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" INTRODUCCION.

Gran . parte_ de las investigaciones bacteriolégicas, estdn dirigidas al estudio y
diagnéstico del género Staphylococcus, ya que estos microorganismos se
encuentran relacicnados con enfermedades tales como: foliculitis, impétigo, sindrome

de piel escaldada, pioartritis, osteomielitis, intoxicacién alimentaria, etc.

El andlisis rutinaric de laboratorio, no proporciona una identificacién rapida de
Staphylococcus, ya que dicho andlisis se basa en la determinacién de caracteristicas
morfolégicas y bioldgicas, para lo cual se necesitan entre 42 y 54 horas para poder

dar un resultado confiable.

La capacidad para coagular el plasma, es una prueba empleada y generalmente
aceptada como criterio para 1a identificacién de la patogenicidad de los estafilococos
asociados con casos clinicos; aunque debe hacerse notar y tomarse en cuenta que
actualmente hay cepas de Staphylococcus coagulasa negativa las cuales actian de
manera oportunista en humanos con algunos factores predisponentes, causando

diversos cuadros infecciosos, algunos de gravedad.

El inconveniente de la prueba de la coagulasa, es que su tiempo minimo de
realizacién es de 4 a 6 horas. Es por esto que se buscan otro tipo de pruebas
rdpidas, confiables, econdmicas y, que en un momento determinado, puedan sustituir

a las actuales.



La prueba que se propone en este trabajo, tiene un tiempo aproxirnado de 5 minutos
de espera; en ésta se relacionan la cantidad de Protelna A presente en la cepa de
Staphylococcus, la Fraccién Fe (Fraccion cristalizable) de la 1IgG (Inmunoglobulina
clase G) de la gamma globulina de conejo y particulas de carbén, activadas mediante

un proceso especial; dando como resultado una aglutinacién macroscopica.

Debido a la afinidad que existe entre la Proteina A y la fraccidn cristalizable de la igG,
se produce un acoplamiento, quedando atrapadas las particulas de carbon en dicha

reaccién, conociéndose a este proceso, como fendémeno pseudoinmune (Figura 1).

La mayoria de las cepas de Staphylocaccus poseedoras de Proteina A se aislan de

padecimientos clinicos, de aqui su importancia para la elaboracién de este proyecto.



‘0BJETIVOS.

B

:~ the:ner un réactlvo biolégico, constituido por gamma globulina de conejo
sy héniculas de carbén.activadas, para poder detectar Proteina A en

: cepas de Staphylococeus coagulasa positiva.

Evaluar la especificidad de la reaccién, utilizando cepas de
Staphylococcus, tanto coagulasa positiva como coagulasa negativa,

previamente identificadas.



1. GENERALIDADES.
A) Importancia clinlca del género Staphylococcus.

Los estafilococos estén entre las primeras bacterias que se reconocieron como
patégenas y se descubrieron por primera vez a principios de la década de 1880.
Estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y se ven a menudo como miembros
de la flora bacteriana normal de ta piel y del tracto respiratorio superior.  Muchas de
las especies que se encuentran en el hombre son comensales, algunas tienen un
potencial patégeno limitado, pero la especie predominantemente patégena para el

hombre es Staphylococcus aureus (3, 8, 13).

Estos microorganismos son responsables de mas del 80% de las enfermedades
supurativas que se encuentran en la practica médica, Provocando infecciones tanto
en piel, como en cualquier parte del cuerpo. En su adaptacién ai parasitismo, se

encuentran entre las bacterias patégenas mas versdtiles y exitosas.

En la ditima década, la mayoria de las enfermedades estafilococcicas serias se
observan en pacientes cuyas defensas normales estan severamente alteradas. Los
pacientes hospitalizados, debilitados, cateterizados, con prétesis, los que presentan
serias enfermedades subyacentes, 6 que se han sometido a extensas intervenciones

quirdrgicas, son especialmente susceptibles a la infeccién por estafilococos (6, 14).



Lamayoria de las investigaciones se dirigen hacia los estafilococos coagulasa positiva '
.ya que son responsables de infecciones cutineas (formacién de furinculos,
- carbuncos, impétigo y sindrome estafilococcico de piel escaldada), neumonfa,
osteomielitis, pioartritis, bacteremia, endocarditis, infecciones estafilocéccicas

metastdsicas, intoxicacion alimentaria y sindrome de choque téxico.

También deben tomarse en cuenta los estafilococos coagulasa negativa, entre los que
se encuentran: Staphylococcus epidermidis, S. haemolyticus, S. lugdunensls,
S. schieiferl, S. saprophyticus, S. hominis, etc, los cuales ya no pueden
considerarse saprofitos inocuos. Actualmente, es evidente que en las condiciones
propicias pueden asumir un pape! patégeno, produciendo: septicemia, endocarditis
bacteriana, infecciones asociadas con protesis de vélvulas cardiacas, protesis
articulares y uso de catéteres, asi como infecciones urinarias (cistitis y uretritis),

osteoartritis e infecciones de la piel (7, 9, 15, 16, 21, 23, 24, 30, 33).
B) Caracteristicas morfolégicas y fisioldgicas.

Staphylococcus es el Unico género de importancia médica en la familia
Micrococcaceas, son células esféricas, Gram-positivas, inmdéviles, no esporuladas,
cuyo didmetro varia de 0.5 micras a 1.5 micras, las cuales se dividen en tres planos
para formar racimos irregulares; unas pocas cepas producen una capsula mucosa que

incrementa la virulencia de la bacteria.



El es!aﬁldcoco es un microorganismo facultativo, pero se obtiene un crecimiento més
abundante en condiciones aerobias. El crecimiento ocurre en un amplio espectro de
temperétﬁra. 6.5°C a 46°C, con un rango 6ptimo de 30°C a 37°C. El pH dptimo
es de 7.0 a 7.5, pero el espectro varia de 4.2 a 9.3. Los estafilococos crecen bien

en muchos medios de rutina de laboratorio, como agar-soya-tripticaseina (14).

En las placas de agar, las colonias Individuales son lisas, opacas, circulares,
convexas-bajas y varian de 1 a 4 mm de tamario. Las colonias de gran nimero de
cepas de S. aureus son de color amarillo, esta pigmentacién se debe a derivados
carotenoides. La produccién de pigmento puede observarse mejor en las placas de
agar 110, incubando a 37°C 24 horas, seguido de 24 a 48 horas a temperatura
ambiente. En caldos de cultivo, son més comunes las cadenas cortas y las formas

diplocéccicas.

Su energia la obtienen tanto de la via respiratoria como de la fermentativa. Las vias
intactas para glucdlisis, ciclos de pentosa fosfato y dcido citrico, funcionan en
condiciones de crecimiento apropiadas. La capacidad del estafilococo para existir en
condiciones de oxidorreducci6n alta y baja, @s una ventaja para su supervivencia en

su hébitat natural, superficies mucosas y en infecciones (8).

Los estafilococos utilizan un amplio espectro de azdcares y otros hidratos de carbono.

