosca y se guardan en refrigeración. Para la toma 

de la muestra se calientan suavemente los tubos hasta fundir la 

gelatina (JS). 

PREPARACION DE AMARILLO DE TETRA¡roLIO (HTT) (bromuro de 

J-(4, S-dlmetll tlazol-2-11 I -2, 5-dlfenlltetrazollo) 

Se disuelven 5 mg de MTT por cada ·inl de SAF. Se fracciona en 

viales con 250 J!l del concentrado que se guardan en congelación. En la 

práctica se usa una dilución 1: 30 en SAF de este concentrado, 

probindose su estabUldad cada semana. 

PREPARACION DEL ACIOO DESOXICOLIO:J 
(Sa-ac. collco-J', 12' dlol) 

Se dl1111elven 2.5 g de este reactivo "° 100 111 de eolucl6n salina 

noraal, se deja reposar toda la noche, despues se centrifuga a l 000 g 
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durante 15 minutos dos veces, finalmente se filtra en papel Watmann # 

40. La solución debe quedar libre de parUculas con un pH final de 4. 9 

- S. 6 , se guarda en refrigeración. 

PREPARACION DE AZUL TRIPAllO 

Se prepara una solución al O. 2 :'. de azul tri pano en solución 

salina al O.SS r. estéril, en la práctica se usa una dilución 1:10 en 

SSN de ésta solución. 

PREPARACION DE CLORURO DE NITRO AZUL DE TETRAZOLIO 

HONOHIDRATAOO (NBT) 

En solución salina al O. 85 X se prepara una solución al 0.1Y. de 

NBT. Se fracciona en frascos viales con O. 2 ml de HBT, se guardan en 

congelación hasta el momento de su uso. 

PREPARACION DE ALCOHOL ISOPROPILICO O. 04H HCI 

Se necesitan l. 460 g/mol de HCl en 1000 ml de alcohol para 

obtener una solución 
1 

O. 04 H. El ácido clorhldrlco es liquido por lo 

tanto se dlvlde la masa entre su densidad para obtener los •111lltros 

necesarios para esta solución. Se guarda en refrlgeraclón. 

l. 460 gimo! + l. 185 g/ml • l. 230 111/mol en 1 ll tro de Agua 
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PREPARACION DE SAFRANINA 

Se disuelven 5 g de safranlna en 10 ml de etanol, se deja reposar 

una noche, se filtra y luego se agregan 90 ml de agua estéril, para 

una concentrac16n f lnal al 5 X . 
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Ac 

Ag 

a-S 

ASC 

e 

C:ia } y 
C3b 

esa } y 
Csb 

CP 

Of 

c.v. 

X C.V. 

Dll. 

Ewt. 

Fag. 

X Fag. 

Gl!Pc 

IDIF 

Ind.de lng. 

lnd. Fag. 

IHPer 

Lit 

LV 

APENDICE B 

ABREVIA'IURAS llT!L!ZADAS 

Anticuerpo 

Anti geno 

anti suero 

Agar Sangre de Carnero 

Suero Control 

fracciones del Componente CJ 

del Sistema Complemento 

fracciones del Componente Cs 

del Sistema Complemento 

Control Posl tlvo 

Control Negativo 

Coeficiente de Varlac16n 

Coeficiente de Varlac16n en Porcentaje 

Dllucl6n 

Suero Estándar 

Fagoc !tos Is 

Porcentaje de Fagocl tosls 

Guanosln Honofosfato clcllco 

Via de la Hexosaaonofosfato 

Indice de lngest16n 

Indice F'agocltlco 

Instl luto Nacional de Perlnatologia 

Levaduras Muer tas 

Levaduras Vivas 
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llacror. 

llDI 

11.1. 

X 11.1. 

Ko. 

lll'O 

llTT 

llllt 

p 

Piio\ 

PllN 

•• 1. 

a.11. 

