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RESUMEN

La faringitis recurrente continia siendo un problema de salud piiblica. El microorganismo
que predomina como agente causal es el Steplococcus B-hemolitico del grupo A. La principal
problemética en el tratamiento ha consistido en el fracaso para erradicar al microorganisme causal.
Esta incapacidad del tratamiento se ha relacionado a diversos factores de entre los cuales sobresale
la presencia de micrcorganismos productores de P-lactamasa que posiblemente protegen al
Streptococcus B-hemolitico del grupo A El mas comin de estos microorganismos es el

Staphylococcus aureus.

En el presente trabajo se estudiaron los cambios inmunoldgicos en pacientes con faringitis
recurrente producidos por l1a aplicacion de una vacuna bacteriana a base de S.aureus Cowan 1

muerto por calor.

Se determind que la frecuencia de S. aurens en pacientes con faringitis recurrente fue del
41%, en tanto que en la poblacion normal {grupo testigo) fue det 23%. Por medio de un ensayo
inmunoenzimatico se detectaron los cambios en los niveles de anticuerpos IgA, IgG, IgGo, 18Gs e
IgGy hacia S.aureus Cowan 1. Se encontrd que solamente los niveles de anticuerpo IgG; en los
pacicntes era menor que los niveles presentados en el grupo testigo. Los deméis anticuerpos
tuvieron los mismos niveles séricos en ambos grupes. Ademds se observéd que los anticuerpos
IgG, e IgG; son los que se elevan significativamente con el tratamiento en tanto que los otros
anticuerpos cuantificados no sufren cambios. En cuanto al estado clinico de los pacientes la
vacuna provoco una marcada disminucién en el nimero de episodios de faringitis asi como en la

duracion de los mismos.

Se concluye que los anticuerpos 1gG, e IgG, son los responsables de la mejoria clinica en
el grupo de pacientes con faringitis, a los cuales se les aplicd una vacuna bacteriana de S.aureus
Cowan 1. Siendo los anticuerpos IgG, los més importantes por encontrarse en bajos niveles antes

del tratamiento y por aumentar significativamente al término del mismo.



1. INTRODUCCION
1.1. Historia

Desde la antigiiedad las enfermedades infecciosas eran consideradas de origen
sobrenatural y enviadas como castigo de los dioses. Los conceptos de contagio e higiene no eran
del todo desconocidos, ya que los leprosos eran desterrados v aislados para evitar gue todo un
pueblo enfermara. En 1546 un italiano de nombre Francastoro afirmé que la sifilis era
ransmitida por gérmenes vivientes; reconocia  tres formas de contagio: por contacto directo,

abjetos inanimados y a través del aire® *,

La observacién directa de Jos microorganismos debié esperar hasta el siglo XVII cuando
el holandés Anton Van Leewenhoek fabrico lentes de vidrio lo suficientemente poderosos para

observar v describir microbios™.

Los primeros intentos para proteger en contra de una infeccién fueron hechos hacia la
viruela por chinos y drabes a través de un proceso liamado variolizacién (inoculacién de costras
v liquido vesicular provenientes de lesiores de individuos con viruela), En 1796 Edward Jenner
observd que las ordenadoras de vacas que habfan sido infectadas con el virus de vacuna {viruela
de las vacas) no se enfermaban de Ja viruela que atacaba a los humanos. A partir de o cual
tnoculd material de lesiones de vacas infectadas en humanos, observando que al ser expuestos al

agente causal de la viruela humana no enfermaban'>"**.

Con los trabajos realizados por Louis Pasteur se ampliaron los conceptos sobre la
microbiologia e inmunologia. Entre sus trabajos mas importantes se encuentran el descubrimiento
de la causa de la fermentacion. el proceso de pasteurizacion, la teoria de que algunas
enfermedades son causadas por microorganismos y el méas importante el desarrolio de la vacuna
antirrdbica. Pasteur fue quicn en honor a los trabajos de Jenner denomind vacunacion al proceso

de inmunizar individuos en contra de enfermedades infecciosas™ ™,



F] médico aternan Robert Koch fue el primero en obtener microorganisinos puros a partir
de cultives mixtos. Desarrollo 4 postulados para demostrar que cada enfermedad contagiosa era

provecada por un microorganismo especifico™ .

Hacia el afio de 1878 R. Koch descubre la presencia de bacterias del género
Staphylococcus en pus hwmano y en 1880 Pasteur fos cultiva en medio Jiquido . un ano después
Alexander Ogston demostré su patogenicidad en ratén y cobayo. Rosenbach en 1884 describe dos
especies de Staphylococcus: S. pyogenes (aureus) y S. albus (epidermidis). En 1930 Julianeile los

clasificd con base a su estructara antigénica, y en 1942 Fisk los clasifica por medic de

bacteriofagos'”,

El interés por este género como patdgeno para el hombre surgid en 1928 en Auswalia
cuando 16 de 21 nifios inoculados con antitoxina diftérica procedentes de un mismo vial
enfermaron a las 5 - 7 horas, con voémitos. diarrea. fiebre alta. obnubilacién. cianosis y
convulsiones. y de ellos 12 murieron a los 2 dias. El resultado de los estudios sugirié que estas

muertes eran debidas a la toxina elaborada por los Staphylococcys que contaminaron el vial"”.

Actualmente los Sraphylococcus son considerados como patdgenos humanos ) las
infecciones locales por 8. cureus son muy comunes, entre las enfermedades mds importantes que

causan estan: osteamielitis. meningitis. otitis media, endocarditis v bacteremias™ *"".




2. STAPHYLOCOCCUS
2.1. Generalidades

Los cocos Gram positivos junto con las enterobacterias son los microorganismos més
asociados con las infecciones humanas. Las bacterias Gram positivas contienen una gran cantidad
de glucopéptido y wna baja concentracion de lipidos en su pared celular. esto permite que
retengan el colorante cristal violeta durante la tincidn de Gram. Las bacterias Gram positivas son
mds resistentes a la desecacién y a la accion de sustancias quimicas, los antibidticos que mejor
actiian sobre estas bacterias son aquetlos que inhiben la sintesis de Ia pared celular. Las
infecciones humanas que causan se propagan por contacto directo v por penetracidn a través de
pequefios traumatismos en la piel y las mucosas. La respuesta inflamatoria gue producen se
caracteriza por la acumuiacion de pus en el sitio de infeccién. a lo cual se le denomina reaccion

piogénica.
2.2. Definicidn ¥ clasificacion

1 nombre de Srapiylococeus deriva del griego staphyle (racimo) y kokkos (grano), ¥y
significa cocos que se agrupan en racimos. Los Staphylococens pertenecen a Ja familia
Aicrococeaces. constituida por bacterias Gram positivas agrupadas en pares o grupos. 1o

formadoras de esporas. no presentan motilidad y son catalasa positivos™®.

2.3. Caracteristicas

El génere Stapiniococcus estd compuesto por bacterias esféricas Gram positivas que se
agrupan en racimos . los cultivos viejos pueden observarse como Gram negativas. Su didmetro
varia entre 0.5 - 1.5 micrémetros. son inméviles. anaerobios facultativos y catalasa positivos'.
La pared celular de los Staphlococcus esta constituida de péptido glican y acides teicdicos, el
péptido glican se forma de unidades repetidas de N-acetil glucosamina y dcido N-acetitmuramico,

estas unidades se unen cruzadamente por puentes de pentaglicina. Los dcidos teicoicos

dependiendo de Ja especie contienen ribitol o glicerol unido a un azvcar o un aminoglucésido'’.



Los microorganismos de este género obtienen su energia por glucélisis. Un amplio rango
de hidratos de carbono pueden ser utilizados, bajo condiciones anaerobias ¢l principal producto
de la fermentacion de la glucosa es el dcido ldctico; y en condiciones acrdbicas el piincipal

producto del metabolismo de los hidratos de carbono es dcido acético con pequefias cantidades de

Co,".

Los Staphylococcus crecen més rapido y abundantemente en condiciones aerobias. el
rango de temperatura de crecimiento es de 6.5 - 46.0 °C siendo 37°C la temperatura optima. el
rango de pH es de 4.2 - 9.3 siendo a un pH de 7.0 cuando e} crecimiento es mds abundante.
Crecen en cualquier medio de cultiva de laboratatio porque no son bacterias exigentes’ ™.
Producen colonias circulares de 1-2 mm de didmetro de aspecto eremoso. lise. opaco v el color de

la colonia depende de la produccion de pigmentos carotenoides que van del amarillo claro al

. 1a ¥
naranja’.

El principal patogeno del género es Staphyloceccus aureus. el cnal posee accion
hemolitica. produce la enzima coagulasa y fermenta el manitol (cuadro 1). Las principales fuentes

de infeccién son las lesiones humanas accesibles. fomites contaminados y fos aerosoles™ ",

Cuadro 1.Caracteristicas Bioquimicas de Staphiylococens aurens ™

Prucba Bioquimica Resuitado
Catalasa +
Hemdlisis. ASC 3% c/f-hemdlisis
Oxidasa _
Reduccidn de nitrato +
Motilidad -
Glucosa A (aerdbico / anacrobico)
Manitol A (aerobico / anaerdbico)
Coagulasa +

+= positive; -= negativo; A= acido; ASC= Agar Sangre de Camero.




3. Stapliylococcus aureis

Son microorganismos esféricos de 0.8 - 1.0 pm de didmetro. pueden encontrarse en forma
individual o en pares v se dividen en mds de un plano formando racimos irregulares. Su
membrana celular contiene glucolipidos {meno v dighucosil-diglicérides ) v fosfolipidos (listl-
fosfatidil-glicerol. fofatidil-glicero] y cardiolipina). La pared celular contiene fostoro orgdnico.
glucosamina. acido murdmico, glicina, lisina. cido aspdrtico, serina. acido ghutdmico. alanina y
pequedas cantidades de treonina, prolina. valina y leucina: los acidos teicticos son del tipo
ribitol. Estos elementos estéan distribuidos en las tres estructuras de la pared cefular que es €l
péptido glican, dcidos teicoicos v la protefna A, Un componente adicional de algunas cepas es la

presencia de un polisacrido capsutar'®** ™.

I CapsUla l '

T ‘ f RCId0 RICaICO

I'Merrbrana celuar J

Croplasma

. - . 2
Figura 1. Estructuras constituyentes del Staphylococcus aureus”.



3.1. Epidenticlogia

El Staphylococeus aurens  se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza v es
considerado parte de la microfiora normal del humano y de animales. su principal resen orio es el
humano, donde es transportado en forma asintomdtica en +ias respiratorias altas. colonizan en
grandes cantidades la buco y nasofaringe, también se encuentra en el tubo digestivo. Puede
producir enfermedades en casi todos los 6rganos y tejidos del cuerpo. las principales afecciones
son abscesos, meningitis, furonculosis. osteomielitis. supuracidn de heridas. neumonia.

pericarditis, otitis media e intoxicacién por alimentos'™"” ",

El S qurens cs la principal causa de infecciones hospitalarias. dando origen a infecciones
asociadas con implantes de prétesis vy catétercs. Las mds severas infecciones asociadas a las

bacteremias por S. aurens son osteomielitis, endocarditis invasiva y septicemia®™.

3.2, Patogenia

[l proceso patoldgico se presenta como una respuesta inflamatoria aguda. mds tarde
aparcce necrosis central y se forma un absceso. La infeccién aparece frecuentemente como
complicacién de traumas accidentales y quirirgicos, de quemaduras y de enfermedades cronicas
como la Diabetes meltitus®, El paso inicial de la infeccion es la adhesion y colonizacion de la
superficie de los tejidos por S. aurens que se adhiere a los tejidos a ravés de receptores
especificos . Se ha reportado una proteina de 72 kDa en la superficie de S, qureus que se une
especificamente a [a fibronectina de Jos tejidos endoteliales. a la sialoproteina de los huesos vy ala
coldgena™ ™
Una vez que ¢l S aurens se establece en la superficie de los tejidos se multiplica v

coloniza el sitio de infeccion. Para sobrevivir en los tejidos colonizados el S aurens produce

. . 3
diversas loxinas™.



3.3.Toxinas citoliticas

Son 4 las hemolisinas que produce S. aureus : alfa, beta, gama y delta que se diferencian
por el tipo de hemélisis que producen en eritrocitos de humano y conejo. una sola cepa es capaz

de producir més de un tipo de hemolisis .

La alfa-hemolisina es la que se detecta con mayor frecuencia a partir de los aislamientos,
posee un efecto letal v dermonecrotico en conejos”, ticne la capacidad de lesionar macrdfagos y
plaguetas. sin embargo se ha observado que los monocitos presentan resistencia a esta toxina. Su
peso molecular es de 28 kDa. la reaccidn de la toxina con los eritrocitos involucra dos pasos,
primeramente la interaccion injcial enure toxina-célula con la liberacién de potasio y segundo la

lisis de la célula con hiberacién de hemoglobina®.

La beta-hemolisina rompe la membrana de los eritocitos'”. tiene especificidad por la
esfingomiclina que se encuentra en la parte externa de la bicapa lipidica de la membrana
eritocitaria. la degradacion de la esfingomielina es ta causa de la lisis*. como se muestra en la
siguiente reaccion:

Esfingomielina + H,Q  _ "M Me - Neaeil esfingosina + fosforileolina

La delta-hemolisina estd compuesta por subunidades de bajo peso molecular. posee
actividad de detergente. propiedad importante ya que es la causa de su efecto sobre las
membranas de los eritrocitos. La toxina puede lesionar eritrocitos, macrétagos. linfocitos,

neutrdfilos y plaquetas™.

La gama-hemolisina posee gran actividad hemolitica sobre los eritrocitos de humanos,
congjo v camero pelo aln no se conoce su mecanismo de accidn. esta toxina consta de 2
componentes de los cuales por lo menos uno es inhibido por polimeros sulfonados como el agar,

por cllo no se observa actividad hemolitica cuando se inocula en placas de agar sangre. El



hallazgo de altos niveles de anticuerpos neutralizantes para la toxina gama en la enfermedad

estafilococal dsea humana sugiere un posible papel para la toxina en el estado patolégico®.

La leucocidina. conocida como sustancia de Panton-Valentine. es una toxina capaz de
destruir a polimorfonucleares, estd compuesta por 2 proteinas denominadas F v S (del inglés fast
vy slow respectivamente), su accion es sinérgica y no aditiva, es decir cada componente solo es

inactivo'®.

3.4. Enterotoxinas

El envenenamiento por alimentos contaminados con S waers  es producido por
enterotoxinas, al momento se han identificado 6 tipos (A. B. C, C.. D v E}. Sen un °grupo de
proteinas globularcs simples de cadena Uinica. con pesos moleculares que varfan de los 28 a 35
kDa. Las enterotoxinas A y D se asocian con mds frecuencia a intoxicacion alimentaria v la B con
infecciones intrahospitalarias, su mecanismo de accion se desconoce aun*. Las enterotoxinas
constituyen un grupo de antigenos que pueden provocar fuertes respuestas inmunoldgicas. por lo

que se les ha denominado superantigenos™.
3.5, Otras cnzimas y proteinas estafilococales

La enzima coagulasa es producida por todas las cepas de S gurews. la cual es
refativamente termoestable ya que resiste temperaturas de hasta 60° C por 30 minutes. Coagula el
plasma en forma similar a la activacién de protrombina a trombina. La coagulasa se halla
presente en dos [ormas. libre v {1ja. La fija estd unida a la pared celular y comierte al fibrindgeno
en fibrina sin intervencion de otros factores plasmaticos, por otro lado la coagulasa libre ¢ una

sustancia semejante a la trombina que se halla prescnte en los filtrados de cultivos™ .