En condiciones aerobias, el principal producto del catabolismo de 1a glucosa es el



4cido acético, con pequefias cantidades de CO2. En condiciones anaerobias; el

producto principal es el dcido l4ctico y acetoina (8, 14).

Estas bacterias pueden producir hemdlisis total, debido a que producen cuatro
diferentes hemolisinas solubles. Esta hemdlisis no sélo se asocia con S. aureus, sino

que también pueden producirla cepas de S. epldermidis. (14, 17).

Dichos microorganismos, son resistentes a condiciones ambientales adversas,

sobreviven durante semanas en pus y esputo secos, y en placas de agar selladas los
cultivos continian siendo viables durante varios meses; los estafilococos son mds
resistentes que muchas bacterias a los desinfectantes quimicos comunes, como
fenoles y cloruro de mercurio, pero son sensibles a concentraciones de &cidos grasos

no saturados y colorantes basicos (8).

C) Estructura antigénica.

La composici6n antigénica de los estafilococos es compleja y heterogénea. Las
distintas especies comparten muchos antigenos, incluso con los micrococos. Los
antigenos estafilocéecicos incluyen una gran variedad de proteinas, écidos teicoicos
y polisacdridos, que pueden ponerse de manifiesto por reacciones de aglutinacién,
precipitacién o hemaglutinacién, Por otra parte, varios de los antigenos
estafilocéecicos, particularmente los de la superficie celular, son interesantes a causa

de su posible interaccién con las defensas del hospedero (8).



La pared celular de S. aureus consiste de cuatro componentes principales:

peptidoglicano, 4cidos teicoicos, polisacarido A y Proteina A.

El peptidoglicano comprende del 40 al 60% del peso de la pared celular. La porcién
glicida de la molécula, como en muchas otras bacterias, consiste en residuos de
Acido N-acetiimuramico y N-acetil glucosamina, que alternan regularmente y estan
unidos por uniones beta-1,4 glucosidicas. Sin embargo, en los estafilococos, todos
los residuos de &cido N-acetilmurdmico transportan cadenas de tetrapéptidos que

estan unidas en forma cruzada por puentes de pentaglicinas.

Esta extensa unién cruzada, proporciona a la pared estafilocdccica una estructura
firme que ayuda a la célula a sobrevivir en el medio ambiente hostil y en los tejidos

del hospedador. Es antigénico, ya que induce la formacién de anticuerpos (14).

En S. aureus, el acido teicoico de la pared celular es del tipo ribitol fostato, es un
componente esencial del receptor dei fago de S. aureus. También desempeiia un
papel importants en el mantenimiento de las funciones fisiclégicas normales, controla
la actividad de las enzimas autoliticas qus funcionan en el crecimiento de la pared
celular y separacién de las células hijas. Ademés, es uno de los principales
aglutinégenos de los estafilococos, intensifica la activacién del complemento por
ambas vias y es responsable de la adherencia de S. aureus a las células epiteliales

(1, 8, 14, 39).



Un determinante antigénico importante en todas las cepas de S. aureus es el
polisacérido A especifico de grupo, presente en la pared celular. El determinante
serol6gico de este polisacdrido es la unidad N-acetil-glucosaminil ribito! del acido
teicoico. La especificidad reside en la configuracidn alfa o beta de los sustitutos
glucosamino. En ia pared celular, el polisacérido A esta asociado con el glucopéptido
en un estado insoluble y requiere enzimas liticas para su liberacién. Muchos
humanos adultos presentan una reaccién de hipersensibilidad cutdnea de tipo
inmediato al polisacarido A y se encuentran niveles bajos de anticuerpos precipitantes

en su suera (14).

D) Protaina A.

- Antecedentes -

Desds los primeros estudios sercepidemiolégicos para tipificar a las cepas patégenas
de las no patégenas de estafilococos, se detectd la presencia de una proteina tipica,
especifica, altamente antigénica, que era el mayor componente de una de las cuatro
fracciones proteicas estafilocéccicas.  Tiempo después Lofkvist y Sjoquist (31)
purificaron esta proteina a partir de la cepa de S. aureus Cowan |, que se habia
identificado como una rica fuente de la misma.  En un principio se crey6 que esta
fraccion antigénica de la pared celular de S. aureus, tenia un carécter polisacérido,

pero posteriormente se confirmd que era completamente proteico y se le dié el



nombre de Proteina A. Ademds, se logré establecer la presencia’ de anticuerpos

dirigidos contra este antigeno en sueros humanos.

El contenido de proteina A de ia pared celular, es de aproximadamente 7% (35) a su
vez, el 90% de la misma se encuentra unida en forma covalente al peptidoglicano

(14).

"Casl todas las cepas de S. aureus de origen clinico contienen Proteina A. Durante
el crecimiento celular, ésta se incorpora a la pared celular y se libera también hacla
el medio de cultivo, comprendiendo una tercera parte de la producida por la bacteria.

Existen cepas de S. aureus que no son capaces de incorparar Proteina A ala pared
celular y otras que la liberan toda hacia el medio. Este fendmeno se observa en

cepas resistentes a la meticilina (11, 28).

La estreptomicina, el cloramfenicol y la puromacina, inhiben la sintesis de Proteina

A
- Caracter(sticas -

La Proteina A consiste de una sola cadena polipeptidica, con un peso molecular de
42,000. Cuatro residuos de tirosina totalmente expuestos en la superficie son los

responsables de la actividad bioldgica.
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: ‘La Proteina A’ consta de 5 reglones. 4 dornlmos aJtamente homélogos y un C-

terminal unido a la parad celular (Flgura 2)

Cuando ‘se’ purifica, contiene una preponderancia de aminoécidos basicos, y su
extraccion de la pared bacteriana incrementa la carga negativa de la superficie celular

(34).

Provoca una variedad de efectos biolégicos. Es quimiotictica, anticomplementaria,
antifagocitica y promueve reacciones de hipersensibilidad y lesién plaguetaria. Es
mitégena y potencia la actividad NK. Aunque hay una buena relacién entre ia
produccién de Proteina A y |a actividad de la coagulasa, no hay correlacién entre la

ausencia o presencia de Proteina A y alguna propiedad patégena (36).

- Afinidad de la Proteina A por la Fraccién cristalizable (Fc) -

La Proteina A tiene la capacidad de unirse a la porcién Fc de la gamma globulina de
mamiferos (IgG), lo cual conduce a la formacién de complejos pseudoinmunes, este
fendmeno proporciona una herramienta poderosa en la investigacién de los

mecanismos bioldgicos de las reacciones antigeno-anticusrpo.