SAF 

SSH 

X T 

VIH 

Lo~l tud de onda en nanómetros 

Muestra 

Macr6fagos 

Medio Esencial H1nlmo 

Muerte Intracelular 

Porcentaje de Muerte Intracelular 

Hlcroorgani smo 

Hle loperoxldasa 

Aaarlllo de Tetrazollo 

Azul de Tetrazollo 

Suero Probleaa 

A¡¡ar Papa Dextrosa 

C.lula Polh1oríonuclear 

llelacl6n o Proporción 

llecl6n Nacido 

Solución Allortlguadora de fosfatos 

Soluc16n Salina Nor11al 

Porcentaje de Transm1tancla 

Virus de la lnmunodeflclencla HUll!ana 

124 



BIBLIOGRAFIA 



BIBLIOGRAF"IA 

1.- Fudenberg HH, Stltes OP, Caldwell JL, Wells JV. Inmunologla 

Cllnlca. Ed. El Manual Moderno, México, 1980. 

2.- Larralde C. Inmunopatologla. En: Pelayo C, Arlas-Stella J, Perez 

Tamayo R, Carbonell LM. Texto de Patologla. Prensa Médica 

Mexicana, México, 1910; cap. Vil :99-110.110. 

3.- Roltt 1, Brostoff J, Male O. Jmmunology. The CV Mosby Company, St 

Louls-Washington OC-Toronto, z! ed., 1989. 

4.- Jawetz E, Melnlck JL, Adelberg EA. Revtuw of MedtcaL 

MLcroblotogy. Lange Medical Publlcatlons, Los Altos-California, 

1912. 

5.- Spence AP, Mason EB. Human Anatomy and Physlology.The Benjamln 

Cwnmlngs Publlshlng Company, Inc., Menlo Park-callfornla, 1919. 

6.- Del Rey PG, calderón JE. f:I Sistema lnmWle en la Relaclón 

Materno f'etal. En: C&lderon JE, Arredondo G JL, Karchmer S, 

Nurallah E. Conceptos Actuales en lnfectologla Perlnalal. INPer, 

México, 1988; cap. 11:1-20. 

1.- Nathan GD, Osky AF. Hematology of lnfancy and chlldhood. WB 

Saunders Company, Phlladelphla-London-Toronto, 1974. 

8.- Robblns LS. Tratado de Patologta, Ed. Intcramericana, México, 3-° 

ed., 1968. 

~.- Lara S.J. Papel de los fagocltos en Infecclones. Jnfectologla, 

1988; :Z: 325-326. 

10.- Matus lolexla JA. Los Neutrófllos como mecanismo de defensa. Tesis 

F"ac. de Qulmlca, U.N.A.M., 1985. 

126 



11.- Bach JF, Lesavre Ph. Inmunologla. Ed. Masson,SA., Barcelona, 

Espa~a. 1983. 

12.- Davidsohn 1, Bernard HJ. TOOD-SANFORD Diagn6stico Cllnico por el 

Laboratorlo. Salvat Editores SA., Espai'ía 6e ed., 1979. 

13.- Rapaport SI. Introducclón a la Hematologla. Salvat Editores SA., 

Espafta, 1977. 

14.- Sobotta, Hammersen F. Htstology. Lea & Feblger Ed., Phllade1phla 

U.S.A.- Munich Germany, 1976. 

15.- Leeson TS, Leeson CR. Hlstologla. Ed. lnteramericana, México 2-º 

ed., 1970. 

16.- Horwltz MA. Phagocytosls of Mlcroorgantsms. Revlews of lnfectious 

Diseases, 1982: i : 104-123. 

17.- Orten MJ, Neuhaus WO. Human Blochemislry. The CV Mosby Company, 

St Louls-Washlngton DC-Toronto, 1<>2 ed.,1982. 

18.- Spitznagei KJ. Mlcrobial lnteractlons wl!h Neutrophlls. Reviews 

or lnfectious Diseases, 1983; :i. : 5806-5822. 

19.- Mouider JW,. Comparatlve Slology o/ lnlracellular Parasltlsm. 

Microbloioglcai Reviews, 1985; i2 : 298-331. 

20.- Edeison PJ, Intraceiiular Parasites and PMgocytlc Cells: CeU 

Slology and Pa!hophyslology. Revlews of lnfectlous Dlseases, 

!982: ! : 124-135. 