La proteina A esta presente en mas del 95% de Jas cepas y constituye el 7% de la pared
celular, se une covalentemente al péptido glican y se distribuse uniformemente a través de la

pared celular™ ¥, Tienc un peso molecular aproximado de 36 hDa. aunque existen diferentes



variantes con pesos moleculares de 45 a 57 kDa'"’. Esta proteina contribuye a la resistencia de §
aureus a la fagocitosis. este efecto se atribuye a su capacidad de unirse a fas inmunoglobulinas G

de la mavoria de los mamiferos incluyendo el humano™.

Otro factor de patogenicidad importante es la capsuia que tiene accion antifagocitica, los
polisacaridos capsulares son producidos por mis del 90% de las cepas de S aureus ¥ se
encuentran unidos covalentemente. Se han identificado 11 serotipos. el 1y el 2 se encuemiran en
cepas mucoides que son altamente capsuladas. los demds serotipos se encuentran en cepas
microcapsuladas. de los cuales en estudios epidemiolégicos realizados en Europa. E.U.A. € Israel
el 5y el 8§ son aisfados en aproximadamente el 70% de los pacientes infectados con S, aureus .
teniendo mavor frecuencia ei serotipo § con 33% en tanto que el serotipo 3 se aisla en el

77%%4_.1=1 08
3.6. Mecanismos de defensa del hospedero

Para evitar la entrada de S, curens dentro del organismo las primeras barreras que se
presentan son las fisicoquimicas donde participa la piel como una barrera fisica. cuya continua
descamacion de las capas mas superficiates disminuye su colonizacion. En las mucosas,
principalmente en las vias respiratorias. el moco y algunas sustancias bactericidas como la
Jisozima aunados al movimiento de los cilios son los primeros mecanismos defensivos en contra

de bactelias como S, aureus ™.

Cuando S aureus logra colonizar los tejidos. la primera linea de defensa estd constituida
por los polimorfonucleares (PMN). en particular por los newtrofilos que fagocitan y matan a la
bacteria' *. Para que se realice este proceso los fagocitos Hegan al sitio de infeccion atraidos por
factores quimiotacticos (factores del complemento: C3a y C3a. LTB4, algunos metabolitos del
acido araquidonico. el factor activader de plaquetas y algunas ¢itocinas). Al inicio de Ja infeccidn
les fagocitos son atraidos por componentes bacterianos. el S cureus tiene un efecto
quimiotactico sobre los PMN'". Los fagocitos para llevar a cabo su funcién bactericida deben ser

capaces de reconocer al Stapiniococcus, este reconocimiento es dependiente de las interacciones
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de las opsoninas con la superficie celular de 8. aurens y con los receptores de los fagocitos. El
microorganismo es engullido forméndose el fagosoma que al fusionarse con los lisosomas
constituyen el fagolisosoma. y se activan varios mecanisnos de destruccién dependientes e

3651

independientes de oxigeno

La fagocitosis y muerte de S, anrens es dependiente de anticuerpos ¥ complemento. por
elto el mecanismo de eliminacion es la fagocitosis por PMN para lo cual la opsonizacion es
requerida’’™. LI complemento se activa por ambos mecanismos (alterno v clasico). v constituye
la principal fuente de opseninas de cepas no capsulares®. Los anticuerpos que opsonizan a la
bacteria san de la clase T1¢G". Cuando el S. aurens es fagocitado por los macréfagos. estos
dltimos producen factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a). que estimula a los neuwrdfilos para
aumentar su reconocimiento hacia los estafilococos. a la vez que aumentan su actividad
bactericida. La actividad estimulante ocurre dentro de los primeros 30 minutos en que los
neutrétilos interactian con el TNF-a v s6lo se presenta en aquellos neutrofilos que todavia no

han entrado en contacto con ¢l 8. arrens ™,

Il mejoramiento en ¢l reconocimiento por los fagocitos hacia la bacteria estd dado por un
aumento en la expresidén de receptores CR3 v CR4 que reconocen al componente C3b del
complemento que estd opsonizando a la bacteria. El incremento de la actividad bactericida de tos
neutréfilos estd dado por que el TNF-o estimula ta liberacion de los granulos azurofiles que
contienen catepsina G. defensinas y el sistema de la mieloperoxidasa (MPO). todos estas

substancias son capaces de matar directamente al S.azreus™.

Cuzndo los neutrdlilos estin en contacto con el S wurens opsonizado disminuye su
capacidad de respuesta al TNF-c. por una disminucién en la expresion de los receptores
peptidicos de 75 kDa y 35 kDa que se unen al TNF-u. credndose asi un sistema de

autorregulacion para la actividad de los neutrofiles durante la infeccién por S, aurens” .

Por otro lado ¢l S aurens pucde estimular la produccidn de interferon gama (INF-y )

apartir de células CD16" (Natural Killer) y amnentar Ja expresion de sus receptores para IL-2.. El
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INFy promueve la expresion de meléculas del complejo de histocompatibilidad (MHC) clase 2
sobre macréfagos incrementado de esta forma su capacidad de célula presentadora de antigeno,
con lo eval se desencadena una respuesta inmunoldgica que estard orientada a la produccion de

anticuerpos y células de memoria especificas contra el 5. aureus3 1%,

3.7. Meeanismos de evasion del S. anrens hacia b vespuesta del hospedero

E1 S, curens cuenta con una variedad de mecanismos que evaden la respuesta de defensa
del hospedero. Los polisacéridos capsulares tienen gran relevancia porque las cepas capsuladas
son més resistentes a la fagocitosis que las no capsuladas: la cdpsula evita gue los anticuerpos o €l
complemento. depositados en la pared celular. sean reconocidos por los fagocitos“""’.‘ Las
inmunoglobulinas G pueden atravesar la cdpsula y depositarse sobre la pared celular, lo mismo
sucede con ¢l complemento. Se ha estimado que la concentracion de polisacaridos en la cdpsula
es de 15 - 2% por lo cual su consistencia es similar a un gel de agar con poros que permiten el
paso de moléculas como las 1gG v el componente C3b del complemento. El hecho que impide la
fagocitosis es que la cépsula forma una barrera que evita que los fragmentos Fecy de las
inmunoglobulinas y el C3b sean reconocidos por los receptores de los fagocitos™*

Otwro factor de gran importancia es la proteina A que €s un constituyente de la pared
celular que tiene la capacidad de reaccionar con la fraccion Fe de las gama clobulinas™*, Qtra
propiedad reportada de la proteina A es la capacidad que tiene de unirse no solamente a la
fraccion Fey de las inmunoglobulinas. sino que ademss puede unirse a las porciones Fab) de IgG
e TgM. en aproximadamente el 30 % de los sweros humanos. La interaccion de la protejina A con
las TgM de superficie de las células B. provoca una estimulacion proliferativa de estas células,
también la interaccion con la 1e¢G de superficie produce el mismo efecto, pero a diferencia de la

1eM el efecto proliferativa depende en mayor proporcion de la union al fragmento Fc™.

Por Gltimo la liberacion de enterotoxinas del S. aurens quiza sea un mecanismo eficaz
para evitar una reaccién inmunologica especifica, debido a que las entcrotoxinas inducen una

activacion policlonal de células T. y la mayorfa de cstas no son especiticas para el



microorganismo invasor. Lstas enterotoxinas o también llamados superantisenos se unen
directamente a las moléculas MHC clase 1T y a la porcidn V[ del receptor TCR que se localiza

fuera del sitio convencional de unidn a antigenos™ *,

El sistema inmunoldgico, para combatir estos mecanismos de evasién. ploduce
anticuerpos contra estos componentes bacterianos, los anticuerpos capsulares son de tipo
especificos y son necesarios para la fagocitosis de Jas cepas capsuladas. el complemento carece
de relevancia por que, como se menciond anteriormente. la capsula impide que imeractie con los
fagocitos™ . Los anticuerpos anti-proteina A parecen sélo disminuir ligeramente la tasa de

- 1 r 32
mortalidad en ratas inmunizadas ™,

3.8.Diagndstico

Por ser Staphylecoccus arrens uno de los principales micreorganismos patdgenos para el
humano es necesario realizar un diagndstico adecuado y preciso™. Como ya se ha mencionado S.
aurens puede ser aislado a partir de procesos supurativos. por ejemplo: furinenios. abscesos.
heridas. neumeonias entre otres; una vez tomado el exudado del sitio de infeccion debe sembrarse

¢ incubarse para su aislamiento e identificacion™ .

Cultivo:

Se recomicnda que el exudado se siembre primeramente en agar sangre de carnero (5%),
por ser un medio enviquecido para el Optimo crecimiento de S aureus. permite la produccion de
pigmento v se puede observar la a-hemolisis producida por este microorganisme. Las colonias
caraclaristicas de S, aurens en éste medio miden de 1 - 2 mm de didmetro. son granddes. brillantes

y cremoesas con el pigmento que puede ir de amarillo ¢laro a paranja®.

Los medios selectivos pata ¢l aistamienio de S aurens se basan en su capacidad de
desarrolle en presencia de altas concentraciones de sales. para ello se utiliza el medio de sales
. , . . . . 0
manitol (SM) que contiene una gran cantidad de cloruro de sodio (7.5%) ¥ D-manitol'®. La

capacidad para productr dcido a partir de manitol es una caracteristica de Stap/nviococcus aurens.
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Las colonias de S aurens se desarrollan en ¢l medio formando un halo amarillo que indica Ia
formacion de dcido como producto de la fermentacion del manitol. el dcido provoca el vire del
indicador rajo de fenol que contiene el medio' ™. Posteriormente se sigue la forma de rutina

para el diagnéstico que ¢s a través de pruebas microbiolégicas.

Tincion de Gram:

Las bacterins Gram positivas tienen un elevado contenido de glucopéptido v baja
concentracion de lipidos en su pared celular. Los alcoholes y otros solventes no penetran dicha
pared lo que permite que rctengan el colorante cristal violeta diferenciandose de las bacterias
Gram negativas las cuales por su alto contenido de lipidos no retienen el colorante y su pared

permite Ja entrada de solventes™.

Interpretacidn:
Bacterias Gram positivas: Se observan al microscopio tedidas de color violeta.

Bacterias Gram negativas: Se observan tefildas de color roje.

Catalasa.:

La catalasa es una enzima que descompone el peréxido de hidrogeno en oxigeno y agua,
Quimicamente la catalasa es una hemoproteina, de estructura similar a la hemoglobina. excepto
gue los cuatro dtomos de hierro estan en estado oxidado. El peréxido de hidrégeno se forma
como uno de los productos tinales del metabolismo de Jos carbohidratos. si se deja acumular es
Jetal para las células bacterianas™ ™. Por lo cual, la presencia de esta enzima en las bacterias,
sirve para degradar el H,0. que es toxico para las mismas. comeo se ilustra en la siguiente
reaccién:

2.0, — RSP 2H,0+ O,
Interpretacion:
a) Positiva: la rapida aparicion v produccién de burbujas de gas o cfervescencia indican una

reaccion positiva.
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b)Negativa: Ansencia total de gas.
Controles, El reactivo perdxido de hidrégeno debe ensayarse con microorganismos de control

positivos y negativos antes de hacer la prueba a bacterias desconocida™® .

Precauciones:

e Las bacterias a prueba ne deben provenir de crecimiento en agar sangre. va que Ja presencia de
eritrocitos pueden dar un resultado falso positivo,

o Las colonias deben provenir de un cultivo puro.

o Es importante el orden del procedimiento.

o El crecimiento para la prueba de la catalasa debe ser de un cultivo de 18-24 horas. las colonias

mds viejas pueden dar falsas negativas™,

Coagulasa,

Ante el reconocimiento de una colonia de Srapindococcus que ha resultado positiva a la
prucba de la catalasa, la primera consideracién es saber si el microorganismo es o 1o
Staphylococcus aureus. Se sabe que dentro de la familia Micrococacea s6lo el S. qurens produce

coagulasa por o que en fa mayoria de los laboratorios se wiiliza como prueba definitiva®™®*.

La coagulasa es una enzima proteinica de composicién quimica desconocida. se halla
presente en dos formas libre y fija, las cuales presentan diferentes propiedades y requieren

técnicas separadas de identificacion™.

.a coagulasa fija cs también conocida como ei ~factor de aglutinacion™ (Prueba del
portaobjeto): La coagulasa fija estd unida a la pared celular bacteriana. los hilos de fibrina que se
forman entre las células bacterianas al agregar plasma provocan la aglutinacion,

Interpretacion:

1. Una rcaccidn positiva se detecta usualmente entre 15 - 20 segundos. con la aparicién de un

sedimento granular o la formacion de grumos blancos,
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2. Negativa: ésta prueba se considera negativa si la aparicién de grumos es tardia (mayor a 1
minuto). todos los cultivos que den resultados negativos deben ser sometidos a la prueba en tubo

ya que algunas cepas solo producen coagulasa libre™*.

Coagulasa libre (Prueba en tubo ): La coagulasa libre es una sustancia semejante a la
trombina. Se haila presente en filrados de cultivos. Cuando una suspension de bacterias
productoras de coagulasa se mezcla en partes iguales con una pequedia cantidad de plasma en un

tubo se forma un coagulo visible.

Interpretacion:
1. Positiva: Se forma codgulo o filamentos de fibrina definidos,

2. Negativa: Ausencia total de codgulo.

%)

_ Controles: La coagulabilidad det plasma utilizado puede comprobarse afiadiendo una gota de

CaCl, al 5% a 0.3 ml de plasma de congjo’™*,

En laboratorios de referencia ¢ investigacion se utilizan métodos de biologia molecular
como el PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) para establecer el origen del brote epidémico’.
Estas técnicas se han desarrollado para sustituir otros méiodos de tipificacion como es la
fagotipificacion. la cual se utiliza también para establecer el origen del brote epidémico, ¢sta
técnica se caracteriza por utilizar virus que infectan especificamente cepas de S aureus

lisandolas™* %,

3.9, Tratamiento

E] uso indiscriminado de antibidticos es el responsable del desarrollo de muchas cepas de
Staphyiococcus resistentes®. Es esenciat determinar fa sensibilidad de! germen infectante a los
medicamentos disponibles. el tratamiento quimioterapéutico debe ser intenso, puesto que la

Lesistencia puede aparecer con rapidez"”.
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La resistencia bacteriana implica el fracaso de la terapéutica. Desde la fabricacion del
farmaco se conocen las bacterias que naturalmente son resistentes a dicho farmaco, sin embargo
también existe lo que se denomina como resistencia adquirida, Jas bacterias se pueden volver
resistentes a algin antibidtico en el transcurso del tiempo por dos mecanismos basicos™:

1) Por mutacion espontinea de su cromosoma, eh una prinmera etapa aparecen pocas
bacterias resistentes. pero a medida que ol antibidtico actita favorece el desarrollo de las células
resistentes hasta obtener un cultivo puro de cétulas resistentes al antibiotico™.

2) Por incorporacién de material genético extracromosémico la cual se denomina
resistencia transferida por plasmidos. La diferencia entre la resistencia adguirida y Ia natural es

que la adquirida solo se presenta en algunos integrantes de la especie o cepa’™.

3.10. FARINGITIS

[.a faringe se divide anatémicamente en nasal o epifaringe ¥ bucal. La mucosa faringea
contiene mucho tejido linfoide disperso o agrupado formando gléndulas linfaticas. como la
faringea, las palatinas. la tubarica v la lingual. En conjunto el tejido lintatico faringeo constituye

el anillo de Waldeyer. Las inflamaciones de las gidndulas linfdticas faringeas se denominan

anginas o amigdalitis®.