La propiedad de la Proteina A de unirse a esta porcién del anticuerpo, permite

explicar las bases estructurales de ciertos fendmenos biolégicos asociados con la

Ak



’regién Fc (37). Su reactividad con la inmunoglobulina va a depenuzr de la especie de
la: cual proviene el suero. Entre sueros de la misma especie pueden existir
diferencias de afinidad a distintas clases o subclases de inmunogiobulinas. En el
humano, dentro de la clase IgG sdlo tienen reactividad las subclases 1gG1, 1gG2 e
1gG4. La subclase IgG3 no presenta reactividad, esto se atribuye a su secuencia de
amincécidos en la cadena H, es decir, la 1gG3 tiene diferencias secuenciales con
respecto a ias otras subclases. (18, 19, 20). La IgA2 y la IgM también se enlazan
ala Proteina A, en la Gltima, su enlace se ve inhibido por la presencia de igG por lo
que su unién depende de la cantidad de ésta presente en el suero (10, 12, 27). Una
pequefa cantidad de Proteina A se enlaza a la IgE pero probablemente de
diferente manera que otras inmunoglobulinas, aparentemente su enlace es en la

porcién Fab (4).

La reaccion pseudoinmune no depende de la temperatura, por lo que se trabaja a
temperatura ambiente. Tampoco depende de! tiempo, al parecer reaccionan

inmediatamente que entran en contacto la inmunoglobulina y la Proteina A (12).

Los estudios realizados por Balows indican que primero existe una combinacién de
la Proteina A y {a Fe¢ de la inmunogiobulina y después se presenta una reaccién

secundaria para formar complejos detectados por precipitacion (10, 12).

L.a Proteina A, al tener cuatro regiones homdlogas, tiene la posibilidad de enlazar

cuatro inmunoglobulinas. Sin embargo, es posible que se presente un impedimento

12



“estérico que no permita 1a unién de cuatro IgG a una molécula de la prote(nyé\.;

comparar los pesos moleculares de las dos proteinas, se observa que el peso du'ias

IgG es carca de cuatro veces mayor que el de la Proteina A, 1a cual se enléié éyl'
“fragmento Fc de la IgG en la interfase de sus dominios CH2 y CH3 mediah;é un
enlace hidrofébico. Su enlace requiere que esté integra laregién de ambos, c on%iynjlosf i

del fragmento Fc (5).

- Relacidn entre patogenicidad y produccién de Proteina A-

En 1958, Jensen describid un antigeno presente en S, aureus que precipitaba a ia
gamma globulina humana, se le design® con el nombre de Proteina A estafilocdccica.
Desde entonces se han realizado investigaciones que permiten establecer que los

estafilococos coagulasa positiva, son productores de Proteina A (25).

Forsgren disefid una técnica en tubo empleando eritrocitos de carnero sensibilizados
con anticuerpos y encontré que el 98.9% de 700 cepas de estafilococos coagulasa
positiva y desoxirribonucleasa positiva, produjeron Proteina A. Kronvall reportd que
el 80% de 156 cepas de estafilococos coagulasa positiva aglutinaron con 1gG de
mieloma, mientras que ninguna de las 46 cepas coagulasa negativa aisladas
aglutinaron con esta inmunoglobulina. Winbald y Ericson emplearon una técnica
similar a la de Forsgren y encontraron que el 88.3% de 700 cepas de estafilococos

coagulasa positiva fueron Proteina A positiva (2, 25).
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En la década de los 80, se introdujeron particulas de litex y eritrocitos de camero
sensibilizados con plasma humano y fibrinégeno en la prictica de los laboratorios,
como una herramienta para la deteccién rdpida de la actividad enzimética de la

coagulasa y de la Proteina A presente en cepas de S. aureus.

El fibrindgeno ligado a las particulas de latex, detecta la presencia de la coagulasa,
posteriormente las inmunoglobulinas presentes en el plasma unidas a las particulas
de latex detectan a la Proteina A presente en la pared celular de Ics estafilococos.
La mezcla de las suspensiones antes mencionadas con una colonia aislada de
S. aureus, da como resultado una rpida aglutinacién macroscépica. Dicha técnica,
tiene de 92% a 99% de sensibilidad y de 98 a 100% de especificidad para S. aureus
(7).

Existen en el mercado, equipos de identificacién de bacterias tales como

Streptococcus del Grupo A, 8, C, y D de Lancefield.

En este tipo de pruebas, se utiliza una reaccién de coaglutinacién, teniendo como
herramienta al fenémeno pseudoinmune. Se obtienen anticuerpos dirigidos contra
las diferentes bacterias en investigacion, los cuales se acoplan a una cepa de
Staphylococcus aureus rica en Proteina A, al poner este reactiva con la muestra

problema si es positiva se observa una aglutinacién macroscépica.

14



Por otra parte, existe una reaccién de hemaglutinacién, en la cual, los eritrocitos de
'camero se sensibilizan con suero de conejo anti-glébulos rojos de carnero y este
reactivo, al enfrentarse a las cepas de estafilococos productoras de Proteina A, se
produce el acoplamiento entre la fraccion cristalizable (Fc) de la gamma globulina
(igG) y dicha proteina, debido a la afinidad que tiene ésta por esa porcién del
anticuerpo. Este fendmeno bioldgico, se conoce como reaccién pseudoinmune ya que

no interviene la fraccién del anticuerpo (Fab) (2).

A la fecha siguen las investigaciones, las que primordialmente se enfocan a detectar
toxinas estafilocdccicas mediante reacciones de aglutinacién en latex, como es el

caso de la toxina exfoliativa (29).
E) Enzimas extracelulares.

Los estafilococos sintetizan varios factores enziméticamente activos que actdan sobre
sustratos asociados al hospedero y a menudo producen efectos adversos. Los
factores més importantes son la coagulasa, |a hialuronidasa y las estafiloquinasas; se

cree que generalmentse se relacionan con la virulencia.
- Coagulasa -

Las coagulasas estafilocéccicas exhiben un alto grado de correlacion con la virulencia,

ayudan en la proteccién contra la destruccién intraleucocitaria inhibiendo Ia fagocitosis

15



y antagonizan la actividad bactericida del - suero normal, caracteristica que

aparentemente se relaciona con la virulencia.

La coagulasa estafilocéccica existe en dos formas: una libre y 1a otra unida ala célula.’ -
Las dos son inmunolégicamente diferentes y su modo de accién es ligaramente
distinto. La coagulasa libre es una proteina, y se han identificado cuatro t'ipo's'

antigénicos.

En la coagulacién del plasma, la coagulasa reacciona con un factor del plasma similar
a la protrombina para formar un complejo constituido por coagulasa y un factor que
reacciona con ella; el complejo presenta una actividad enzimatica semejante a la

trombina y desdobia al fibrinégeno, produciendo de este modo un coédgulo de fibrina.

La coagulasa unida a la célula, o factor aglutinante, no se libera de la superficie
calular, de modo que cuando estas células se mezclan con el plasma, lo agrupan o
aglutinan en virtud de la precipitacién de fibrina en la superficie celular. Su sustrato
parecen ser mondmeros de fibrina solubles que no pueden ser coagulados por

trombina; por consiguiente, el mecanismo no es el mismo que el de ia coagulasa libre.
La coagulasa no es muy téxica si se inocula por via parenteral, pero en grandes dosis

origina una caida répida en el fibrinégeno y una coagulacion extravascular extansa,

para producir la muerte en los animales de experimentacién (8, 38).