21.- Spitznagei JK, Shafer WM. Neutrophii KlliLng of Bacteria by 

Oxygen-Independenl Mechanlsm: A Hislorlcal Summary. Reviews of 

lnfectlous Oiseases, 1985; 2 : 398-403. 

127 



22.- McRlpley RJ, Sbarra AJ. Role of the Phagocyte !n Host-Paraslte 

Interactlons. XI.Relatlonshlp between stlmulated oxldatíve 

metabolfsm and hydrogen peroxlde formatlon, and lntracellular 

kUllng. Journal of Bacterlology 1967; 21 : 1417-1424. 

23.- McR!pley RJ, Sbarra AJ. Role of the Phagocyte in Host-Paraslte 

Interacttons. XII.H!drogen peroxlde-myeloperoxldase bacterlal 

system ln the phagocyte. Journal of Bacterlology 1967: ~ : 

1425-1430. 

24.- Roltt 1, Brostoff J, Male D. Immunology. Mosby Grover Ed. New 

York 1985 : 175-179. 

25.- Cutellan GW. Flslcoqutmlca. Ed.Addlson-Wesley Iberoamericana 

SITESA. M~xlco 2! ed., 1987, 

26.- Solberg CO, Kalaaer T, Hlll HR, Glette J. Polymorphonuclear 

Leucocyte f"unctlon In Bacteria! aru:t Vlral Infectlons. Scand. J, 

lnfect Dls. 1982; J± : 11-14. 

27.- Qule PG, Hetherlngton SV. Patlents wlth dtsorders of phagocytlc 

cell /unctlon. Pedlatrlcs lnfectlous Dlsease, 1984 ; ;¡ : zn-280. 

28.- Mlller ME, Stlehm ER. Phagocytlc, opsonlc and tmmunoglobulln 

stun:i"" In newbom. lledlcal Progress, 1973 ; J.12 : 43~. 

29.- Cllrlatensen RO, Harper TE, Rothsteln G. Gra.nulocyte-macrophage 

progenitor cell (CF'U-GM) In term and preterm neonates. J, 

Pedlatr. 1986 ; 122 : 1047-1051. 

30.- llltchell SC. Neonatal Neutroph!I Host Defence. Am. J. Dls. Chlld, 

1989 : w : 45-47. 

128 



31.- Serla C, Arbo A, Basurto G, Santos JL. Capaddad de 

reconoclmlento ops6nlco de los neutrófltos PMN de nll'los 

desnutridos. Memorias del XIV Congreso Internacional de 

lnfectologta, 1 ° al 4 Nov. de 1989, Acapulco, Gro., México. 

32.- Blondl A, Poli G, Parravlclnl C, et al. Mononuclear Phagocyte 

Functlon ln the Perlnatal PerLod. En: Burglo, Hanson, Ugazlo, 

eds: Immunology of Neonate. Berlln Heidelberg: Sprlnger-Verlarg, 

1987 ; Cap VI : 59-66. 

33.- Hlll HR, Sacchl F. Mechanlsms of Abnormal Neutrophll l'unctlon In 

the Human Neonate: Prospects for Therapy. En: Burgio, Hanson, 

Ugazlo, e<ls: Immunology of Neonate. Berl!n Heidelberg: 

Sprlnger-Verlarg, 1987 ; Cap VII : 67-75. 

34.- MeNamara MP, Wlessner JH, Colllns-1..ech C, Hahn BL, Sohnle PG. 

Neutrophtl death as a defence mech.anLsms agatnst C.alblcans 

lnfectlon.<. The Lancet, 1988 ; t!2! 12 : 1153-1165. 

35.- Campe!! OH et al. Immunology. A laboratory Text for Instructlon 

ami Research. WA Benjamln loe., 22 ed .. New York, 1970. 

36.- Lehnlnger AL. Prlnclples of Blochem!stry. Worth Publlshers, !ne. 

New York 1982. 