I.os trastomnos de las vias respiratorias como Ja faringitis. son la causa principal de que los

pacientes acudan al médico. La faringitis puede ser aguda o cronica o,

Faringitis aguda. Este tipo de faringitis swele acompailar a los catarros de las vias
respiratorias altas {traqueobronquitis) su etiologia principal son los adenovirus y el Srreptococco
beta hemolitico. el cual es de suma importancia ya que puede ser ef preludio de un brote de fiebre
reumatica y debe ser tratada mediante antibidticos especificos para garantizar la erradicacion del

gstreptococo beta hemolitico y evitar las secuelas ya mencionadas ™.
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Faringitis crénica. Es un padecimiento muy frecuente. se distinguen tres formas
anatomoclinicas: Catarral {la mas comin), hipertrofica y atréfica. Se desarrolla sobre todo por la
influencia de noxas cronicas, principalmente en los fumadores v bebedores de alcohol, también

en todos los individuos que por obstruccion nasal tienen que respirar por la boca’.

La faringitis catarral se caracteriza por tumefacciones de los foliculos produciendo
numerosas granulaciones grises en ocasiones ulceradas. La faringitis hipertrofica, se caracteriza
por un aumento en la viscosidad de la mucosa. La faringitis atréfica. se caracteriza por la palidéz
y el aspecto lacado de Ja mucosa. aparece conjuntamente con rinitis atrdfica y se observa

comtinmente en individuos desnutridos’.

Sintomatologia

Los sintomas clinicos de la faringitis aguda son los signientes: Temperatura oral superior

a 38°C. hipertrofia de los ganglios linfaticos cervicales, exudado faringoamigdalino’.

En el caso de la faringiis crénica sus sintomas son locales: ardor, carraspera, sensacién de
sequedad en Ja garganta, tos matutina acompafiada a veces de pequefios esputos mucosos. fetidez
del aliento y catarro de las paredes posteriores y laterales de la faringe, donde la mucosa estd muy

roja. venas dijatadas y flexuosas y presenta acumutos de moco seco’.
Eticlogia

Los virus son la causa de mds del 90 % de las infecciones de vias respiratorias altas, la
causa bacteriana mas importante son los Streptococcus beta-hemoliticos det grupe A. Ouos
microorganismos que se asocian generalmente con infecciones amigdalares y periamigdalares son

Staphylococens qureus Y SIreplococens preuntoniae .
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4.1, JUSTIFICACION

Actualmente las infecciones de las vias respiratorias constituyen del 25-30 % del total una
causa importante en la consulta médica diaria. La Organizacidn Mundial de le Salud (O M.S.)
cataloga como portadores de infecciones recurrentes a aquellos pacientes que presentan por lo
menos tres episodios infecciosos en un afio®. Los principales factores predisponentes para las
infecciones recurrentes de las vias respiratorias son el humo del cigarro, la contaminacion, los
gases de compuestos quimicos, la disminucion de temperatura en forma brusca y trastornos

fisiologicos que incluyen la desnutricién, alergias e inmunodeficiencias de anticuerpos™.

Los Streptococeus beta-hemoliticos del grupo A |, Staphyiococcus aurens, Streptococcus
prewmonice y algunos virus se asocian generalmente con infecciones amigdalares y
periamigdatares®; los estreptococos son Ja causa mas importante de la faringitis La mayor parte
de las infecciones por estreptococos no cenfleren inmunidad protectora, lo cual aunado a la
frecuente incapacidad de los antibidticos para su erradicacion constituyen una gran problematica

en el tratamiento de estas infecciones™”.,

En la faringitis rcourrente el problema principal ha sido la erradicacién del micreorganismo causal,
Streptacoceus f-hemalitico del grupo A Las posibles causas de este fendmeno son cuatro: La primera es
1a persistencia del m.o. debido a que la poblacion bacteriana en fos tejidos es tan grande que el tratamiento
no Jogra matar a todos los m.o. y los que sobreviven son los que colonizan de nuevo al paciente. En segundo
lugar estan los cambios del estreptococo mducidos por gradientes de penieitina para adquirir la “forma L”
que €s completamente resistente a la pemcilina. El tercer factor a considerar es fa reinfeccion de los
pacientes v por tltimo la presencia de organismos que producen penicilinasas como 5 aureus que
inactivan ¢l antibidtico™. Se ha propuesto Ja combmacién de pemcilina mds clavulanate de potasio para su

3% Pero estos

erradicacion o el uso de oxacichna, tratamientos quc han demostrado ser cficaces
tratamjentos no evitan el fendmeno de persistenia ni las posibles remfecciones con ambos
microorganismos. Un tratamiento alterno puede ser la inmunizacion a través de la aplicacién de vacunas

bacteranas que prevengan las infecciones y/o elininen a los m.o. infectantes.
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Por otro lado se ha observado una asociacidn bacteriana entre el Strepfococcus beta-
hemalitico y el Staphylococcus aureus productor de betalactamasa®. Aunque el 5. aureus se

4% consideramos que

cataloga como flora normal o no patégena en el tracto respiratorio superior
desempefia un papel muy importante en Ja patogenia de las infecciones recurrentes de las vias
respiratorias, debido a que presenta resistencia a los agentes antibacterianos, o cual se encuentra
mediado por enzimas como la betalactamasa, evitando con ello su erradicacién y la de otros
microorganismos asociados en la infeccidn, también se ha observado que la proteina A det S.
aureus tiene un efecto antiopsonizante y por lo tanto impide un buen desempefio de la respuesta

inmunolégica durante la infeccion™®.

La principal estrategia para el tratamiento de las infecciones bacterianas ha sido €l uso de
antibiéticos, pero su uso indiscriminado y el mal seguimiento de los tratamientos ha provocado el
desarrollo de cepas bacterfanas resistentes™* Una alternativa a ésta problematica puede ser la
prevencion inmunolégica. Las bacterias expresan una gran cantidad de estructuras que presentan
actividad antigénica, es decir que desencadenan una respuesta inmunolégica especifica, pero ésta
respuesta nho siempre resulta eficaz, debido a que en ocasiones, durante la infeccion, el

microorganismo se reproduce més rapido que dicha respuesta®™ .

Con base a lo anterior se piensa que el tratamiento mas adecuado de las infecciones
recurrentes de las vias respiratorias es la administracién de vacunas bacterianas, el uso de estas

M 3124,58

vacunas provoca un aumento en los niveles de inmunogtobulinas A, G y , asi como una

oy N . » 1
mayor proteccion en contra de ias lesiones que provocan los microorganismos 6

El presente trabajo es un estudio de tipo prospectivo, longitudinal para analizar los
cambios en la respuesta inmunolégica de pacientes con faringitis recurrente durante la aplicacion
de una vacuna inactivada de Staphylococcus aurens cepa Cowan 1. El uso del Streptococcus b-
hemolitico del grupo A como inmunégeno no es recomendable por su relacion con enfermedades

autoinmunes como es el caso de la fiebre reumatica™
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4.2. HIPOTESIS

Si la aplicacion de una vacuna bacteriana de Staphylococcus aureus cepa Cowan 1 logra
estimular el sistema inmunolégico de pacientes con faringitis recurrente, entonces se observara un
aumento en los niveles séricos de anticuerpos de los isotipos IgA y de las subclases 1gGy, 12Go,

IgGs e IgGy anti-§. auwrews conforme transcurie el tratamiento.

4.3. OBJETIVOS
GENERAL:

Por medio de la administracién subcutinea de la vacuna bacteriana de Staphylococcus
aurens  Cowan I inducir una respuesta inmunolégica protectora especifica en pacientes con

infecciones recurrentes de las vias respiratorias

PARTICULARES:

1. Elaboracion de una vacuna bacteriana de Staphylococcus aureus cepa Cowan 1.
2. Aplicacion de dicha vacuna a pacientes con faringitis recurrente asociada con ei S. qurews.

3. Realizar una valoracion microbioldgica e inmunoldgica de los pacientes con faringitis recurrente

durante el tratamiento con la vacuna bacteriana,

4. Estandarizar las condiciones para ¢l desarrollo de un ensavo inmunoenzimatico indirecto de

doble anticuerpo.

5. Mediante un ensayo de ELISA indirecto de doble anticuerpo cuantificar los cambios en los
niveles de anticuerpos hacia antigenos del Staphylococcus aureus Cowan 1 provocados por la
aplicacion de la vacuna 2 pacientes con faringitis recurrente y comparar dicho reconocimiento con

el de un grupo testigo de sujetos sanos a los que no se les aphicd la vacuna.
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4.4. MATERIAL Y METODOS

DIAGRAMA DE TRABAJO EXPERIMENTAL

Elaboracion de la vacuna de § aureirs

—

clinico v seleccion de
faringitis  recwrrente

Diagnéstico
pacientes  con
asociada a S, gureus

Evaluacion inniunologica de los pacientes:
Inmunidad celular (pruebas intradérmicas)
Inimunidad humoral (inmunoglobulinas totales IgA. IgG e [gM)

Toma basal de svero
Semana 0

Estandarizar la técnica de ELISA para

determinar los anticuerpos hacia S cureus

v

Determinacion de anticuerpos espécificas
hacia 8. gureus Cowan | por medio de un
ensavo inmunvenzimatico de ELISA

Aplicacion de la vacuna estaﬁlococalJ

Toma de suero cada 5 semanas:
semana 3

semana 10

semana 15

Seguimiento Micrebiolégico en la semana
para detectar 5. aureus y evaluach
inmunologica

Evaluacion clinica durante un afio de los pacientes para evaluar la importancia de la aplicaci¢
de la v acuna estafilococal on estos pacientes.




ELABORACION DE LA VACUNA:

La cepa de S. aureus Cowan 1 (ATCC 12598) donada por el departamento de biologia
celular del CINVESTAV-LP.N,, se cultivo en caldo de soya tripticaseina a 37 °C durante 24 horas
para promover su crecimiento, el crecimiento se confirmé por la turbidez presente en el tubo. Para
verificar que la bacteria estaba pura se realizaron pruebas de control, las cuales consisten en
sembrar un inoculo en agar sangre, ¢n agar de sal y manitol y realizar una tincién de Gram para

cada cultivo

La bacteria proveniente del caldo se cultivé en 60 placas de agar nutritivo, recubierto con
papel celofan estéril, con el propdsito de que fa bacteria no se mezcle directamente con el medio
de cultivo, 2 37 °C durante 24 horas ** Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se realizaron
pruebas de control (mencionadas anteriormente} para verificar que no existiera ningtin otro

MICroorganisme contaminante

Posteriormente se realiza la cosecha de Ja bacteria de la siguiente manera: con pinzas
estériles se toma el papel celofin en donde estd la bacteria y se introduce en solucién salina
fisiologica (SSF) estéril tratando de remover toda la biomasa. Una vez suspendida la bacteria, se
realizan tres lavados con SSF estéril para eliminar cualquier contaminante del medio de cultivo

que podria sensibilizar al paciente®,

La biomasa se recupera por centrifugacion a 3000 r.p.m.(Centrifuga IEC modelo HN-
SNII, didmetro del rotor 7cm) durante 10 -15 minutos. El paquete obtenido se envasa y se
resuspende en 30 mL de solucién de Evans. Posteriormente se inactiva por calor, en autoclave a
121 °C durante 1 minuto, y se congela a -70 °C para sy almacenamiento. Al finalizar se repiten las
pruebas de control y se realiza una inoculacién en agar nutritivo para verificar la esterilidad.
Finalmente se cuantifica el nimero de bacterias por medio de la camara de Neubawer de la

siguiente forma™®.
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Procedimiento.

1 Se hizo una dilucién del concentrado bacteriano, en la cual se pueda contar facilmente a las

bacterias.

2. Se colocd por capilaridad una gota de la dilucion a contar dentro de la cmara de Neubawer.
Se observé al microscopio con el objetivo de 40x y contabilizar las bacterias que estén dentro
de la cuadricula central.

3. El mimero de bacterias se multiplica por el factor de correccién que esta dado por ¢l volumen
del concentrado contenido en la cuadricula central { 0.1 mm® 6 0.1 x 107 mL) vy la dilucién

realizada del concentrado-
o Concentracién = (Nmero de bacterias ) x ( dilucion /0.1 x 107 mL)

Después se realizaron las diluciones necesarias para ajustar a una concentracion de 1200
miilones de bacterias por mililitro. La vacuna obtenida se almacena a 4 °C hasta el momento de su

utilizacion™.

CRITERIOS PARA FL REGISTRO DE PACIENTES
INCLUSION:

o Pacientes entre 15 - 50 afios de edad de sexo masculino o femenino.

o Pacientes que sean diagnosticados clinicamente con faringitis o faringoamigdalitis repetitivas o
cronicas.

o Pacientes que por exudado faringeo resulten positivos en los cultivos y pruebas bioquimicas a
S.aureus.

s Pacientes que cumplan con ¢l esquema de vacunacion.
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EXCLUSION:

¢ Pacientes con faringitis de otra etiologfa o que presenten otro tipo de enfermedades infecciosas.

« Pacientes con tratamiento que altere la respuesta inmunitaria tales como el uso de corticoides o

con inmunoterapia.

© Pacientes con enfermedades del sistema inmunolégico.

ELIMINACION:

» Pacientes que no cumplan con el esquema de vacunacion.

CRITERIOS PARA EL REGISTRO BEL GRUPO TESTIGO NEGATIVO

INCLUSION:

e Individuos entre 15 - 50 afios de edad de sexo masculino o femenino.

s Individuos clinicamente sanos.

EXCLUSION:

¢ Individuos que presentan més de un episodic infeccioso al afio de vias respiratorias.

e Individuos con cualquier otra enfermedad

25



GRUPOS DE ESTUDIO

GRUPO UNO.

Pacientes con faringitis recurrente asociada a S. aureus que reciban vacuna bacteriana.

GRUPO DOS:

Individuos clinicamente sanos

Cada grupo estuvo formado por 13 personas.

DIAGNOSTICO CLINICO:

Se realiz6 a través de la historia chinica y por una exploracion fisica de las amigdalas para
observar 1a existencia de inflamacion e irritacion. La historia clinica se baso en el cuestionario

contenido en la hojas de registro de los pacientes que se anexa a continuacion.
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HISTORIA CLINICA &

Nombre:
Edad: Fecha-
Domicilio,
Teiefono: Ocupacion:

PADECIMIENTO ACTUAL:

Comienzo

Causa aparente

Con/estacion
Sinfestacion

Bebidas alcoholicas

Frecuencia

Cigarrog

Frecuencia

Cambios atmosféricos:

frio

humedad

humo

calor

0iros

Antecedentes personales:
Alérgicos

Mcédicos

Quirirgicos

Aniccedentes familiares:

Alérgicos

Generales
Observaciones




PRUEBAS DE LABORATORIO:

Exudado faringeo:

Agar nutritivo
Gram

Agar sangre
Sales mamtol

Coagulasa

Catalasa

Antibiograma

DIAGNOSTICO

TRATAMIENTO

INICIC

TERMINACION

INMUNIDAD CELULAR:

SEGUIMIENTO:

ANTIGENQ

DOSIS

CANTIDAD

INDURACION
Antes del
Tratamiento.

INDURACION
Después del
tratamiento.