16



- Lipasas -

Los estafilococos producen enzimas lipohidrolizantes denominadas colectivamente
‘lipasas". Las lipasas actian sobre una variedad de sustratos, incluyendo plasma,
grasa y aceites que se acumulan en las superficies del cuerpo. Estos materiales
tienen valor para la supervivencia del microorganismo y explican [a intensa
colonizacion de estafilococos en las &reas sebdceas de mayor actividad.
Aparentemente la produccién de lipasas es esencial en la invasién de tejido cutdneo
y subcutaneo sanos. En casos clinicos aislados, hay una estrecha correiacién entre

la produccion in vitro de lipasas y la capacidad de producir forinculos (14).

- Hialuronidasa -

Mds del 90% de las cepas de S. aureus producen hialuronidasa. Esta enzima
hidroliza al 4cido hialurénico presente en [a sustancia intracelular del tejido conectivo,
facilitando la diseminacién de la infeccidn; esta enzima consiste de diversos

componentes biolégicamente activos (14).

- Estafiloquinasa (fibrinolisina) -

Una de las enzimas proteoliticas de S. aureus es la estafiloquinasa, posee actividad
fibrinolitica, es antigénica y enzimaticamente diferente de la estreptoquinasa de los

estreptococos. La disolucién de los codgulos por la enzima estafilocéecica, estd
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mediada por su activacién de plasminégeno plasmético en la enzima'jﬁb}ri;ibjigicai
plasmina. Aungue la producen muchas cepas de S. aureus, hay pocas evidencias :

de que sea un factor importante en la patogenicidad (14).
- Desoxirribonucleasa (Nucleasa) -

La elaboracién de una nucleasa resistente al calor parece estar unicamente asociada
con cepas de S. aureus. Se halla en la célula, en la superficie celular o cerca de ella.
Es una proteina globular compacta constituida por una sola cadena polipeptidica. E!
calentamiento a 65°C produce rompimientos estructurales, pero los cambios son
rapida y totalmente reversibles. La nucleasa es una fosfodiesterasa con propiedades

endonucleoliticas y exonucleoliticas (14).
- Beta - Galactosidasa -

La deteccién de la actividad de la enzima beta-galactosidasa, ayuda a la
diferenciacion de ciertas especies de estafilococos. Los equipos comerciales que se
utilizan para detectar la actividad de dicha enzima, emplean el 2-naftol-beta-D-
galactopirandsido como sustrato. En este ensayo, se pueden identificar a
S. Intermedlus y algunas cepas de S. saprophyticus como beta-galactosidasa
positiva; S. aureus, S. epidermidis, S. lugdunensls y S. hylcus son negativos para

esta prueba (16).



- Ureasa -

En los equipos convencionales para la determinacién de la actividad de esta enzima,
se detecta la liberacién de amonfaco a partir de la urea, dando como resuitado un
incremento en el pH, ddndose a notar por el vire del indicador rojo de fenol, el cual )

cambia de amariflo-naranja a rojo.

S. epidermidis, S. intermedilus y algunas cepas de S, saprophyticus, son vulre/a'sa

positiva; S. aureus, S. lugdunensis y S. hylcus tienen actividad variabié; yor

S. haemolyticus, S. schleifer]l son ureasa negativa (16).

- Ornitin - descarboxilasa -

Una actividad positiva de ornitin-descarboxilasa, puede identificar a S. lugdunensls
con considerable exactitud, ya que se tiene como dato que todas las cepas de esta
especie son positivas para esta prueba. Algunas cepas de S. epidermidis tienen una
actividad muy pobre para esta prueba (16).

Dicha actividad puede determinarse por la técnica descrita por Moeller (26).

- Fosfatasa -

La actividad de fosfatasa puede determinarse usando la modificacién de la técnica de

Pennock y Huddy (32).  En ésta se utiliza difosfato de fenolftaleina como sustrato.
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S. aureus, S. schleiferi, S. intermedius, S. hylcus y algunas cepas de
S. epldermidis son fosfatasa alcalina positiva, S. haemolyticus, S. lugdunensis y

S. saprophyticus son fosfatasa alcalina negativa (16).
- Pirrolidonll arilamidasa -

La actividad de pirrolidonasa puede determinarse por Ia hidrdlisis del piroglutamil-beta-
naftilamida. S. haemolyticus y S. lugdunensls, son pirrolidonasa positiva.

S. aureus y S. epidermidis, son pirrolidonasa negativa (16).
5] Toxinas estafllocécclcas.

Desde hace mucho tiempo se sabia que los filtrados libres de células procedentes de
cultivos de estafilococos son téxicos si se inoculan por via parenteral y que las toxinas
extracelulares se producen en cantidades considerables. Estos filtrados son

necrosantes y letales cuando se administran a animales de experimentacion.

Esta toxicidad, definida por la enfermedad, se ha sometido a investigacién y se han
aislado y caracterizado muchos de los principios tdxicos. Entre los mas importantes
estan: las citotoxinas, incluyendo hemolisinas y leucocidinas; las enterotoxinas; las

exfoliatinas y las exotoxinas pirégenas (8).
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. Téxlnaé citoliticas . «

Un cierto nimero de bacterias producen toxinas que causan disolucién in vivo dg

células de mamiferos. Muchas de estas toxinas son protelnas, son extracelul’érq; é B

inducen la formacién de anticuerpos neutralizadores (14).

Toxina Alfa (alfa-Hemolisina).

Presenta un amplio espectro de actividades bioldgicas, incluyendo los efectos
hemoliticos, letales y dermonecréticos observados luego de la inyeccién de filtrados
a animales de laboratorio. Ademds, provoca rompimiento de los lisosomas y es
citotéxica para una variedad de células de tefidos cultivados. Lesiona plaquetas y
macréfagos humanos. Se observa lesién del sistema circulatorio, tejido muscular y

tejido de la corteza renal (14).
Toxina Beta (Esfingomielinasa).

La actividad mds notable de esta toxina es su capacidad para producir lisis con calor

y frio. La toxina es una enzima con especificidad de sustrato por esfingomielina (14).
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Toxina Delta.

Tiene una gran actividad bioldgica y no guarda preferencias por células de una
especie en particular. Puede lasionar eritrocitos, macréfagos, linfocitos, neutréfilos
y plaquetas, asi como esferoplastos y protoplastos de otras bacterias. Se ha
demostrado que la toxina delta inhibe ia absorcién de agua en el ileon, estimula la
acumulacién de AMP y altera la permeabilidad en ileon de cobayos. También

estimula la liberacién de insulina desde los islotes de Langerhans aislados (14).

Toxina Gamma.

Se carece de una informacién detallada sobre los efectos quimicos y biolGgicos de la
toxina gamma. Es una toxina citolitica con notable actividad hemclitica para
eritrocitos humanos, de conejo y de camero. Consiste de dos componentes que
actian en forma sinérgica, slendo ambos necesarios para la hemdlisis y toxicidad

(14).

Leucocidina.