31.- Del Rey GP. Factores de la superflcle bacfA!!r!ana que !nb!rfleren 

con la fagocttosls. Tesis Escuela Nacional de Ciencias 

B!ologleas, lnst. Po!lt~cnlco Na!. 1978. 

38.- ALDR!CH CHEMICAL Co. Catalog and Hlllldl>ook. W!sconsln, U.S.A. 

1989. 

ll9 



39.- Segal AW. Nltroblue TetrazolLum Test. Lancet, 1914; ~ : 1250. 

40.- Smlth DL, Rommel F. A rapld mlcro method for the slmultaneous 

determCnatlon of phagocyUc-mlcroblcfdal actlvlty of human 

· perfpheral blood leukocytes fn vltro. J. lmmunol. Methods, 1911; 

11: 241. 

41.- Belllnati-Pires R, Meiki SE, Colieto GMDD, Carneiro-Sampaio. 

EvaluatLon of a fluorochrome assay far assesslng the bacterlcldal 

actlvlty of neutrophtls In human phagocyte dysfunctLons. J. 

lmmunol. Methods, 1989; J.12 : 189-196. 

42.- Levltz SM, Dlamond RO. A rapld colortmetrlc assay of /ungal 

vlablll!y wllh !he Telrazo!lum Sal! MTT. J of lnfec. Dls., 1985; 

jg: 938-945. 

43.- Van F'urth R, Van Zwet n., PCJ-Leijh. In vllro de!ermlnallon of 

pha•ocytosls and ln!racellular kUllnB by pollmorphonuclear and 

mononuclear phagocytes. En: Cellular 1mmunology Vot.2, 

Appllcations of lmmunological Methods, Edited by DM Weir, 

Blackweli Scientiflc Publications, 1985. 

44.- Schlegel HG. MtcrobLologla General. Ed. Omega1 Barcelona 1 Espar.ia, 

1980. 

45.- salta! RR, Rohlf F'J. Blomelry , Ed. W.H. Freeman and Company, San 

Francisco z! ed., 1981. 

46.- llarnett RN. Cllnlcal Laboralory Sla!lstlcs , Ed. Little Brown and 

Company, Boston 22 ed., 1979. 

130 



47.- Ostle Bernard. Estadlstfca Apl!cada . Técnicas de la Estadlsttca 

Moderna. Ed. Llmusa, México 1979. 

48.- Mansfleld Edwln. StatfstLcs for Busfness and Economtcs. Ed. W.W. 

Norton and Company, New York - London 2! ed. 1 1980. 

49.- Rlchards LE, LaCava JJ. BusLness Statlstfcs, Why and When. Ed. 

McGraw-Hlll Book Company, New York, 1978. 

50,- W.Lutz. S!atlstfcal Methods as Appl!ed to Jmmuno!oglca! Data.En: 

Handbook of Experimental Imlnunology, Vol.3 Appendlx 2, 

Appllcatlons of lmmunologlcal Methods, Edlted by DM Welr, 

BlackweU Sclentlrtc Publicatlons, 1985. 

51.- Arredondo JL, Del Rey GP, Orrantla GR, Lara SJ. Efecto de ta 

Dleta Suplementada con LeclUna sobre la f'agocttosls de 

C.alblcans, por Leucocttos de Pacf.entes lnfect.sdos con VIH. (En 

revlsl6n). 

52.- Handbool< of Mathematfcal íwu:tlon.s wtth formulas, Graphs and 

Mathematlcal Tables. Edlted by 11. Abramowltz and !.A. Stegen, 

U. S. Oepartment of Commerce, Nal. Bureau of Standards, Washington 

1985. 

53.- Monroe BL, Welnber¡ AG, Rosenfeld CR, Browne R. The neonatal 

blood count ln health and dlsease. 1 ~ference values for 

neutrophlllc cells. J. or Pedlatrlco, 1979; ~: 89 - 98. 

131 


	Portada
	Índice
	Resumen
	Capítulo I. Introducción
	Capítulo II. Objetivos, Material y Métodos
	Capítulo III. Resultados
	Capítulo IV. Discusión y Conclusiones
	Apéndices
	Bibliografía