PPD 3UT 025mlL

TT TUI 010 mL

VARIDASA 25 U1 .10 mL

CANDIDINA 1:100 wiv 0.10 mL,

Vacuna Bacleriana. 1200 x 10° bac/mL 0 10 mL

INMUNIDAD HUMORAL:

Innunoglobulina Antes del tratamiento

Después del tratamiento

IgA total

1gG total

1eM 10tal

Inmunoglobulina Semana 0 Semana 3

Semana 10 Semana 13

IgA anti-S. aureus

1gG; ant1-S. aureus

19G. anti-S. qureus

1gG, anti-S.aureus

19G, anti-S.qureus

MICROBIOLOGIA:

Antes del tratanueito

Después del tratamiento

S. aureus
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Los pacientes se seleccionaron a través del servicio de consulta externa del Hospital Judrez
de México, previo consentimiento por escrito por parie de los pacientes y evaluado por un comité
de ética de dicho Hospital. Cuando un paciente presentaba un cuadro de faringoamigdalitis
recurrente o crénica se canalizaban al Laboratorio de Alergia, Inmunologia v Micologia Médica

del Hospital, en donde se les realizé el seguimiento descrito a continuacién

Inicialmente a los pacientes con diagnéstico clinico de faringitis o farigoamigdalitis cronica
se les practicé un exudado faringeo para detectar la presencia de Staphylococcus aureus, Las
prucbas realizadas a cada paciente estuvieron sdlo enfocadas a la identificacion de §. aureus , en
caso de ser negativo el diagnéstico, los pacientes se canalizaban al servicio de otorrinolaringologia
para que se les realizaran los estudios complementarios para determinar el origen de su
enfermedad y se les diera el tratamiento adecuado, estos pacientes no entraron al estudio y
quedaron fuera de nuestra responsabilidad. Por otro lado, los pacientes que resultaron positivos al
5. aureus para ser incluidos en el estudio debieron presentar el siguiente perfil durante su

diagndstico™:

Cuadro 2 Identificacion de S.qureus en los pacientes en estudio.
PRUEBA RESULTADO

Cultivo en agar sangre Colonias grandes circulares, cremosas con
produccion de hemolisis

Tincién de Gram a partir del agar sangre Cocos Gram positivos agrupados en racimos

Cultivo en agar de sal y manitol (SM ) Colonias grandes circulares, cremosas que
cambian el color del medio de rojo a amarillo
(minimo 10 U.F.C))

Tincidn de Gram a partir de agar § M. Cocos Gram positivos agrupados en racimos
Catalasa Positiva
Coagulasa Positiva

U.F.C., unidades formadoras de colonias,
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Los pacientes seleccionados para el estudio cumplieron con fos requisitos indicados en los
criterios de inclusién, Para comparar los resultados de los pacientes se incluyé un grupo testigo
negativo, constituido por individuos clinicamente sanos que no presentaron més de un episodio de

faringoamigdalitis o faringitis en el Gltimo afio

A los pacientes seleccionados para ¢l estudio se les aplicaron diversas pruebas antes de
iniciar la administracién de la vacuna bacteriana, estas pruebas tenian por objeto evaluar el estado
inmunolégico de los pacientes antes y después del tratamiento, por lo que al final del tratamiento

s¢ les repitieron las mismas pruebas que fueron las siguientes.

PRUEBAS DE LABORATORIO:

EXUDADO FARINGEO:

Se les solicitd a los pacientes que para la toma de muestra debjan presentarse en ayunas,
sin aseo buca! y tener por lo menos 15 dias sin tratamiento con antibidticos. Para realizar el
exudado faringeo se utilizan hisopos estériles humedecidos con caldo de soya tripticaseina estéril y
la muestra se proceso de la siguiente manera. se instruy6 al paciente para que respire profundo y la
lengua se hizo descender suavemente con un abatelenguas. El hisopo se deslizd entre los pilares

tonsilares y por detras de la Uvula, cuidando de no tocar las paredes laterales de la cavidad bucal®.

La muestra obtenida se sembrd en agar nutritivo, agar sangre y agar de sal y manitol, y se
incubaron durante 48 horas a 37 °C, una vez crecidos los microorganismos se procedio a
identificar la presencia de S. aureus observando la morfologia colonial en las diferentes placas de
agar y la morfologia microscdpica caracteristica a través de la tincion de Gram, ademas se

. . ret : 40
aplicaron las pruebas de catalasa y coagulasa para el diagnostico confirmativo™ .
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TINCION DE GRAM*:

1. Se prepar6 el frotis, colocando una asada de la bacteria sobre una gota de agua estéril en un
portaobjetos.

. Se fij6 al calor suavemente.

. Se cubrio la preparacién con la solucién de cristal violeta por 1 minuto.

. Se lav¢ el frotis con agua.

. Se cubrio el frotis con lugol durante 1 minuto.

. Se lavd con agua

. Se Decold con alcohol - acetona por unos segundos

. 8e lavo rapidamente.

O | 3 v s WM

. Se agregd la saftanina durante I minuto y lavar,
10. Se dejd secar el frotis.
11.8e agregd una gota de aceite de inmersion.

12. 8¢ observd al microscopio con el objetivo de 100x.

CATALASA™":

1. Con un palillo de madera estéril se tomd el centro de una colonia proveniente de un cultivo
fresco y puro, colocandola sobre un portaobjetos limpio.

2. Se agregd una gota de peroxido de hidrogeno al 30% sobre el microerganismeo.

3. Se observo si hay o no la presencia de un burbujeo.

Nota: la colonia no debe provenir de agar sangre.

COAGULASA:

Se realizd utilizando un equipo comercial (STAPHase III® ), el cual consiste en una
macrocipula que contiene plasma de conejo liofilizado con EDTA. El contenido de la
macrociipula se rehidrata con agua destitada estértl y se inocula. Los organismos productores de 1a

enzima coagulasa se aglutinan.
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Procedimiento:

1 -Se rehidratd la macrocupula con 70 microlitros de agua destitada estéril, mantenerlo asi durante
un minuto antes de ser inoculada.

2.-Se inoculd ta macrocupula, con un aplicador de madera estéril, adicionando 5 colonias de
microorganismo de una placa de un cultivo puro.

3.-Se mezclar ¢l inoculo con el contenido de la macrocupula.

4.-Se leyeron los resultados de 12 aglutinacion después de 1 minuto (algunas reacciones pueden ser

instantaneas)

Reaccion positiva: Aglutinacién de Ja bacteria en 1 mimuto méximo

Reaccién negativa:La bacteria se disuelve en el plasma para formar una suspension lechosa
uniforme.

Control positivo, Staphylococcus aureus Cowan 1

Control negativo' S. epidernudis.

TOMA DE MUESTRA SANGUINEA:

A los pacientes por medio de una puncién venosa en el brazo se les tomaron 10 mlL de
sangre, la muestra se incuba a 37 °C por 15 minutos, se centrifuga a 2500 r.p.m. par 10 minutos
E! suero obtenido se almacend a - 70 °C hasta su analisis. La extraccion de sangre se realizé en
todos los pacientes bajo el siguiente esquema: una toma antes del tratamiento y, posteriormente
cada que se termind de aplicar un frasco de vacuna, lo cual ocurria cada 5 semanas. Para el grupo

control se realizaron dos tomas con intervale de 10 semanas
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PRUERBAS INTRADERMICAS.

Para evaluar la inmunidad celular in wvo, se utilizaron los siguientes antigenos donados
por ¢l laboratorio de inmunologia y micologia de Hospital Juarez de México S.5.: PPD (Dializado
de proteina purificada de Mycobacierium tuberculosis y M.bovis), TT (Toxoide tetanico), VAR

(Vartdasa, enzima estreptococal), CAN (Candidina) y VB (Vacuna bacteriana de S.aureus).

La lectura se realizo a las 48 horas posteriores a la aplicacion, el parimetro a medir fue el
dismetro de la induracién, el cual para ser positivo debe ser mayor a 5 mm®, La aplicacion se
realiz6 en la parte externa del brazo con una jeringa de insulina graduada, introduciendo la aguja
con una inclinacion de 45 © aproximadamente, el liquido se inyecta lentamente y se debe observar
la aparicion de una pequefia papula, ta cual indica que la aplicacion intradérmica fue correcta. La
aplicacion de los antigenos fue primero en el brazo derecho y después en el brazo izquierdo

quedando de la siguiente forma:

Brazo derecho:
PPD (Dializado de proteina purificada de Mycobacterium tuberculosis y M. bovis)
TT (Toxoide tetanico)

VAR (Varidasa, enzima estreptococal)

Brazo izquierdo:
CAN (Candidina)

VB {Vacuna bacteriana de S.qureus)
Entre cada inoculacidén debe existir una distancia minima de 5 cm para evitar que las

induraciones se encimen y no se logre con ello una adecuada lectura. El sitio de aplicacion debe

marcarse con un plumodn indeleble para no tener confusiones durante la lectura,
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INMUNOGLOBULINAS TOTALES:

Se determinaron a través de un método automatizado, por medio de nefelometria en el
aparato QM300 de Sanofi-Diagnostic-Pasteur, El método se basa en una reaccion antigeno-
anticuerpo que forma un complejo insoluble con capacidad de dispersar la luz, el grado de
dispersion se convierte en una sefial digital que mateméticamente se relaciona a la concentracion
del anticuerpo contenido en la muestra. EI QM300 cuenta con un sistema computacional que le
permite procesar la muestra desde las diluciones hasta la comparacion de los datos con curvas de

calibracién para determinar la concentracion del anticuerpo en la muestra.

APLICACION DE LA VACUNA

El esquema que se sigui6 fue la aplicacion de dosis crecientes cada tercer dia durante 15
semanas. La via de aplicacién fue subcuténea, las recomendaciones generales para la aplicacion de
la vacuna fueron las siguientes:

1. Mantener la vacuna en refrigeracion y no congelarse.

2. Aplicarse tres veces por semana- lunes, miércoles y viernes, en la cara externa de ambos brazos
en forma alterna,

3. Utilizar jeringa graduada de insulina.

4. La primera administracion se realizo en el consultotio.

5. Las dosis fueron crecientes comenzando con 0 1 mL y aumentando en cada inyeccion 0.1 mL
hasta llegar 2 1.0 mL.

6. El paciente asisti6 al consultorio cada vez que se termine un frasco de vacuna de 10 mL.

A cada paciente se le administraron 3 frascos de 10 mL alas siguientes concentraciones:

Frasco I: 120 miliones de bacterias por ml
Frasco 2: 240 millones de bacterias por mL
Frasco 3: 360 millones de bacterias por mL.
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Cuadro 3. Esquema de vacunacion:

SEMANA DiA VOLUMEN
(mL)
PRIMERA Lunes 0.1
PRIMERA Miércoles 02
PRIMERA. Viernes 03
SEGUNDA Lunes 0.4
SEGUNDA Miércoles 05
SEGUNDA Viernes 0.6
TERCERA Lunes 0.7
TERCERA Miércoles 08
TERCERA Viernes 09
CUARTA Lunes 1.0
CUARTA Miércoles 10
CUARTA Viernes 1.0
QUINTA Lunes i.0
QUINTA Miércoles 1.0
QUINTA Viernes Asistir al consultoric

Nota.Para cada frasco se siguid el mismo esguema.
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ELISA ( Enzyme Linked Immunosorbent Assay):

Los anticuerpos en contra de S, aurens Cowan 1 se determinaron a través de una prueba
de ELISA, en la cual la bacteria completa se fijd a los pozos de la microplaca. La técnica de

ELISA se estandarizd de acuerdo a los siguientes resultados’

La concentracion del antigeno se establecid por una curva a dosis crecientes iniciando con
una concentraciéon de 10 millones de bacterias por mililitro (b/mL) hasta 80 millones por mililitro,
utilizando un suero que previamente se identificd positivo a anticuerpos anti-S.aureus. Eligiéndose
la concentracion de 20 millones, debido a que presentaba la mejor densidad éptica (D.Q), el

monoclonal utilizado para la estandarizacion fue el que detecta a IgG; (figura 2).

Las concentraciones de los anticuerpos fueron 1/2000 tanto para el anticuerpo monoclonal
¢como para el anticuerpo conjugado con la enzima peroxidasa, los tiempos de incubacién fueron de
1 hora y 30 minutos & 37 °C respectivamente”’, El antigeno (S.aurens Cowan 1) se suspendié en
solucidn amortiguadora de carbonatos 0.1M pH 9.6 *****6! E] bloqueo de los sitios libres, asi
como e} sustrato utilizado fueron los referidos en Ja bibliografia’******'. El sustrato utilizado fue
Hy0; v el cromégeno fue o-fenilendiamina (OPD), dejindose incubar a 37 °C en la
oscuridad™*%%!, Para el sistema se utilizaron cuatro blancos, el primero sin antigeno, el segundo
sin suero, otro sin anticuerpo monoclonal vy por éltimo otro sin anticuerpo conjugado, el valor
promedio de los blancos se restd a cada D O obtenida de los problemas, eliminando de esta forma
la inespecificidad de! sistema, para considerar un resultado positivo éste tenia que ser mayor a dos
veces la desviacion estandar del valor promedic de los blancos, ademés en el caso de las curvas de
comportamiento lineal o no logaritmico debian ser iguales o0 mayores que la ordenada al origen de

r 54
la curva patron®®,
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Figura 2. Determinacion de la concentracion de antigeno (bacteria). Se puede observar la mejor
D 0. a la concentracion de 20 millones de bacterias

Cuadro 4. Condiciones estandarizadas p'ara la técnica de ELISA,

Reactivo Concentracion Cantidad por pozo Incubacion
Antigeno 20 millones de b/mL 130 microlitros 2 horasa37°C
Biogueo (BSA) 2.2% 300 microlitros toda la noche a 4 °C
Suero 1/50 100 microlitros 2horasa37°C
Anticuerpo 172000 100 microlitros 1 hora a 37 °C
Monoclonal
Anticuerpo conjugado | 1/2000 100 microlitros 30 minutos a 37 °C

Sustrato (OPD-H:07)

0.5 mg/mL-0 025%

150 microlitros

10-15 minutos a 37 °C

BSA albumina sérica bovina, OPD orto-fenilendiamina, H,0, perdxido de hidrogeno.
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Procedimiento:

1. Fl antigeno (S.aureus Cowan 1) se suspendio en solucion amortiguadora de carbonatos 0.1M,
pH 9.6 a una concentracién de 20 millones de bacterias por mililitro.

2. De la suspensién anterior se colocaron 150 mL en cada pozo de una placa de microtitulacion
(placas de poliestireno marca Dynatech Laboratories,Inc.).

3. Se incub6 la placa con el antigeno durante 2 horas a temperatura ambiente.

4. Al termino de la incubacitn la suspension de antigeno se desechd y los pozos se lavaron con
amortiguador de lavado (PBS con 0.05% de Tween 20) una vez por 3 minutos y tres veces con
PBS , durante 3 minutos cada lavado, en agitacién a 180 r.p.m.

5 L os sitios libres de los pozos se bloguearon con albémiina sérica bovina al 2% .

6 Se agregaron 300 microlitros en cada pozo

7 Se incubé toda la noche a 4 °C.

8. Los pozos se lavaron de Ja misma forma que el paso 4.

9. Se agregaron 100 mL de una dilucion 1:50 de lo diferentes su€ros.

10. Se incubd a 37 °C durante 2 horas

11. Los pozos se lavaron de la forma ya descrita en el paso 4.

12. Segiin sea el caso se agregaron 100 mL de cada anticuerpo monoclonal. Los anticuerpos
monaclonales anti-inmunoglobulinas humanas que se utilizaron fueron anti-IgA (Clona GA-112);
anti-IgG1 (Clona 8¢/6-39); anti-IgG2 (Clona HP-6014); anti-IgG3 (Clona HP-6050); anti-IgG4
(Clona HP-6025) de la marca Sigma Chemicals Co, St Louis Missouri.

13. Se agregd un anticuerpo de cabra anti- IgG de ratén, conjugado con peroxidasa (Fab specific,
Sigma,Chemicals. Co, St Louis Missouri) y se deid incubar por 30 minutos a 37°C.