La leucocidina Panton-Valentine producida por muchos estafilococos patégenos, ataca
leucocitos polimorfonucleares y macrofagos, pero ningin otro tipo de célula. Latoxina
estd compuesta por dos proteinas que son electroforéticamente separables, se

designan como F (rdpido) y S (lento). Actdan en forma sinérgica, no en forma aditiva
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y cada componente ‘solo es inactivo. Ambos componentes de la leucacidina'son- =

altamente antigénicos y se han podido convertir a toxoides (14).
- Enterotoxinas -

Aproximadamente un tercio de todos los estafilococos coagulasa positiva aislados

clinicamente, producen exotoxinas que causan intoxicacién alimentaria en el hombre.

Las enterotoxinas estafilocéccicas consisten en un grupo de proteinas globulares
simples de cadena unica,con pesos moleculares que varian entre 28,000 y 35,000,
Se han identificado 6 tipos (A, B, C1, C2, D, E). Las énterotoxinas Ay D se asocian
con mds frecuencia con intoxicaciones por alimentos, y la B es la que mas
probablemente se asocie con infecciones hospitalarias. Recientemente se ha aislado
una nueva enterotoxina estafilocéecica, la enterctoxina F, la cual se relaciona con el

sindrome de choque téxico (14).

El sitio receptor para la enterotoxina estafifocdccica son las visceras abdominales.
La diarrea inducida se ha atribuldo a {a inhibicién de la absorcién de agua desde la
luz del intestino y a un aumento del flujo trasmucoso de liquido hacia la luz. La
enterotoxina es un potente mitdgeno para los linfocitos. Es pirégena e incrementa la

letalidad de Gram negativos.
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- ‘Toxina exfoliativa (toxina epldermolitica) -

Esta toxina es capaz de separar capas celulares adyacentes en la epidermis,
causando diversas manifestaciones cutaneas del sindrome de piel escalada. No
produce muerte celular y no provoca una respuesta inftamatoria, desconociéndose

su mecanismo de accién. Ademds, es un patente mitégeno de células T (14).

- Exotoxinas pirbgenas -

Recientemente se han descrito exotoxinas estafilocdccicas pirogénicas que se cree
que desempefian un papel relevants en sindromes similares a la escarlatina por
estreptococos de grupo Ay al sindrome de choque tdxico. Tres de estas toxinas
(A, B, C) se han caracterizado bioquimica y biolégicamente. La exotoxina pirogénica
de tipo C la producen cepas de S. aureus de pacientes con sindrome de choque
toxico. Estatoxina tiene marcados efectos sobre células T no especificas y aumento

de la hipersensibilidad adquirida (14).

G) Manifestaciones clinicas.

El rasgo caracteristico de una infeccién estafilocdecica es la formacién de abscesos.

Esto puede ocurrir en cualquier parte del cuerpo, pero sn cada area la lesion basica

consiste en inflamacion, infiltrado leucocitario y necrosis histica.
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- Infecclones cutineas -

ForGnculos y Carbuncos.

La infeccion estafilocéecica de la piel, es la mas comin de todas las infecciones
bacterianas en el hombre. La més superficial de éstas es la foliculitis, en la cual se
observa una infeccién del foliculo pitoso. La extensidn hacia el tejido subcutdneo da
como resultado la formacién de una lesién supurativa local, un fordnculo. Un
carbunco o carbunclo es similar a un fordnculo pero tiene miltiples focos y se

extiende hacia las capas mas profundas del tejido fibroso (14).

Impétigo.
El impétigo estafilocéccico es comun en nifios pequenos. Se caracteriza por la
formacién de pustulas encostradas en las capas superficiales de la piel. La remocién
de las costras deja expuesta una superficie roja quse rezume liquido. La enfermedad
es altamente contagiosa (14).

Sindrome de piel escaldada.

El sindrome de piel escaldada abarca tres entidades clinicas diferentes pero

relacionadas:
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1- . La dermatitis exfoliativa generalizada. Se caracteriza por un eritema doloroso
generalizado y una notable descamacién bullosa en grandes areas de la piel,

es la forma més severa.

2.- Elimpétigo buloso es una forma localizada del sindrome, en la cual la Infeccién

ocurre en el sitio de la lesién.

3- 7 La escarlatina estafilocéccica es una forma generalizada leve del sindroms.

" Ei sindroma de piel escaldada afecta primordiaiments a'necnatos’y nifios menares

de 4 afos (14).

- Neumonia -

La neumonia producida por estafilococos no es habitual, excepto en aquellos casos
que se produce como infeccién secundaria a la influenza; no obstante, la frecuencia
de mortalidad es elevada, y debe considerarse como una enfermedad grave que

necesita una terapia especial.
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Se reconocen dos tipos generales de neumonias estafilocéccicas, La primera es una
lnfécclén primaria de los pulmones y se da predominantemente en personas muy
jévenes o en aquéllas que estan predispuestas, como los que padecen influenza. La

-otra es a menudo posterior a una septicemia como foco secundario de la infeccién

@®).

- Osteomielitis -

S. aureus es la causa de muchos casos de osteomialitis primaria. La enfermedad
ocurre principalmente en ninos mencres de 12 anos y en muchos casos se produce
luego de la diseminacién hematégena a partir de un foco primario, habitualmente una
herida o un forinculo. Los sintomas clinicos de osteomielitis aguda incluyen, fiebre,
escalosfrios, dolor sobre el hueso y espasmo muscular alrededor del drea afectada.
La osteomielitis estafilocéccica secundaria se asocia a un traumatismo penetrants o
acirugia y es frecuente en pacientes con diabetes mellitus o con enfermedad vascular

periférica (14).
- Ploartritis -
Aproximadamente el 50% de todos los casos de artritis bacteriana son causados por

S. aureus. La pioartritis estafilocéccica puede ocurrir luego de cirugia ortopédica,

junto con osteomielitis o infecciones cutdneas locales. La infeccién destruye el
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cartilva‘go articular y pl,iede dar como.resultado una deformacién articular permanente

a0
- -Septicemia y endocarditls -

Los catéteres y otros cuerpos extraiios, traumatismos y enfermedades debilitantes,
predisponen a la contaminacién del torrente circulatorio con estafilococos. La
septicemia estafilocéccica habitualmente se asocia con figbre, escalofrios y toxicidad
sistémica. Una complicacidn frecuente es la endocarditis, que habitualmente es

aguda y maligna, con destruccién valvular en pocos dias (14).
- Infecciones estafilocéccicas metastisicas -

Uno de los rasgos caracteristicos de la septicemia causada por los estafilococos, es
la produccién de abscesos metastdsicos. Los sitios mds frecuentes de este tipo de
abscesos son la piel, tejidos subcutédneos y pulmones. Los abscesos internos de

Afiones, cerebro y médula espinal son comunes (14).
- Intoxicacién alimentaria -

Es causada por la ingestién de alimentos que contienen la toxina preformada,
elaborada por cepas productoras de enterotoxinas. Los sintomas, que aparecen

bruscamente 2 a 6 horas después de la ingestién del alimento, consisten en dolor
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abdpmlyqal severo de tipo ¢élarﬁbre, n’é‘\isveés. \}évmitos y diarrea. . La recuperacién es

Enterocolitls estafilocécclea -

Sa observa primordialmente en pacientes hospitalizados cuya flora intestinal normat
se ha suprimido por la administracién oral de antibidticos de amplio espectro que
éelectivamenle permiten un crecimiento excesivo de cepas productoras de
enterotoxinas. Las manifestaciones clinicas de este padecimiento, incluyen:
calambres abdominales, diarrea abundante, fiebre, deshidratacién y desequilibrio

electrolitico (14).