14. Por Gltimo se hicieron 3 lavados con PBS-Tween 20 y 3 lavados con PBS, de 3 minutos cada
lavado.

15. Se agrego el sustrato y cromogeno { o-fenilendiamina 0.5 mg/mL, en buffer de citratos 0.1M
pH 5.5 y 0.003% de H>0, ).

16. La placa se incubd a 37 °Cenla oscuridad durante 10-15 minutos.

17. La reaccién se detuvo adicionando 50 mt. de acido sulfiirico 2N.

18. La placa se leyo a 450 nm.
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Susirato

Peroxidasa

S. aureus

L

Figura 3. Representacion esquematica de la téenica ELISA-STAPH
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Una vez estandarizada la técnica de ELISA (que se denomind ELISA-STAPH) se
determinaron los valores de D.O. para cada inmunoglobulina en los sueros de los pacientes. Se
utilizé un suero con anticuerpos anti-S.aureus como control positivo; este suero se trabajo
conjuntamente en cada ELISA-STAPH realizada, para obtener lecturas comparables, eliminando
de esta forma la variabilidad de una prueba a otra. Para poder expresar los resultados en
miligramos por decilitro de inmunoglobulina es necesario tener un preparado de anticuerpos anti-
S.aureus de concentracion conocida, como no se tenia disponible se determinaron indirectamente

como a continuacion se describe.

Primero, se determiné la concentracién de inmunoglobulinas totales en el suero control
positivo por medio de néfelometria (nefelometro QM-300), con un valor de 226 mg/dL para IgAy
2358 mg/dL para IgG. Una vez conocida la concentracién de IgA e IgG totales se realizaron
diluciones dobles del suero control positivo, que se fijaron directamente a los pozos de una
microplaca, bloquedndose los sitios libres con BSA, después se agregaron los anticuerpos
(monoclonal y conjugado) y demas reactivos en las mismas condiciones que en la ELISA-STAPH
anteriormente descrita. Se determinaron los valores de D.O. tanto para IgA como para IgG totales

y se graficaron contra la concentracidn en mg/ml..
Anticuerpos IgA.
Para IgA se obtuvo una curva de tipo lineal (Cuadro 5, figura 4) al graficar las

concemtraciones ¢on las D.O

Cuadro 5. Curva patrén de lgA, Concentracion (mg/mL) vs D.O.

Dilucion Concentracion mg/mlL D.C.
1:2000 000113 0.775
}:4000 0.000365 0.478
1:3000 0.000282 0.406
1:16000 0.000141 0.323
m= 446.6 b= 1) 239 r=0.9927

mg/mL miligramos por mililitro; D.O. densidad ptica; m pendiente; b ordenada al origen; r
coeficiente de linealidad.
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Curva patron de IgA

0.75+4

: 0. 50+ ®
D.O.

0.26+
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Figura 4. Gréfica de inmunoglobulina A total det suero control positivo a diferentes diluciones vs
D.0. determinada por técnica de ELISA.
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Una vez obtenida la curva patrén para IgA total, a una dilucién del suero control positivo
preincubada en pozos con bacteria fila, se le midié la D.O. y se interpolé en la curva patrdn, La
concentracion obtenida de esta forma representa a las IgA totales menos las IgA que reaccionaron
con el S.aureus. La diferencia entre esta concentracion y Ia concentracién del suero control
positivo sin incubacidn con S.awrens es igual a la concentracion de IgA anti-S.auwrews. Los

calculos fueron los siguientes:
Ecuacion de la curva para IgA totales:

Los datos obtenidos tienen un comportamiento lineal, debido a ello se sustituyen en la

ecuacién 1, para obtener la ecuacién 2:

y=mx+b o ecuacién 1
D.0O.=446.6 C +0.259........o ecuacion 2
Donde:

* DO esladensidad optica

¢ (., esla concentracion de IgA totales

La dilucion utilizada que se pre-incubo con S. aurens fue 1:2000 6 0.001113 mg/mL (Cyay), tuvo
una D.O. de 0.752 después de la incubacién con S.awreus, que de acuerdo a la ecuacion 2
corresponde & 0.001103 mg/mL{Cya,;). La diferencia entre ambas concentraciones es igual a fa

concentracion de IgA anti-S. aureus (Ciga ane 5 awreus):

Craat = Cigapi. = Claaami 5 aurens ooevrereert . ecuacion 3
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sustituyendo:

0.00113 mg/mL - 0.001103 mg/mL= 0.000027 mg/mL

multiplicando por la dilucion:

0.000027 mg/m x 2000 = 0,054 mg/mL

La concentracién de IgA anti-S.aureus fue igual a =0.054 mg/mL

Con la concentracién antes determinada se procedié a realizar una serie de diluciones

dobles del suero control positivo y se procesd cada dilucién en la técnica de ELISA-STPH usada

para detectar los anticuerpos anti-S.auwrens

Con ello se establecié una curva patrén para

determinar los miligramos de IgA anti-S.aurcus en cada paciente al interpolar los valores de D.O.

dentro de la curva. La curva patrén para IgA anti-S.aureus tuvo un comportamiento logaritmico,

para linealizar la curva se calculd el logaritmo de la concentracion de cada dilucién (cuadro 6 y

figura 5 )

Cuadro 6. Curva patron para IgA anti-S. anrens determinada por ELISA-STAPH.

Dilucién Concentraci- Logantmo de C D.O.
on{mg/mL)
1:10 (.005460 -2.267 0.930
125 0.002160 -2 665 0.858
1:50 0.001080 -2.966 0.709
1:160 0.000540 -3 207 0.621
1.200 0.000270 -3 568 (.492
1:400 0.000135 -3 869 0.363
1:800 0.0000682 -4 170 0.232

mg/mL miligramos por mililitro, C concentracion, D O. densidad dptica
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Curva patréon de IgA
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Concentracién mg/mL
Curva patrén de IgA linealizada
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Figura 5. La grifica de arriba representa la curva patron para IgA anti-S.aureus (concentracion vs
absorbancia determinada en ELISA-STAPH). y la gréfica de abajo esta linealizada.
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Ecuacion lineal de la curva patrén de IgA anti-S. aureus:

Los valores de la regresién lineal fueron.

s m=10377
¢ b=1.32
« r=099

Quedando la ecuacion final.

D.O. = 0.377 log Ciga anti-s. aureus — 1.82 .ecuacion 4.

Con la ecuacion anterior se calcularon los valores de IgA anti-S. aureus para cada paciente

se hicieron determinaciones dobles de cada muestra y los valores de D.O. se promediaron.

Para evitar Ja variacion que existe de una prueba a otra de ELISA se utiliz6 una dilucion
del suero positivo como patrén de comparacion, la cual se incluyo en todas las pruebas de ELISA-
STAPH realizadas. Para comparar los valores de D.O. de las pruebas de ELISA-STAPH el valor
de D.O. del snero positivo se usd para adaptar los valores de la ecuacion 4 para cada prueba
realizada, teniendo en cuenta que la pendiente es constante, que la concentracion de este suero es
conocida y por lo tanto sdlo cambia el valor de la ordenada al origen. Con esta dltima adaptacion

se calcularon los valores de JgA anii-S. anrens en mg/mL para cada paciente e individuo.
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Anticuerpos IgG

Para €] caso de las subclases de IgG se sigui6 un procedimiento similar para determinar los

miligramos de anticuerpos anti- §. aureus que se describe a continuacion.

Primero, al igual que para IgA se determiné la concentracion total de IgG en el suero
usado como control positivo, a través de la técnica de nefelometria automatizada QM300, que
tuvo un valor de 2358 mg/dL. De la misma forma descrita para IgA se realizd un sistema de
ELISA para obtener una curva patrén para IgG totales en donde se grafico la concentracién
{mg/mL) de IgG totales contra la D.O  Para este sistema de ELISA se realizd una mezcla de los
anticuerpos monocionales que identifican a las diferentes subclases de IgG, quedando a una

concentracion final de 1:2000 para cada anticuerpo monoclonal. En el siguiente cuadro se ilustran

los valores obtenidos.

Cuadro 7. Curva patrén para IgG totales

Dilucion | Concentracion de IgG totales | Logaritmo de la concentracion D.O.
(mg/ mL)

1:10000 0.002358 -2.6217 2.369

1:20000 0 001179 -2.928 2.111

140000 0.00058% -3.229 1.672

1:830000 0.0002%4 -3.530 1.340

1.160000 0.000147 -3.831 0.831
Regresion lineal r=09% m=1.27 b=579

La curva obtenida fue de tipo logaritmica, para linealizarla se calculd el logaritmo de la

concentracion, la grafica resultante se ilustra en la figura 6. La regresion lineal de la curva se

ilustra en la cuadro 7.




Curva patron de IgG totales
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Concentraciéon en mg/dL
Curva patron de IgG totales
lineal
3—.
. 2
Q
o)
) .
0 T T T 1 3
-4.5 -4.0 -3.5 -3.0 2.5 -2.0

LLogaritmo de [a concentracién

Figura 6. Graficas para la curva patrén de IgG totales, la grafica de abajo es la que se utilizé para
el calculo de los miligramos de IgG total anti-S anreus.
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Bajo ¢l mismo procedimiento que para IgA se determind, con ayuda de Ja gunve: anfetior, la
concentracién de IgG totales anti-S. aureus, resultando un valor de 0.28 mg/mli. Pox otre: lade,
dentro del sistema de la ELISA-STAPH se compararon los valores de D.O. pama Ing difssentes,

subclases de IgG en condiciones iguales, los valores que se obtuvieron son los siguigises:

Cuadro 8. D.O. de las diferentes subclases de IgG anti-S. aureus.

Subclase D.O.
Gl 0.728 ‘
G2 0472 d
G3 0.286 )
G4 0.000 e

Para IgGa en el suero positivo no existe reconocimiento hacia el S. aureus, de:iakforma las.
IgG totales anti-S. aureus son iguales a ia suma de las subclases 1.2y 3, considerazli: a. relacidn,
de D.0. se calculd la concentracion para cada una de las subclases, excepto pasa & 4 de: I
siguiente forma’
IgGtumi- 5 awres= 1gGr + IgGe + IgGs o ecuacién 5
considerando las relaciones entre D.O. tenemos
I1gGy / 1gGa= 0.728/0.472 = 1.542
despejando IgG; :
[G1=1.5421gGs oo e, e e e et ecuacion 6
para la relacion de IgGs con IgGy

19Gs / 1pG;, = 0.286 / 0.472 = 0.605
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despejando IgGa:

18G3 = 0.605 1gGa coovrese crovrrrs e S

sustituyendo las ecuaciones 6 y 7 en la ecuacion 5.

Ithaml-S aureus = 1542 Ing + 1802 + 0 605 Ing

despejando IgGs :

Ing = IthamLS. aureus / 3 147

Sustituyendo el valor de Itha:ﬂl-S aureus

1gG, =( 0.28 mg/mL) / 3.147 =0 0889

sustituyendo el valor de IgGa en la ecuacion 6y 7

1gGy = 1.542 (0.0889 mg/mL) = 0,137 mg/mL

I1gGs = 0.605 (0.0889 mg/mL) = 0 0538 mg/mL

....... ecuacion 7

....ecuacion 8

Cuadro 9. Concentracion de las subclase de 1gG anti-S, aureus,

Subclase de IgG anti-S. aureus Concentracién {mg/mi.)
Gl 0.1370
G2 0.0889
G3 0.0538
G4 0.0060

Una vez que se determind la concentracion para cada subclase de I1gG anti-S.aureus se

realizaron las curvas patrén para cada una de la misma forma descrita que para IgA anti-S. aureus.
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Anticuerpos IgG

Para IgG, los valores de D O obtenidos se muestran en el cuadro 10, la curva siguié una

tendencia logaritmica y se linealiza al graficar el logaritmo de la concentracién con la D.O. (figura

7).

Cuadro 10. Curva patrén para 1gG; anti-5. aureus

Dilucién Concentracion | Logaritmo de la concentracion D.O.
mg/mlL
1:10 0.013706 -1 863 1,089
1:25 0.005480 -2 261 0.924
1:50 0 002740 -2 562 0,786
1-100 0001370 -2.863 0.666
1200 0.000685 -3 164 0.597
1.400 0 000342 -3 465 0.470
1-800 0.000171 -3.767 0.441
Regresion r=0.99 m = (.349 b=1.707
lineal
Curva patron IgG, Curva patrén IgG; linealizada
1 5] 15-
1.0- — 104
d o]
(o] =]
084 0.5+
00 T T T T T 1 00 T T T T 1
0.0000 0.0025 0.0050 00075 $.0100 0.0125 0 0150 40 35 30 25 20 -5
Concentracion g/l Logaritimo de la concentracion

Figura 7. Gréficas de la curva patrén de 19G, ant-S.aureus , la grafica de la izquierda muestra un
comportamiento de tipo logaritmico que se lingaliza al graficar el logaritmo de la concentracion
(grafica derecha ).
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Con ayuda de la curva patrén se obtuvo la ecuacion que se utilizd para calcular los
miligramos de IgG, anti-S.aureus a partir de los valores de D.O., los valores se calcularon bajo el

mismo procese que para IpA anti-S. aurens

Anticuerpos IgG;

Para [gG; los valores de D O se incluyen en el cuadro 11, a diferencia que para IgG, la

curva patrdn resulto de tipo lineal (fig. 8)

Cuadro 11. Curva patrén para IgG, anti-S.aw eus

Dilucion Concentracion (mg/mL) D.O.
1:10 0 008890 0.7750
1:25 0 003550 0.6020
1:50 0001778 0.5380
1100 0 000889 0.5290
Regresidn lineal. r=099 m=3175 b =049

Con la curva patrén se calcularen los miligramos de 1gG, amti-S. aureus a partir de las

D.O.
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D.O.
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Figura 8. Grifica de la curva patrén de IgG, anti-S.aureus.
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Anticuerpos IgGs;

La curva patron para IgGs fue de tipo lineal (figura 9}, los valores se muestran en el cuadro
12 A partir de la curva patrén se calcularon los miligramos de 1gGs para los grupos control y de
pacientes.

Cuadro 12.- Curva patron IgG, anti-S.anreus

Dilucién Concentracion mg/mlL. D.O.
1:10 0 005380 0.3020
125 0.002150 0.1690
1:50 0 00107C 0.1270
1:100 0.000558 0.1140
1-200 0.000269 0.0930
Regresion lineal. =0 998 m= 40,055 b= 0.085

Curva patrén IgGs;

0.4

0.3+

0.2+

D.O.

0.0 T T T Y T
0.000 0.001 0002 0003 0.004 0.005

Concentracién mg/mL

Figura 9. Grafica de la curva patron de IgGs anti-S. aureus
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Procesamiento de los resultados

Para el andlisis estadistico de los resultados se utilizaron Jas pruebas de t-student para
comparar los datos de la inmunoglobulinas Las pruebas se aplicaron para datos pareados para

poder analizar el efecto del tratamiento aplicado.

Los célculos estadisticos se realizaron en el programa computacional GraphPad Prism.

Para medir objetivamente el aumento de los niveles séricos de anticuerpos se calculd el
incremento relativo que es igual a la diferencia entre Ja tltima muestra {semana 15) y la muestra

basal (semana 0Y:

Incremento relativo = Semana 15 7 Semana 0

Para aquellos casos en donde los valores de anticuerpos de todas las muestras fue igual a
cero, se asigno el valor de 1 al incremento ya que este valor representa que no hay cambios, y para
los casos donde la muestra basal fiue igual a cero pero la muestra de la semana 15 registraba un

valor positivo de anticuerpos, el incremento considerado fue el valor numérico de la muestra 15.
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4.5, RESULTADOS

ELABORACION DE LA VACUNA BACTERIANA

Una vez que se confirmd la estenihdad y pureza de la suspensién {cuadros 13 y 14) se contabilizo la
cantidad de bacterias por muhlitro, resultando ser de 18 571 millones de bacterias por mililitro (concentrado
de bacteria). A partir de este concentrado se prepararon las diluciones de 1200 millones de bacterias por
mililitro en viales de 50 mL. A cada frasco se les adiciond 3.23 mL del concentrado mas 46.77 mL de

solucidn diluyente.

Cuadro 13. Pruebas de control de proceso de la vacuna bacteriana de S aureus.

Prucba Resultado
Tmcién de Gram Cocos Gram positivos agrupados en racimos
Agar de sal y manitol Colonias cremosas, grandes, circulares con
pigmentacion amarilla que viran el indicador del
medio
Catalasa Positiva
Coagulasa Posttiva

Cuadro 14. Pruebas de esterilidad v purcza de la vacuna de 5. aureus.

Prueba Resultado
Tincion de Gram Cocos Gram (+) agrupados en racimos
Agar de sal y manitol No hay crecimuento
Agar nutritivo No hay crecimiento

EVALUACION CLINICA DE LOS PACIENTES

El nimero de pacicntes scleccionados para ¢l exudado faringeo fue de 39, de los cuales solo 16
resultaron positivos a S.aureus (41 02 %): en tanto que 23 pacientes no tenian S, gurews (cuadro 15), estos

ultimos no se incluyeron en el estudio y sc canahzaron al servicio de otorrinolaringologia.
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Cuadrol 5. Identificacion de S.aureus en pacichtes con faringitis o faringoamigdalitis crénica o recurrente.

Clave del paciente Edad (afios) Sexo S. aureus

1 Pi 42 M +
2. P2 17 F 4+
3. P3 42 F +
4, P4 22 F +
3. PS5 24 M +
6. Ps 48 M +
7. P7 36 M -
8. i 24 M -
g PO 2] F -
10. P10 21 F +
11, P11 21 F +
i2 P12 13 M +
i3. P13 30 F -
14. Pl4 41 F +
13, Pi5 31 F -
16. P16 17 F +
17. P17 3y F

18, P18 20 F -
19. Pi9 28 M +
20. P20 e F -
21 P21 37 M -
22, P22 66 F +
23, P23 42 F -
24, P24 32 F -
23. P25 24 F -
26, P26 24 F -
27. P27 13 M +
28. P28 4o M +
29. P29 19 F -
30. P30 2= F -
3L P31 43 F -
32. P32 31 M -
33 P33 1] F -
34, P34 22 F -
35, P35 8 F -
36. P36 oy M -
37. P37 20 M -
38, P38 20 M +
39. P39 A F -

F= fememno;, M= masculno
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SELECCION DE PACIENTES

Finalmente se seleccionaren 13 pacicnies de Jos 16 positivos a §. qureus. La conformacion de este
grupo fue la siguiente: 7 hombres (33 84%) v 6 mu)eres (46.16%) Los pacientes seleccionados fueron: P1,
P2, P4, P5, P6, P10, P11, P12, Pi4. P16, PI9. P27 v P28,

En el grupo tesbigo negative la proposcién de hombres v mujeres fue fa misma que en ¢l grupo de

pacientes, Se encontrd que la cantidad de indniduos positivos & 8 aureus fue de 3 (23.07%), menos de la

matad que en el grupo de pacientes (cuadro 16)

Cuadro 16, Grupo de pacientes [eshigo negativos

clave Edad {afios) Sexo S.aureus
Cl 36 M -
Cc2 33 M +
3 28 M -
C4 26 F -
Cs 25 M -
Cé6 4] F -
C? 36 M -
C8 36 M -
cg 24 F -
C10 24 F -
Cll 25 F +
Clz 24 M +
Cl13 36 F -

F= femenino; M= masculino
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SEGUIMILNTO AMICROBIOLOGICO

Al inicio del tratamiento cl 100% de los pacientes fue positivo al Saureus, al finalizar ef

tratamiento 7 de 13 pacientes (33 84%) no se les detecto S aureus al practicarles el exudado faringeo.

Cuadro 17. Identificacion de § anrens antes 1 despuds de la aplicacién de Ja vacuna,

Paciente AT (Scmana 0} D.T. (Semana 15)

Pl - -

P2 - +

P4 - -

ps - +

P6 - -

P10 - +

P11 - -

P12 - +

P14 - -

Ple - +

P19 -+ +

P27 : -

P28 -
TOTAL 13 (100 %) 6 (53.84 %)

A.T. Antes del tratamiento; D.T. Despuds def tiatamiento
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INMUNIDAD CELULAR

Los pacientes se sometieron a pruebas miradérmicas para evaluar su inmunidad celular hacia

diferentes antigenos (dentro de los cuales estaba incluida la vacuna de 8. aurens Cowan 1), antes y después

del tratamiento, no se observaron diferencias significativas en Jas respuestas celulares hacia los antigenos

apheados al comparar los datos por una prueba de t-student pareada (cuadro 18).

Cuadro 18 Pruchas mtradérmicas.

PPD (mm’) TT (mm) VAR (mm’) CAN (mm?) VB (mm?)
Paciente | AT DT AT DT AT DT AT DT AT DT
P1 144 320 306 300 0 550 240 400 42 90
P2 90 0 575 | 1680 | 710 | 2090 | 156 | 675 72 0
P4 42 99 195 132 252 864 696 285 0 48
P5 64 130 285 440 | 1184 960 132 140 56 64
Pé 110 0 156 300 25 360 330 260 12 72
P10 110 72 450 143 0 0 81 0 25 0
P11 88 0 660 240 216 400 108 120 72 0
P12 0 0 342 500 0 42 400 224 0 0
P14 0 23 NA NA | 110 | 4350 | 195 195 36 100
P16 156 144 280 160 0 0 0 0 0 81
P19 156 NA 36 NA 342 NA 72 NA 0 NA
P27 0 0 1960 | 223 233 169 169 550 0 0
P28 0 0 391 180 270 675 169 400 36 36
Pomedro | 7385 | 6583 | 4713 | 4091 | 4126 | 8883 | 211.4 | 2708 | 2700 | 4092
DS | 6084 | 97.06 | 4985 | 4438 | 5360 | 1291 | 1804 | 2066 | 27.62 | 39.83
t-student p>0.05 p>90.05 p>0.03 p>0.05 p>0.05
Diferencia. NS NS NS NS NS

AT= antes del tratamiento; DT= después del tratamicnto,DS= desviacién estandar; PPD= dializado de
proteina purificada; TT= toxoide tetanico, VAR= » nuidasa. CAN= candidina; VB= vacuna bacteriana de S.
gureus ; NA= no aplicada.
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INMUNOGLOBULINAS TOTALES

Las inmunuglobulinas que se nudieron fucron IgA, IgG e IgM totales. Los niveles de
mmmunoglobulinas totales en el grupo testizo no cambian con el tiempo, mientras que en el grupo de
pacientes existe un aumento sigmficativo en IgG (p<0 01), pero no en IgM e IgA. Este aumento en los
niveles de IgG estd provocado por Ja apheacion de la vacuna bacteriana, ya que en ¢l grupo testigo
negativo, el cual no recibe ningiin tratamiento mmunoldgico, no presenta cambios en los niveles de IgG. Los

resultados obtenidos se 1histran en los cuadres 19. 201 la figura 10,

Para IgA los individuos €7 v C8 do! grupo 1esugo presentaron valores superiotes, para IgM C3
C4 tienen valores aumentados. mucntras que C8 neac un valor ligeramente menor del rango de normalidad,
pero es tan pequefia la diferencia que pucde considerarse un valor normal. Para IgG todos los valores
individuales estan dentro del rango de normalidad Las posibles causas de los aumentos no puede ser Ia
presencia de una infeccion, m de una mmnzacion por que los individuos seleccionados no refirieron
mnguna de las dos sitwactones, por lo tanto 1n oxplicacién mas adecuada es Ia variacion genética individual,
esto se confirma por que al cabo de 13 semanas. uempo suficiente para observar cambios inmunoldgicos
provocados por una mfeccion actina o inmuinizacion™. los valores séricos de IgM e IgA para todos los casos
mencionados s mannenen constantes  Para ol grupe de pacientes los niveles promedios de
inmunoglobulinas totales IgA, IgG e IgM soricas antes del tratamiento (semana 0) estan dentro de la
normalidad, dentro de los valores mdividuales sélo paia IgM hay un paciente (P16) con valor aumentado,

pero este aumento obedece a la nusma causa ¢ue los encontrados en el grupo testigo.

80



Cuadro 19. Inmunoglobulimas totales del grupo testige negativo.

IgA mg/dL 16G mg/dL IgM mg/dL
Individuo Semana 0. Semana [3 Semana 0, Semana 15 Semana 0. Semana 1§
Ci 205 244 1029 1164 98.8 155
C2 176 169 1290 1125 140 125
C3 302 283 1369 1509 304 313
C4 198 224 437 1191 236 233
Cs 295 292 1334 1514 147 141
C6 255 259 1625 1523 133 130
C7 496 475 1259 1296 122 114
C8 452 469 P22 1163 30.8 36.8
C9 223 201 1445 1521 145 150
C10 201 2]3 1373 1348 113 107
C11 180 199 1468 1669 264 270
Cl2 189 214 1565 1777 628 73.35
Cl3 274 283 1343 1252 219 205
Promedio 265.1 27120 1781 40 1388 60 155.03 157.90
D.S. 102 3 96.49 13216 210.95 79.34 7799
Diferencia p>0.05 (us) p>0.05 (ns) p>0.05 (ns)

D.8. desviacion estindar; ns, no sigmficativa.

Valores normales para cada inmunoglobulina en ma dL ¥ [gA = §7 - 350; IgM = 47 - 211;

IgG=608-1716

Cuadro 20. Jamunoglobulinas totales de los pacientes

IgA mp/dL TG mg/dL IeM mg/dl.
Individuo AT. DT vT D.T. AT. D.T
Pl 289 304 166 1321 133 129
P2 204 207 1222 1219 133 141
P4 280 316 1284 1385 192 223
P5 210 204 1424 1436 216 214
P6 314 327 98 1003 72 75
P10 266 263 NER 1168 177 171
P11 148 210 591 1313 91.8 130
P12 122 178 HHY 1346 593 76.7
P14 153 159 477 1391 146 157
P16 313 446 12001 1638 232 286
P19 226 230 1272 1424 77.3 86.7
P27 107 83 1 1250 1169 78.2 61.7
P28 221 227 1769 1961 8935 85,1
Promedio 219 50 242 80 17300 1384.0 132.10 141.20
D.S. 70.94 G0 82 1338 243 4 58.82 67.92
Diferencia p>0 03 (ns) p= {1.0036 (s) p>0.03 {ns)

D.8, desviacidn estandar; s. significativa
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Figura 10. Valores de inmunogiobulmas tw ales .2} v (b) IgA sérica total en los grupos testigo v de

pacientes; (¢} y (d) IG sérica total en los g upos cshigo v de pacientes; (e} y (f) IgM sérica total en los

grupos testigo y de pacientes respectn amente
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Anticuerpos IgA

DETERMINACION DE LOS ANTICUERPOS ANTI-S. AUREUS COWAN 1,

Los valores en miligramoes por deciliiro para IgA de los testigos v pacientes s¢ muestran en la

cuadros 21 y 22 respeetivaniente, En ¢ grupo testigo negativo existen 3 individuos (23 %) gue no

reconocieron con IgA a los antigenos de § wrrens o pesar de presentar mveles normales de IgA total; v 10

que lo reconocieron (77%), Jos valorcs de antieuerpos Jp A anti-S aurens no varian con el tiempo. La figura

11 v 12 tlustran ¢l comportamiento de ambos grupos

Cuadro 21, Valores de IgA anti-5 @i ons do) grupo tesuigo negativo.

Individuo Semana 0 (miligramos por | Semana |3 (nuligramos por Incremento relativo
decilitro) decilitro) scrmiana 15 / semana ¢
Ci 0.06000 0 00000 1.600
C2 4.70200 358200 1.186
C3 0.38400 0.20500 0.533
C4 10 81000 361600 0.519
C3 0 00000 0 00000 1.000
Cé 3.04400 312300 1.682
C7 0.00000 0.00000 1.000
8 19.9160 18 0000 0.904
C9 9.28000 11.7100 1261
Cl0 0.74440 063100 0.847
Cl11 0.64660 (73330 1.157
Ci2 110160 1 05340 0.958
Cl13 0,63480 063100 0.994
Promedio 3.942 3.791 1.001
Desviacién 599 352 0.298
esténdar i
t~ student p > (105 (no sigmficatna)
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Figura 11. Niveles de anticuerpos lgA anu-S «nrews en &b grupo testigo, no se observan diferencias
significativas entre la muestra basal » la muestra de la semana 15 (p> 0.05 no significativo),
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Para ¢! grupo de pacientes of 100% rcconocié con IgA al S, aurens. Cuando se analizd este

reconocimiento por una prueba de t-student paicada. no se encontraron cambios en los niveles de

anticuerpos IgA anti-S. aurens, sélo sc detecto un cremento promedio de aproximadamente 2 veces, esto

quizé se deba a que sdlo 4 pacienzes presentaron cambios en sus niveles de anticuerpos IgA anti- S. aureus,

en tanto que los demas pacientes no,

Cuadro 22. Valores de IpA anti-S.gurens para los pacientes.

Paciente Semana Semana Semana Semana Incremerto yelativo
O(mg/dL) S(masdl. 10(mg/dL) I(mgraLy | e
Pi 04120 1 14990 (077230 2.1740 5276
P2 11150 2 20000 627100 3 3890 3.487
P4 2 8810 3 33700 2 64400 4 8490 1683
P35 0.0037 0.00630 000410 0.0042 1.135
Pe 0.1923 020520 0 14690 0.2383 1239
P10 0 9569 1 08820 {33260 09746 1.018
Pl 0.4702 0 30300 ) 67450 0.7220 1535
P12 1.1499 09088 1 30770 0.8518 0.740
Pl4 0.0744 02487 043430 0.3082 4.142
P16 0.0379 0 0634 005130 0.0430 1134
P19 (.6580 062701 0 40800 0.7580 1151
P27 £.0002 0 oooe 000018 0.0003 1.500
P28 0.4790 b 2528 1 243520 1.1289 2.35¢6
Promedio 0.648 0 90< 1161 1.226 2.030
DS 0.785 096° 1717 1528 1.401
t-student p > 0.05 no hay diferoncas efitee fos valores de cada toma

DS desviacidn estandar.
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Figura 12. Comparacion de los niveles de anticucrpos IgA anti-S gureus del grupo de pacientes durante el
tratamiento. No se observan cambios significativos (p > 0 05) entre las diferenies muestras comparadas.
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Anticuerpos 18G

Los anticuerpos 1gG anti-S. anrens que sc mdieron, fueron las 4 subclases séricas (IgG,, 1gG,,
1gGy e IgG, ), a continuacién se ilustran los valores obtemdos de cada una en los diferentes individuos de

ambos grupos de estudio,

Anticuerpos 1gGy

Cuadro 23, Valores de IgGy anti-S. aureuns on el grupo testigo.