- Sindrome de choque téxico (SST) -

Cepas de S. aureus productoras de toxinas, se han implicado en esta enfermedad
multisistémica que afecta a mujeres jévenes. Habitualmente la enfermedad comienza
durante la menstruacion y se relaciona con el uso de tampones. Los aspectos
clinicos incluyen fiebre, hipotensién marcada, diarrea, conjuntivitis, mialgia y una

erupcion escarlatiniforme seguida de una descamacién fina (14).
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H) inmunidad.

La inmunidad adquirida frente a la infeccién producida por estafilococos es
generalmente escasa y parece ser esencialmente celular, siendo la fagocitosis el
proceso mas importante, Se ha probado la existencia de una respuesta inmunolégica
mediada por células, con liberacién de interleucinas y activacién de macréfagos, pero

la capacidad bactericida de estas células no parece incrementarse (8).

Muchas de las toxinas y de las enzimas producidas por los estafilococos sirven como
determinantes de la virulencia y son inmunogénicas. No obstante, los anticuerpos
dirigidos contra ellas, con la posible excepcidn de la leucocidina, no parecen jugar un

papel importante en la inmunidad efectiva (8).

El complementoc es la mayor opsonina que participa en el reconocimiento del
estafilococo. Muchos humanos adultos poseen anticuerpos séricos para ciertos
antigenos estafilocéecicos, pero los altos titulos no siempre protegen contra la
enfermedad. Los niveles de anticuerpos (IigM e IgG) frente al glucopéptido y &cido
teicoico, habitualmente estan elevados en las infecciones estafilocdccicas serias.

La inmunizacion, como una forma de aumentar la resistencia a los estafilococos, ha

tenido poco éxito y no se aconseja pues no hay proteccién duradera (16).
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)] Tratamlento y Prevencién.

En el manejo de las infecciones estafiloc6ccicas localizadas, el principio basico del
tratamiento es el drenaje adecuado. Deben extraerse los cuerpos extraiios del sitio
delainfeccién. Aunque los agentes antibacterianos pueden controlar la diseminacién
delos microorganismos desde los abscesos, son menos efectivos contra las bacterias

que se encuentran dentro de éstos y no facilitan su resolucion.

Las pruebas de sensibilidad a los antibiéticos son importantes en la seleccion del
antibiético apropiado y en la evaluacion de su efectividad durante el curso de la
infecciébn. A menos que el paciente sea alérgico, se aconsejan anélogos de la

penicilina.

En infecciones cutaneas, el tratamiento oral con una penicilina semisintética, como 1a
cloxacilina o dicloxacilina, habitualmente es eficaz. Si el paciente es alérgico a la

penicilina, pueden usarse cefalosporinas, eritromicina o clindamicina por via oral.

En enfermedades estafilocdccicas sistémicas serias, se aconseja la administracion
parenteral de nafcilina, meticilina, oxacilina o una cefalosporina. t.a vancomicina,
cefalosporinas y clindamicina son sustitutos parenterales adecuados en pacientes

alérgicos (14).
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La infeccidn estafilocSecica nunca podrd ser controlada totalmente debido al estado
de portador del hc.nbre. El control de la diseminacidn de las infecciones tanto en el

hogar como en los hospitales requiere ciudados higiénicos apropiados.

Debe evitarse el uso indiscriminado de antibidticos para prevenir el establecimiento .

y diseminacién de cepas resistentes (14).
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I.-° PARTE EXPERIMENTAL.

A) Materlal.
A. 1) Material biolégico.
- 19.5 ml de Suero normal de conejo.
- Cepa de S. aureus Cowan | ATCC 12598.
- Cepa de S. epidermidis ATCC 12228.
- 152 Cepas de Staphylococcus coagulasa positiva aisladas de casos
clinicos,
- 38 Cepas de Staphylococcus coagulasa negativa aisladas de casos

clinicos.

A. 2) Medios de cuitivo.
- Tripticasefna Soya agar (Bioxon Cat. 108-1)

- Tripticaseina Soya caldo (Bioxon Cat. 111-1)

A. 3) Material complementario.
- Asas bacterioldgicas.
- Mechero Bunsen.
- Cajas Petri desechables estériles.
- Bulbos de latex.

- Bolsas para didlisis.
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- Tarjetas de Reaccion.

- Pipetas de plastico desechables.

A. 5) Reactivos y soluciones.
- Solucién Salina Isoténica (0.85 %).
- Amortiguador de fosfatos (PBS) pH = 7.2
- Amortiguador de fosfatos (PBS) pH = 8.4
- Timerosal.
- Azida de sodio.
- Fenolal 5 %.
- Glicerina.
- Particulas de carbon activadas suspendidas al 10 % en Amortiguaddr

PBS pH = 7.2
B) Metodologia.
B. 1) Obtencién de la gamma globulina de conejo.
Los 19.5 mi de suero, se sometieron al siguiente tratamiento:

- Sele eliminaron los anticuerpos especificos contra el género Staphylococcus,

lo cual se logré adsorbiéndolos con una suspensién de S. epldermlidis ATCC
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12228 carente de Proteina A, pero que mantiene las mismas caracteristicas

antigénicas del género.

La suspensién de la cepa de S. epldermidis ATCC 12228 se obtuvo a partir
de un cultivo de |a bacteria de 18 a 24 horas en agar soya tripticaseina, el cual
se cosechd con amortiguador PBS pH = 7.2, La suspensidn se inactivé con
calor a 80°C durante 15 minutos, evitando la sequedad y se ajustd a una

proporcidn de 20%.

Se centrifugd la suspensién de S. epidermldls ATCC 12228 y se eliminé el
sobrenadante, quedando sélo el paquete celular. Sobre éste, se adiciond el
suero de conejo y se homogenizd para volver a tener la suspensién bacteriana;
se dejé 1 hora a 37°C y 2 horas a 4°C con agitacion frecuente para poder

adsorber todos los anticuerpos especificos contra el género Staphylococcus.
Pasado este tiempo, se separé el suero de las células bacterianas por
centrifugacién a 6,000 rpm durante 20 minutos, quedando en el sobrenadante

el suero.