Individuo Semana 0 (mg/dL) Semanal3 (mg/dL) Incremento relativo
semana 15 / semana 0

Ct 32340 2.4190 0.747

cz 06257 02500 0.399

C3 13.8020 17 5130 1.259

C4 57810 2.1630 0.374

Cs 96.0810 101.9500 1.061

Cé 60 3400 40 4800 0.668

C7 1.9720 2.8530 1.446

C3 58370 3.6180 0.617

C9 0 0000 0 0000 1.606

Cl10 74 7700 134 3000 2.066

Cll 332100 31 6900 0.936

Ciz 12 6700 3.2340 0.255

Ci3 93370 8 0930 0.864
Promedio 24 46 28 32 0.899

DS 3206 47.30 0.493
t-student p >0 05 (diferenoa no sigficativa)

DS= desviacidn estandar
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Figura 13, Niveles de anticuerpos 15G, ant=S anreus en el grupo testigo, no hay cambios significativos

entre las dos grupos de muestras (p > 0 05 no sigmficativo)
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Los niveles de IgG, anti-Seaercins de las diferentes muestras de los pacientes s¢ compararon
estadisticamente para determmar si existian diferencias significativas y posteriormente se deterrmind a partir
de que muestra se present6 la diferencia (cuadro 24)

Cuadro 24. Valores de 1gG, ant-S.aureus on ¢l grupo de pacientes.

Paciente Semana 0 Scmana 3 Semana 10 Semana 15 Inctemento relativo
(ng/dL) (me/dL) (mg/dL) (mg/dL) semena 13 semenn 8
Pl 4.41090 6 01440 12 26460 38.91230 8.821
P2 9.29600 11 78000 73 26000 84.20000 9.057
P4 057050 548300 1 52400 7.42800 13.020
P5 0.92350 1 04630 1.16340 1.28440 1.396
Pé 9.11400 12 02400 44.99000 65,10000 7.142
P10 3.89100 6 17500 6 86200 23.56700 6.056
Pil 0.23700 0 16600 030480 1.35400 5.713
Pi2 0.36600 0 77709 0 60900 0.42110 1.150
Pl4 0.62570 G 8994G 1.53635G 1.49490 2.38%
P16 0.60540 4 61900 5 89600 3.09000 5.104
Pi9 2.34100 1} 33000 28.53000 52.36000 22366
P27 3.25600 381400 6 51000 4.83700 1.485
P28 1.71700 4906200 10 74800 9.93000 5.783
- Promedio 2.87338 332650 13 09440 2261374 6,882
DS 3.134 4 230 22242 28 406 5.800
t-stdent p < 0.0] {diferencia sigificatrva a partir de la semana 5)
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Figura 14.- Comparacion de Ia concentracron de lgG) -ani-5 aureus en el grupo de pacientes. Se presentan
cambios significativos durante ¢l tratamier:~ entic I+ mucstra basal y la muestra de la semana 5 (p < 0.01).
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Anticuerpos IgG;

Los anticuerpos 1gG: anti- S, aureus del grupo testigo no suffen alteraciones durante el tiempo de
estudio (cuadro 25), mientras que en los niveles de estos antienerpos en los pacientes tratados con vacuna

existe un aumento significativo (p < 0 01) a partir de 1a semana 10, el incremento al final del tratamiento

fue de aproximadamente 13 \cees {cuadro 26}

Cuadro 25. Valores de JoG» anu-S_aureus_en el grupo testigo

Individuo Semana 0 (mg/dL) Semana 13 (mg/dL) Incremento selative
semana 15 / semana 0
Cl 0.0000 0 0000 1.000
C2 36 7600 20.3800 0.554
C3 46310 0.0630 0.013
C4 0 0000 0.0000 1.000
C5 G 0000 0 0000 1.000
Co 0 0000 1;_ 0 0000 1.000
C7 0 0000 i 0 0000 1.000
C8 0 0000 | 0 0000 1.000
' _
Cco 213290 32.6210 1.529
Clo 10 1490 3.8430 0.378
Cl1 0 0000 0.0000 1.000
Cl2 l 0 0000 0.2205 0.220
C13 ﬁ 54910 , 0.0000 0.000
Promedio 6.1046 4.3944 0.745
DS 11136 10.178 0.466
t-student p > 003 (difeseveia no significativa}
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Figura 15. En el grupo testigo negatino ne nay camlb os on los niveles de IgG; anti - S. qureus (p> 0.05no
significativo}
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Cuadro 26 - Valores de [gG; anti-S aurens _en el grupo de pacientes.
Paciente Semana ( Semana 5 {(mg/dL) Semana 10 Semana 15 Incremento refativo
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) semana 13 fremans €
P1 0.0000 14 1750 33 080 31.030 31.030
P2 00000 250470 54 190 40012 40.012
P4 0.0000 6 4380 6.143 4.883 4.883
P35 0.0000 0.0000 0 000 0.000 1.000
Pé 0.0000 0 0600 0..000 34.814 34814
P10 52.2990 68.0520 72 621 78.922 1.509
P11 17.8600 18 4900 23740 23219 1.300
P12 0 00G0 14 9650 17 800 27410 27.410
Pl4 60.0800 45 2740 108916 87.920 1.463
P16 0.0000 0 0000 ¢.000 0.000 1.060
P19 1.1020 6 1370 12 602 20.663 18.750
P27 5.3560 8 6790 27410 45.053 8411
P28 15,4370 50 0940 31197 37.177 2.408
Promedio 11.702 19 820 31315 33161 13,380
DS 20,719 21 673 32 664 26,157 14.88¢
t-student p <001 (Dhferencia significatna a partir de la semana 10)
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Figura 16 -Comparacién de la concentracion de [pG: anti-5 aurcus , en €l prope de pacientes la diferencia
es significativa entre las semanas 0 y 10 (p < 0 01}, asi como para las semanas O y 15 (p < 0.01).
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Anticuerpos IgG;

A partir de Ja curva patrén se calcularon los mihgramos de IgG, anti-S.aurens para los grupos

testigo negativo y de pacientes, 10 se observaron cambios significativos en ambos grupos, aunque los

pacientes P16 y P 19 tienen merementos finales de aproximadamente 16 y 3 veces en comparacién con los

niveles basales (Cuadro 27 y 28).

Cuadro 27. Miligramos de IeG; anti-§ aureus en ¢l grupo testigo negativo.

Individuo Scmana 0 (mg/dL) Semana 15 (mg/dL) Incremento relativ
semana 15 / semana 0
C1 0 0000 04,0000 1.000
C2 & 7390 54930 0.628
C3 0 0000 0 0000 1.000
C4 00000 0.0000 1.000
Cs 0 0000 0.0000 1000
Cé 0 000G 0.74%90 0.749
Cc7 1.1120 2.1220 1908
C8 0 0000 3.0000 1.000
Cco 19970 0.0000 0 006
Cio 23720 0.0006 0.000
Cll 0 0000 0.0000 1.000
Cl12 0 0000 0 0000 10600
Cl13 0 0000 0.0000 1.000
Promedio 1 0938 0.6433 0.868
DSs 24430 1.5770 0483
t-student p > 005 (diferencia no sigmficativa)
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Cuadro 28. Miligramos de IgG; anti-S aureus cn el grupo de pacientes.

Paciente | Semana 0 Semana 5 Semana 10 Semana 15 Tncremants relaire
(mg/dL) (mg/dL) (mg/dL) (me/dL) semena 13 semsns 0
P1 0.0000 0 0000 0.0000 0.0000 1.000
P2 0.0000 0 0000 2 7460 01240 0.124
P4 0 0000 0 0000 00000 0.0000 1.000
P35 0.0000 0 0000 0 0000 \ 0.0000 1.000
Fé6 10 6100 69910 0 0000 0 0000 (.000
P10 0.0000 0 0000 00000 0.0000 1000
P11 0.0000 0 6000 3,8950 0.0000 1.600
P12 (.6000 0.0000 0 0000 0 0000 1,000
Pl4 15 8550 10 8610 10 8610 15.6050 0.984
Pi6 0.0000 18 6010 11 9830 16.1040 16.104
P19 5.7420 7 7400 8.6140 20 3990 3.587
P27 122.3500 148 5600 141 0700 162 1720 1.322
P2g 0.0000 0.0000 08000 0.9980 0.998
Promedio 11.907 14 827 13.790 16.584 2239
DS 33.642 40,604 38.300 44 396 4.249
t-student | p > 0.03 (no hay diferencia signficativa entre las 4 muestras)
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Figura 17, Comparacion gréfica de los valores de ipGs; ant- S, aureus entre el grupo testigo negativo y el

grupo de pacientes, en ambos grupos no hay difcrencias sigmificativas en las diferentes muestras (p>0.05 no
significativo).

77




Anticuerpos 1gG,

Para el caso de IgG, anu-S aureus, ¢l sucro control positiva utilizado no presenté reconocimiento

para S. aureus, debido a esto los valores de 13Gs anti-S.aureus tanto para el grupo testigo como para el

grupo de pacientes se reportan sélo en densidad dphica (Figura 18).

En todos los pacientes del grupo testigo (100%), ¢l valor de D.O. para IgG. fue cero {dato no

ilustrado). Para el grupo de pacientes solo ¢l 23 07% presentd reconocimiento de IgGa hacia S qureus
p p g

{cuadro 29), el 76.93% restante fue negativo

Cuadro 29. Valores de D Q. de 1pG. anti-S. airens_cn log pacientes

Paciente Semana 0 | Semana 5 (D O} Semana 10 Semana 15 Incremento relativo
(D.O) (DO (D.0.) semana 15/ semana
. 0
Pl 0.000 0.600 £.000 0.000 1.000
4 0 000 0 000 0,000 0.600 1.0600
P4 0.214 0245 0177 0.239 1.116
P5 0221 0.260 0,254 0.209 0,943
P6 0.000 0000 0.000 0,000 1.000
P10 0.000 {000 0 000 0.000 1.000
P11 0 000 0 000 0.000 0.000 1.000
P12 0.000 0 000 0,000 0.000 1.000
P14 0.000 0 000 0 000 0.000 1.000
P16 0.000 0 006 0 000 0.000 1.000
P19 0.000 0000 0600 0.000 1.000
P27 0.000 0.000 0.000 0.000 1 000
P28 0.655 0374 0381 0.546 G 833
Promedio 0 0668 0083 0778 00764 0.991
DS 0.186 0175 0,171 0.164 0.060
f-student p > 003 (no hay diferencia significatiy a entre Jas muestras)
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Figura 18.-Grafica de IpG., ants-S.ourens para el ¢ po de pacientes, no se observaron cambios
significativos durante el tratamicnio

Para JgG, se observa claramenic que ne xisten cambios en los niveles de anticuerpos en las
diferentes muestras de cada paciente al realizar : prueba estadistica de t-student, y que sélo un bajo

porcentaje de los pacientes tenian cste tipo de anticu :rpos
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Anélisis individual de los pacientes al final del tratamiento

Termmnada la mmumzacién los pacientes fucron evaluados clinicamente durante un afio para
determinar los efectos que tuvo la mmumzacién Ocho pacientes (P1, P6, P11, P12, P14, P16, P27 Y P28)
no refireron ningin episodio de fanngitis infeccicsa. 3 pacientes (P4, P5 y P10} presentaron de 2 a 3

episodios con duracion de 3 - 3 dias cada cp1sodio

Cuadro 30. Resultados finales del grupo ¢ pacientes

Incremento de anlicuerpos anti=S w15
Paciente Tea 1gGy 1gG: 1gG, T 12Ga S awrews | TIEMPODE | FUMA- | Episodios
PADECER DOR ¢n un afio
LA ENFER-
MEDAD
(ARCS)
Pl 5276 8,821 31 030 T 1 000 . 2 No [
[ 3.487 9.057 30,012 0124 1000 - 10 No *
P4 1683 13020 4843 1000 11186 - 10 No 3
P$ 1135 1390 1 600 1 000 0945 P 10 No 3
P6 1239 7147 34.814 0000 1000 . 1 Si [
P10 1018 6.056 1509 1060 1000 - 5 No z
P11 1.535 5713 1.300 100G 1000 - [ No 0
P12 0740 11350 27410 1 000 1000 + 7 No 0
Pl4 4142 2389 1.463 0984 } 000 p 3 Neo 0
P16 1134 3104 1 000 16 104 1000 4 3 No 0
Pis 1151 27366 18750 3,387 } 000 - 1 i +
P27 1500 1483 g 41} 1322 1000 - 3 No °
P28 7356 5783 2 408 0998 0 833 - 3 No 0

* Pacientes con los cuales se perdié &3 contacto daspués de termunago ¢ daenio.
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4.6. DISCUSION

Anteriormente el control de las enfermedades bacterianas estaba orientado hacia la
terapéutica, pero la aparicién de cepas antibidtico resistentes y la falta de antibidticos que sean
eficaces y no téxicos han comenzado a inclinar la balanza hacia el desarrollo de vacunas ** Para
las infecciones provocadas por S. aureus el uso indiscriminado de los antibioticos ha provecado la
aparicion de cepas multi-resistentes que son muy dificiles de erradicar, el tratamiento
quimioterapéutico debe ser muy intenso puesto que la resistencia al medicamento puede aparecer

con gran rapidez™.

Un tratamiento zlterno puede ser la inmunizacion a través de la aplicacién de vacunas
bacterianas que prevengan las infecciones y a su vez eliminen a los microorganismos. Aunque
existen algunas limitantes como es el caso del uso del Streprococco B-hemolitico del grupo A, que
es el agente causal de la faringitis recurrente, el utilizar la bacteria completa como inmunogeno no
es recomendable por su relacion con enfermedades autoinmunes como Ia fiebre reumatica®’. En
este estudio se analizaron los efectos inmunoclogicos de una vacuna bacteriana de S. aureus cepa

Cowan 1 aplicada a pacientes con faringitis recurrente asociada a S. aureus.

Las vacunas para prevenir las infecciones causadas por S. awreus se han utilizado
primordialmente en animales, en las vacas la mastitis es una enfermedad que causa grandes
pérdidas econémicas por lo que se han desarroliado diversas vacunas Estas vacunas estan hechas
a base de bacteria completa muerta por.calor, por polisacaridos capsulares unidos a proteinas o
una combinacién de S, aureus micioencapsulado con adyuvantes™®®. La vacuna utilizada en el
presente estudio contiene a la bactena completa muerta por calor a 121 °C por 1 minuto, la cepa
utilizada fue S. aurens Cowan 1 (ATCC 12598), caracterizada por producir altas cantidades de
proteina A, La inactivacion se realizé en el menor tiempo posible para evitar la alteracitn de los
antigenos; las condiciones de inactivacion utilizadas fueron suficientes para matar a la bacteria
(cuadro 14). Una vez confirmada la esterilidad de la vacuna se aplico a pacientes con faringitis

recurrente con presencia de S. aureus en faringe para evaluar su efecto biologico.
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En el presente estudio se encontré que la frecuencia de S.aureus en los pacientes con
faringitis recurrente fue de 41 %, en tanto que en los individuos sanos sélo el 23 % es portador de
S. aureus, esto es lo esperado por que el S. aurens es considerado un microorganismo oportunista
de las vias respiratorias, que coloniza facilmente cuando existe de por medio otra infeccion viral o
bacteriana®® y en los pacientes con faringitis recurtente esta de por medio la infeccion causada por
Streptococcus B-hemolitico y las infecciones virales™™. La proporcion de hombres y mujeres en el
grupo de pacientes con faringitis fue 50°50 es decir no existe relacién con el sexo. El porcentaje de
portadores sanos que se encontrd (23%), coincide con el reportado en la literatura que es de
25%2 En estos pacientes a pesar de estar colonizados por el S. aurens no se presentan
infecciones frecuentes de las vias respiratorias, lo cual no es de extrafiar ya que el S. aureus esta
reportado como un microorganismo que puede residir en nariz y garganta sin causar dafic en

algunos individuos con una apropiada respuesta inmunclégica hacia esta bacteria™.

Los efectos inmunolégicos que se observaron después del tratamiento con la vacuna no
reflejan cambios en la respuesta celular tipo IV (hipersensibilidad retardada), la cual fue evaluada
por las prucbas intradérmicas; este fue un resultado esperado por que la respuesta celular de tipo
IV esta dirigida principaimente en contra de microorganismos intracelulares como los virus v las
micobacterias®®! En genera} ia mayoria de los pacientes responde adecuadamente a los antigenos
inoculados, v s6lo 3 de 13 pacientes (P10, Pi2 y P16) tienen una baja respuesta celular. Esto
posiblemente se puede deber a que estos pacientes no hayan tenido previo contacto con el
antigeno, lo cual es evidente sobre todo en P16 y P12 en donde la anergia es constante antes y

después del tratamiento (cuadro 18)

Para el paciente P10 se observa una baja respuesta después del tratamiento, en este caso la
anergia encontrada representa una disminucion de la respuesta que no concuerda con la
explicacidn para los casos anteriores, de tal forma que la causa puede ser explicada por diversos
factores como el estrés, cambios hormonales, use de medicamentos o procesos que comprometan

1 i dgico™ y d b ! delos d
¢l sistema inmunoldgico™, creemos que la causa fue provocada por ambos 0 por alguno de los dos
primeros factores ya que durante el estudio el paciente no refirié ninguna enfermedad ni uso de

medicamentos.
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En relacién a la respuesta humoral se ha asociado la presencia de infecciones recurrentes
de las vias respiratorias con inmunodeficiencias selectivas de anticuerpos, principalmente de la
clase IgA e IgG*****® Para el diagnéstico de estas inmunodeficiencias en necesario determinar los
niveles sénicos de IgA que deben ser menores a 5 mg/dL, para IgG los niveles séricos pueden ser
normales, por ello es necesario determinar la concentracién de cada subclase®. En este estudio a
Jos pacientes v a los individuos del grupo testigo se les determinaron los niveles séricos de
inmunoglobulinas totales de las clases IgA, 1gM e IgG para identificar la existencia de una
deficiencia selectiva de anticuerpes. Al comparar los valores séricos de IgA, IgM e IgG de todos

383133539 1o se encontraron

los individuos y de los pacientes con los valores normales reportados
inmunodeficiencias en ningln caso, sin embargo para IgG no se determinaron las concentraciones
de cada subclase por ello no descartamos la posible existencia de una inmunodeficiencia de alguna

de las subclases.

Por otro lado no existieron cambios significativos en los niveles séricos de
inmunoglobulinas totales 1gA, IgM e 1gG en el grupo testigo durante el tiempo de estudio (cuadro
19), mientras que en el grupo de pacientes se presentd un aumento significativo en los niveles
séricos de IgG totales. p < 001 (cuadro 20) En condiciones normales como ocurre con el grupo
testigo no hay cambios significativos en los niveles de inmunoglobulinas, a menos que exista un
proceso evidente de estimulacion o inhibicion del sistema inmunolégico™, y puesto que el grupo
de pacientes, durante ¢l tiempo de tratamiento, no estuve sometido a ningin otro estimulo del
sistema inmunolégico que la aphcacion de la vacuna estafilococal, dicho aumento en los niveles
séricos de IgG fue provocado por la aplicacion de la vacuna estafilococal. En contraste los niveles
de IgA e IgM al igual que cn el grupo testigo no sufiieron cambios durante cf tiempo del
tratamiento (cuadro 20) ¥] hecho de que los valores de IgM no aumentaran ¢s logico porque el
intervalo de muestreo de 15 semanas no permite observar cambios de una respuesta humoral
primaria, debido a que esto ocusre dentro de las primeras semanas (7 a 25 dias) posteriores a la

primera inmunizacién v donde el anticuerpo predominante es la IgM'**!

83



El incremento selectivo de anticuerpos IgG concuerda con lo referido en la bibliografia
acerca de que la principal clase de anticuerpos que opsonizan al . aureus son 1gG*. Ademis se
pone de manifiesto que la respuesta obtenida al final del tratamiento (semana 15 ) es de tipo
secundaria, porgue como esté reportado los anticuerpos de la clase IgG son los que predominan

en una respuesta secundaria’®’

Para los anticuerpos especificos hacia el S. gureus Cowan 1 se determinaron los niveles
séricos de IgA, I1gG), 1¢Gn, 1gGs e 128Gy especificos para S. aureus Cowan 1. En el grupo testigo
el 77% de los individuos reconocid al S, anrens Cowan 1 con IgA sérica, lo cual indica que han
tenido previo contacto con la bacieria, en contraste el 23 % restante no lo reconoce. En el grupo
de pacientes todos reconocieron al S, aureus Cowan 1 con IgA y no se encontraron cambios
significativos (p > 0 03) en sus niveles séricos promedio, existe un incremento promedio de 2
veces al final del tratamiento (cuadro 22), posiblemente Ja vacuna estafilococal pueda causar un
incremento mayor de laA sérica a dosis mas grandes que las utilizadas o a mayores tiempos de

exposicion.

Para determinar la importancia que tiene los anticuerpos de la clase IgA en suero en la
respuesta inmunolégica hacia el S. aureus comparamos los niveles de IgA anti- S. aureus Cowan 1
de los individuos del grupo testizo con los pacientes (dato no ilustrado), y encontramos que no
hay diferencia significaiiva, es decir que la recidivas de la faringitis no estd relacionada con los
niveles séricos de IgA. vsto sugiere que la IgA de importancia en la respuesta hacia S. aureus en la

infeccidn respiratoria es la que se produce localniente en la mucosa®.

Como se menciond anteriormente los anticuerpos de la clase IgG fueron los que
aumentaron con la aphcaciéon de la vacuna, ademas de ser los de mayor importancia en la
respuesta humoral hacia §. aurens® Para evaluar Ja importancia que tienen las diferentes subclases
de IgG se han realizado dixersos cstudios en donde se han determinado cuales son las subclases de
IgG que se producen en contra de los polisacaridos capsulares, y lo que se ha reportado es que las
subclases 1y 2 son las que se producen, siendo mayor la cantidad de IgG, y que ademés tienen

mayor duracién®®, En nuestro estudio evaluamos la importancia de las diferentes subclases de
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1gG hacia los antigenos de superficie del §. aureus Cowan 1 a través de la comparacién en sus
niveles séricos. Encontramos que los anticuerpos IgGy e IgG, tuvieron un aumento de
aproximadamente 7 y 13 veces respectivamente al final del tratamiento en los pacientes (cuadros
24 y 26), mientras que para IgG; e IgGs no hay cambios con el tratamiento (cuadros 28 y 29). La
IgG, aumenta aproximadamente el doble que la I1gG), estos resultados son acordes a los
reportados para los polisacaridos capsulares de S. awreus. En cuanto a valores absolutos, son
también los anticuerpos TgG: los que se encuentran en mayor cantidad tanto anterior ¢omo
posterior al tratamiento Para Ig(, el aumento significativo de anticuerpos comienza en la semana

3 (cuadro 24), para IgG, el aumento significativo se observo a partir de la semana 10 (cuadro 26).

Estos resultados muestran primero que la lgG; es la clase mds importante en el
reconocimiento hacia S. aureus, y que su cinética de produccidn estimulada por la bacteria fue
menos rapida que la de 1gGy Lo anterior se confirma por gue comparando los niveles de IgG; e
1gG; anti- §. awrens Cowan 1 observamos que la 1gG; se encuentra en mayor concentracién

{cuadros 24 y 26).

Por otro lado se observo que los pacientes reconocieron al S. gureus con IgG, en todos los
casos. En cambio, para IgG, al inicio del tratamiento s6lo 6 pacientes {46%) lo reconocen y al
final del tratamiento son 11 los pacientes (85%) que lo reconocen con esta subclase, es decir que

hubo un aumento del 40 % en el nimero de pacientes que reconocieron con 1gGs a S.aureus

Para determinar si hay relacién entre las recidivas de la faringitis v los niveles séricos de las
diferentes subclases de IgG anti- 5. aurens Cowan 1, se compard mediante una prueba t-student
los niveles de cada subclase entre los pacientes y el grupo testigo en la semana cero (dato no
ilustrado), y se encontré que solo para IgG) anti- §. awreus Cowan 1 existio una diferencia
significativa (p < 0 05), mientras que para [gGs,, [gGs € 1gGa no se encontro entre ambos grupos
(p > 0.05). Los pacientes tuvieron niveles mas bajos de IgG, que los testigos antes del tratamiento
(semana 0), en contraste en la semana 15 no existieron diferencias en los niveles séricos de 1gGy
entre ambos grupos, tomando en cuenta que después del tratamiento los pacientes tienen una

marcada disminucidn en las recidivas de faringitis {cuadro 30), los resultados indican que las
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recidivas de faringitis estan estrictamente relacionadas con los niveles séricos de IgGy anti- S

aurens Cowan 1.

Para tener un panorama més completo acerca de los factores que predisponen a la faringitis
recurrente comparamos conjuntamente todos los resultados para cada paciente (cuadro 30). Lo
primero a sefialar es que el nimero de pacientes (77%) que presentan un aumento de anticuerpos
IgGh en contra de S. awrens Cowan 1 es e mas alto, seguido de IgG, (62%) y posteriormente IgA
e IgGs Por otro lade en todos los pacientes disminuy6 el mimero de episodios de infeccion
faringea en un afio posterior al tratamiento, siendo 8 lospacientes que no presentaron ningin
episodio, tres pacientes presentaron de 2-3 episodios con una duracion méaxima de 5 dias. Es
importante resaltar que antes del tratamiento con la vacuna estafilococal todos los pacientes
presentaron mas de 3 episodios al afic y cada episodio con duracién de 10 a 15 dias. Por lo tanto
el aumento de anticuerpos, sobre todo de las subclases 1gGi e IgGy, inducido por la aplicacién de
Ia vacuna estafilococal fue capaz de reducir la frecuencia y por lo tanto Jas recidivas de la faringitis

en los pacientes.

Otros factores a considerar es que a pesar de no presentar episodios de faringitis infecciosa
el 47% de los pacientes continuaron siendo portadores de S. aureus en faringe. Esto se debic a
que la presencia de §. curens en la faringe esta condicionada a varios factores como se observa en

1a cuadro 30, como son el habito de fumar y la cronicidad de la faringitis.

Por lo descrito anteriormente pensamos que una buena opcion para el tratamiento y
prevencién de la faringitis yecurrente es el uso de la vacuna a base de S. aureus Cowan 1, y para
garantizar la erradicacion de la bacteria se recomienda administrar conjuntamente con la vacuna

una terapia con un antibiouco al cual sea sensible la cepa de S. aureus de cada paciente.
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Por otro lado, los resultados muestran que el aumento de anticuerpos se genera a partir de
la semana 10 para IgG. y 15 para IgG; , sin presentar cambios en la semana $ para ninguno de los
dos anticuerpos, esto comncide con la mejoria clinica observada, la cual se present6 entre esas
semanas. Por lo anterior consideramos que el tratamiento debe comenzar con la dosis contenida en
el frasco mamero 2 (240 x 10° bactenas / mL) s riesgo de comenzar con una mayor dosis porque
el uso de la vacuna durante el tratamiento no presentd problemas de hipersensibilidad u otra
reaccidn adversa en ninzuno de los pacientes. La tinica reaccion secundaria que se observo fue una

sensibilizacion al dolor en el siio de aplicacion

Fn resumen, se concluye que la falingitis recurrente asociada al 8. aureus esta relacionada
con los bajos niveles séricos de anticuerpos 1gG anti-S. aureus; lo cual favorece las infecciones
recurrentes, en cambio cuando se estimulé la produccién de estos anticuerpos con la vacuna las
recidivas disminuyeron miarcadamente Por otro lado los anticuerpos a nivel sistémico que mas
participan en el reconocimiento hacia 8. anrens son las subclases IgG; e IgG;,. Los anticuerpos
1gG, fueron los que més rapido v en mayor cantidad se produjeren, posiblemente inducidos por la

presencia de polisacridos capsulares en la bacteria.
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4.7- CONCLUSIONES

La produccién de la vacuna fue sencilla y eficaz por que fue pura. estable en las condiciones
de almacenamiento (4 °C), no se observaron efectos secundarios, produce un estado de
inmunidad que disminuye la frecuencia de faringitis infecciosa, por lo tanto cumple con las

nes caracteristicas basicas de una vacuna: segura, efectiva y estable 125967,

A traves de las evaluaciones inmunoldgicas y microbiologicas durante el tratamiento se
determiné que los cambios en los niveles de anticuerpos [gG indujeron una disminucion del S.

aureys en faringe en 53.84% de los pacientes.

1a téenica inmuncenzimdtica de ELISA propuesta y estandarizada en este estudio fue efectiva
para detectar los anticuerpos anti-S, arrens a partir de muestras de sueros humanos. La técnica
es especifica porque permite diferenciar los sueros con anticuerpos anti-S. aiireus de los sueros
que carecen de estos anticuerpos. Ademas tiene una sensibilidad que permite detectar
pequedas cantidades de inmunoglobulinas séricas. A raves del procedimiento planteado se
elimina la variabilidad de la técnica v permite ser aplicada a cualguier antigeno utilizado para
detectar anticuerpos humanos. Por lo tamo las ventajas de este procedimiento
inmunoenzimatico es que es especifica. senstble. reproducible y apticable a una gran variedad

de ensayos para la deteccion de anticuerpos hwmanos.

Medianme la téenica de ELISA. denominada FLISA-STAPH se observaron diferencias
significativas en el reconocimiento humoral de los anticuerpos 1gG,. hacia S. aureus entre

individuos normales v pacientes con faringitis recurrente asociada a S. aureus.

Se logrd inducir una respuesta humoral especifica contra S. aiwens. debido a que se detectaron
aumentos significativos en los niveles de 1eG, ¢ 12G, anti-S. aqureus Cowan 1. Se demostro
que cuando eXiste uUn awmento en los niveles de estas subclases Jos episodios de faringitis asi

como su duracidn disnunuyeron notablemente en los pacientes que recibieron Ja vacuna.
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5. APENDICE

Los medios de cultivo se elaboraton de acuerda a las especificaciones de los fabricantes : DIBCO S.A. de

C.V.y BIOXOM de México S.A
Reactivos:

Solucion de Cristal violeta:

cristal violeta 20 g
alcohel etilico 20.0 mL
oxalato de amonio 0.8 ¢

agua destilada  100.0 mL

Lugol:

yoduro de potasio 2.0
yodo 1.0
agua destilada 100 ml.

g s

Decolorante para Gram:
etanol al 95% 50 mL
acetona 50 mL

Safranina:
safranina 05g

agua destilada 100 ml.

Solucién amortiguadora de carbonatos 0.1 M pH 9.6

NaHCO3 56¢g

NapCO3 35¢g

agua bidestilada 1000 mL

Solucién amortignadora de fosfatos salina (PBS), 0.01 M pH 7.4
KHaPOy 0.544 g

KaHPOy 1.040 g

NaCl 8.76 8

agua bidestilada 1000 mL

PBS con 0.05 % de Tween 200

Tween 20 50 b

PBS 100 mL

Solucion de bioqueo:

Albtimina sérica bovina (Sigma) 20¢g
PBS 160 mL
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Solucién amortizuadora de citratos 0 i M pH 5.5:

citrato de sodio tiisédico 29 ¢
acido citrico 0.41g
agua bidestilada 100 mL

H2804 2 Normal;
4cido suifirico puro 100 mL
agua destilada 8§00 mL

Solucion de Evans: {pH = 7.0 +/- 0.2)
NapHPO4.12 HaO 1.72 g

=
KH2POy4 0363 g
NaCl 5.00 g
Fenol 400 ¢
Agua inyectable 1000 mL
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