Para asegurarse de que sl suero quedara libre de bacterias, se filtrd a través

de membrana de 0.45 micras, obteniéndose 18 ml de suero.
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Asi, el suero quedo preparado para obtener su fraccién gamma globulina, para

esto se utilizd el método conocido como “Salting Out” en el cual se usa sulfato

 de amonio saturado. Este proceso se realizé 3 veces para purificar lo més

posible a esta fraccién. (Anexo 1).

. Se.disolvi6. la gamma globulina obtenida en el minimo volumen de NaCl

. 0.85 %;_Dicho volumen fue de 7 ml.

' ,.a.é)

Obtenclén del reactivo requerido para la elaboracién de las pruebas.

La gamma globulina de conejo dializada, se llevé a una concentracién de 2
mg/ml. La cuantificacién de proteinas se realizé por el método de Lowry (22),
(Anexo 2), utilizdndose a su vez métodos de concentracién sencitlos, como es

el uso de sacarosa como absorbente de agua. {Anexo 3).

La concentracién obtenida fue de 2.2 mg/ml, teniendo 8 mi de gamma globulina
de conejo; sin embargo como el volumen puede variar, hubo necesidad de
hacer pruebas de ensayo y efrror para llegar a obtener los valores

estandarizados y que al final estuvieran presentes las siguientes proporciones:

Glicerina, 20 % del volumen final.

Fenol al 5 %, 0.5 % del volumen final.
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Azida de sodio, 0.25 mg/ml
Timerosal, 0.20 mg/ml : 7
Particulas de carbén activado suspendidas al 10 %, en Amorﬂguédof PBS
pH=7.2, 10% del volumen total (Anexo 4).

Para la conservacién del reactivo, resultd efectivo su almacenamiento a temperatura’ B
de 4°C, en frasco vial con tapén de hule y engargolado. De esta forma se conservé

su reactividad durante 3 meses.

El tratamiento con fenol, previene la contaminacion del reactivo; el timerosal y la azida
de sodio tienen la funcidn de preservadores. La glicerina protege de una pronta
desnaturalizacién de la proteina y las particulas de carbdn, ayudan a observar la

aglutinacion macroscépica en la prueba.

B. 3) Caracteristicas de las cepas de Staphylococcus alsladas de casos

clinicos.

Se utilizaron 190 cepas de Staphylococeus proporcionadas en el Hospital Juérez

*Zona Norte", ya tipificadas como coagulasa positiva 0 coagulasa negativa.
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B. 4) Desarrotio de [a prueba para determinar la presencia de Proteina A en las

cepas de Staphylococcus coagulasa positiva.

La prueba se realizé sobre tarjetas de reaccién, las cuales son de cartén blanco
bafRadas con una capa fina de plastificante, que sirve para aislar el liquido del cantén;

de esta forma es mds nitida la reaccién de aglutinacién macroscépica.

Para el desarrollo de la prueba, las cepas de Staphylococcus se sembraron en agar
soya tripticaseina, incubandolas de 18-24 horas a 37°C; pasado este tiempo y ya que
las cepas habian desarrollado, se tomd de cada microorganismo en cultivo una
colonia aislada, misma que se resuspendié en 0.25 m! de caldo soya tripticaseina,

incubéndose 15 minutos a 37°C.

Una vez transcurrido este tiempo, se colocaron sobre tarjetas de reaccién, una gota
del cultivo liquido de cada cepa y una gota del reactivo preparado; se mezclaron
perfectamente con pipetas de plastico desechables y después en un agitador rotatorio

a 120 rpm durants 5 minutos, o bien, manualmente.

Antes de usarse, el reactivo se mantuvo a temperatura ambiente y se mezcld

perfectamente para que las particulas de carb6n se resuspendieran.

Los resultados se obtuvieron a los 5 minutos, contados desde el momento en que

ambas gotas se pusieron en contacto.
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Se empled la cepa de S. aureus Cowan | ATCC 12598 como control positivo para la
Proteina A y a la cepa de S. epldermidis ATCC 12228 como control negativo para
esta proteina; ambos microorganismos se sometieron al mismo procadimiento que las

cepas aisladas de casos clinicos.
Es importante resaltar, que slempre que se hace una prueba se montan los controles

correspondientes, asi mismo, si se utilizan cultivos bacterianos de mas de 48 horas,

las pruebas pierden sensibilidad.
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.- RESULTADOS Y DISCUSION.

De las 190 cepas de Staphylococcus; 152 eran coagulasa positiva y 38 c'o“a’gu'l‘asak S

negativa, dichas cepas, como ya se.menciond, se

Para reportar la lecturade la aglutinacién obt

criterio:

PORCENTAJE CARACTERISTICAS ' AGLUTINACION
RESULTADO
100 % de Aglutinacion. Sobrenadante claro. Presencia
de grumos negros muy grandes. 4+
75 % de Aglutinacion. Sobrenadante ligeramente turbio.
Presencia de grumos negros grandes 3+
§0 % de Aglutinacion. Sobrenadante moderadamente turbio.
Presencia de grumos negros pequenos. 2+
25 % de Aglutinacién. Sobrenadante turbio. Presencia de
grumos negros muy pequenos. Poca
acumulacién de particulas de carbén
en el seno de Ja reaccién. 1+
0 % de Aglutinacion Ausencia de aglutinacién. Acumulacién

total de las particulas de carbén en el
seno de la reaccion. -
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Las siguientes tablas (1 y 2), muestran los resultados obtenidos después de la

realizacién de la prueba correspondiente.

TABLA 1. Relacién de Cepas de Staphvlococcus coagulasa positiva

Gréfica 1).

RESULTADO AGLUTINACION

{en cruces) No. cepas % cepas
4+ a7 24.32
3+ 66 43.42
2+ 31 20.39
1+ 18 11.87

TOTALES 152 100 %

JABLA 2. Relacion de Cepas de Staphylococcus coagulasa negativa.
RESULTADO AGLUTINACION
(en cruces) No. cepas % cepas
- 38 100
TOTALES 38 100 %
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Los controies dieron los sigulentes resultados:

- tCohgiol Positivo.- Cepa de S. aureus Cowan | ATCC 12598 = 4 +

- Control Negativo.- Cepa de S. epldermidis ATCC 12228 = -

Las 152 cepas de Staphylococcus coagulasa positiva, dieron positiva ia prueba;
unas en mayor grado que otras, pero todas mostrando diversas cantidades de

Protelna A presente en sus paredes celulares.

Se puede ver en los resultados, que la gran mayorfa de las cepas (103 o sea el
67.74%) producen una gran cantidad de Proteina A, lo que ocasiona entre el 75 y
100% de aglutinacion (3+ y 4+). Las demds cepas (49, es decir el 32.26%) praducen
una cantidad menor de Protelna pero todavia detectable por la reaccién, con un 50%

(2+) 0 25% (1+) de aglutinacién.

Por lo que respecta a las cepas de Staphylococcus coagulasa negativa, ninguna dio
positiva la prueba. Por lo que se puede considerar que hay relacién entre la

produccién de coagulasa y la presencia de Proteina A en el estafilococo.
En esta reaccién, se utiliza gamma globulina de conejo libre de anticuerpos

especificos contra S. aureus, evitando asi los resultados falsos positivos. Los

resultados falsos negativos se eliminan, ya que aunque hay cepas de estafilococos
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que liberan la Proteina A hacia el medio, ésta se detecta con la reaccién.'bues su:

sensibilidad permite reconocer antigeno soluble.

Por todo lo anteriormente mencionado, podemos decir que se lleva a cabo una
reaccion pseudoinmune entre la Proteina A presente en los estafilococos patégenos

y la porcién Fc de la IgG inespecifica de 1a gamma globulina de conejo.

Cabe sefnalar, que aln adsorbidos los anticuerpos del suero de conejo especificos en
contra del género Staphylococcus, pueden haber anticuerpos dirigidos contra
antigenos especificos de especie, en este caso contra S. aureus; lo cual podrfa
afectar al resultado obtenido. Sin embargo dicha posibilidad se puede descartar, ya
que la cantidad de Proteina A presente en los estafilococos es mayor en comparacion

con los antigenos especificos.

Para eliminar esta posibilidad, tendrfa que utilizarse una cepa de S. aureus libre de

Proteina A para adsorber los anticuerpos especificos,
Podrian usarse:

a) Una cepa de S, aureus resistente a la meticilina, las cuales liberan toda la

Proteina A hacia el medio y no incorporan nada a su pared celular.
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b). Una cepa de S, aureus tratada mediante métodos fisico-quimicos especificos, por

medio de los cuales se le eliminar4 toda la Protefna A.

c) La cepa de S. aureus Wood 46, la cual produce muy poca Proteina A,



GRAFICA 1

1 2.+ 34 ‘4 + AGLUTINACION
(RESULTADO)

Relacién entre el % de cepas de Staphylococcus coagulasa positiva y su % de

aglutinacion correspondiente
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£l siguiente esquema, se plantea para dar una explicacién al fenémeno que sucede

en esta reaccién.

Se deduce de las siguientes prusbas realizadas.

a) Se centrifugd el reactivo, separando las particulas de carb6n de la gamma

b,

=

globulina de conejo. Las particulas de carbdn, se llevaron al volumen original con
solucién salina isoténica y se realizaron pruebas con cepas de Staphylococcus
positivas a la reaccién, dando resultados negativos; asf mismo, a una muestra de
este preparado se le aiadié anti-gamma globulina de conejo para verificar que no

aglutinara, teniendo también un resultado negativo.

A la gamma globulina de conejo, se le determind su concentracién de proteinas

dando 2.2 mg/ml.

Se realizé la prueba afiadiendo por separado las particulas de carbén, la gamma
globulina de conejo y la cepa de estafilococo coagulasa positivas, resultando
positiva,  También se verificd que el orden de la incorporacién no afecta el

resultado,
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FIGURA 2
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W.- CONCLUSIONES.

A} Se logréd desarrollar un reactivo bioldgico conteniendo gamma globulina de
conejo purificada y particulas de carbén activadas. Dicho reactivo ayudé a la
identificacion de la Proteina A contenida en Staphylococcus coagulasa

positiva.

B) Se demostré la especificidad de la reaccion al utilizar cepas de

Staphylocoeccus coagulasa positiva y coagulasa negativa, teniendo buenos

resultados,

C]

-~

Es una prueba en fa cual se lleva a cabo un fendmeno conocido como reaccién

pseudoinmune.

)

Es una prueba muy rapida, ya que se requiere entre 36 y 38 horas, 10 cual
representa una notable disminucidn del tiempo que normalmente se emplea en

la identificacién.
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E) Es una prusba econémica, que se puede iitilliéi' como'urqé té§nlca dlagnéstlca )

en los laboratorios de rutina.

F) Es una técnica que no requiere de preparaciones o tratamientos especiales de

las muestras.

G) Se deben tomar en cuenta dos consideraciones:  El reactivo permanece
estable hasta tres meses conservado en un rango de temperatura de entre 2
y B°C, después de este tiempo los resuitados ya no son confiables. Segundo,
si se utilizan cultivos bacterianos de mas de 48 horas las pruebas plerden

sensibilidad.
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ANEXOS

ANEXO 1. Precipitacién de la gamma globulina por medio de Saiting Out.

“En este método se precipita la gamma globutina mediante la adicién de solucién
saturada de sulfato de amonio a temperatura amblente, a tener una concentracion en
la inezcla de un tercio de saturacién, Esta precipitacién se repite 3 veces con lo que
se logra obtener a la gamma globulina con alto grado de pureza. El sulfato de
amonio que queda atrapado en el precipitado de gamma globulina se elimina
mediante didlisis contra una solucién amortiguada de PBS. E! producto resuitante de
este método de purificacién es una mezcla de todos los anticuerpos contenidos en el

suero, pero libres de las demas proteinas que constituyen dicho suero.

La gamma globulina se mantiene en didlisis hasta que el dializado de negativa la
reaccién de sulfatos. (Al adicionar unas gotas de una solucién al 10 % de cloruro o
de hidréxido de bario a una muestra del dializado, si se forma precipitado blanco de
sulfato de bario |a didlisis no ha terminado adn). Esta didlisis se lleva a cabo a pH

de 8.4 para evitar la desnaturalizacién de las protelnas, que ocurre a un pH neutro,
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Anexo 2. Determinacién de proteinas por el método do Lowry
Reactivos:
a) Sol. de Na2 CO3al 2% en NaOHO.1 N
b) Sol.detartratode NayKal 1%
c) Sol. de CuSO4 al 0.5 %
- Estandar de albimina 1 mg/ml

- Reactivo de Folin 1:3

Preparacién de la mezcla de reaccién: -

Se toman 0.5 mi. de la sol, )y 0.5 mi de lab)y se llevan a 50 ml con la o)

Curva estandar:

La curva estandar se prepara de la siguiente manera:

microlitros microlitros  mi. de mezcla mil. de Folin
estandar (ssiy de reaccién 1:3
{l mg/ml)

10 -

20 B ”Esperar 20 :
40 minutos y

€0 leer a 580 nm.
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Los problerriaé 'sé’prep:aran adicidhando 100 microlitros de muestra a 4 mi de la

mezcla da reaccién,

" Anexo 3. "Método de concentracién de {a gamma globulina utllizando sacarosa.

La gémma globulina dentro de una bolsa de didlisis, se introduce en un recipiente que
contenga sacarosa, se deja el tiempo necesario para que el azicar absorba el agua.
Posteriormente, la bolsa de didlisis se lava con agua destilada para quitar los residuos
de sacarosa. De esta forma la gamma globulina queda concentrada y lista para

trabajarla,
Anexo 4. Caracteristicas de las particulas de carbén utilizadas en 1a prueba.

Las particulas de carbdn utilizadas en este proyecto, tienen las siguientes
caracteristicas:

a) Un tamano entre 10 y 15 micras.

b) Reciben un tratamiento térmico a 100 °C durante 10 minutos.

¢} Se suspenden en amortiguador PBS pH = 7.2, a una concentracién del 10 %.
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