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INTRODUCCION

Una de las bacterias que =e han estudiado con mas inten-
sidad debido a =u ubicuidad y a la habilidad que tiene de pro-
“ducir numerozos cuadros clinicos ¢x Staphylococeus pyogenes,
[iste germen ha adquirido en tienipos recientes gran notorie-
dad debido a que la incidencia de infeceiones causadas por €l,
ha ido incrementando notablemente: exto ¢ debe fundamen-
talmente, a la era de los antibioticos 1,2, 30 los cuales han
afectado profundamente el halnee microbiano =obre todo en
comunidades hospitadarias o1, 5, 6, arivinado por la supre-
Sion de pérmenes susceptibles o extos agentes v zelecceionan-
do Tnz mutanies resistentes que se perpetian on la poblacion,
sirvienda estos portadores eranicos de reservorios para nue-
vos suseeptibles i traveés de infeceion erwada 07, %, 9,10, 11,
120,

Los estafilococos estan amplizunente distribuidos en la
naturaleza vono es dificll encontirseles en L piel v cavida-
des ahiortas del Fombre donde habita comao un comen=al v en
balance armonio=o con Jos otros gérmenes que forman parte
de la ceologia de eada Jugar. Sin embareo, desde haee muchos
anog, ze reconoce (que existe una vartedad de estafilocoeos que
tiene propicdides muy padticwares que cdiferencian de otros
estafilococos v que permiten a los primeros, invadiv los teji-
dos del huwesped, Jesiondandolos, Si=e estudian los productos
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gronerados por extus rérmenes palogenos, se notara que difie-
ren en muches aspectos metabdlicos de sus congéneres sapro-
fitos 1131 por ¢jemplo, 2e sabe gque estoz estafilococos patéd-
geno= producen un pigmento dovado del cual =¢ deriva el
nombre de Staphyvlococeus aurcus para diferenciarlo de’sus
companeros aprofiios que no producen pignmento voque se
les denoming Staphyiococcus adbus, Las copas aureus, qie son
conrideradas como patogenas debido ol produecion de este
plgmento voque =icmpre =e aislabon de Jesiones: producen una
exotoxina iermoliabil v necrotoxica t1i 15 produceen tam-
hicn coatro hemolisinas en distintas proooveiones, de Tas cua-
Tes T alfa toxing que hiemoliza oz globulos rojos del conejo
voque probeblemente =ea idéntiva a ke exotoxina, guarda una
muy buenn relaceion con el poddy patogenn del germen; Csta
no exti presente en o= filtrados de iz cepas savrofitaz, Ade-
mits las copas patogenas producen otros faetores auresivos
que cFLA cast o slempre ausentes on s no patogenas, tales
coma leucocidinas, hialuronidasa, una fibrinolisina v una en-
terotoxina, Las cepas patogenas tambicn tenen la propiedad
de fermentar el manitol, Hevar L g latinae vy produeir una’enzi-
ma capaz de congular ol plisma de algimas eapecies thombre,
corejo. perro, eaballo, ete o 116, 170 Una revision muy com-
pleticde Jox factores que determinan ki patocenicidad de esta-
fillococos, fud hocha por Blair o1X0

[ encuestas hechas con el objero de determinar 51 un
estafilocoeo aizlado de una lesion o de wna rewion tiene poten-
cindidades patogenas <e ha ensayadoe Lo investigacion de al-
gunos de estox producto: metabdticos con el ohieto de dife-
renciae entre una cepa potencialmente patogena deouna =i
profitas A= pues, han aparecido o teaves del tiempo, diferen-
tes eriterios vose B puesto de modes tone b produecion de
plemento, la fermentacion de manitol fnoproduceion de alfa
hemo'=ina, b Henefaceion de fcgelating o gquizae o mas res
ciente v e aniversalmente aceptadie e formaeion de coagte
B 119

Peindios vealizados por diversos antore. o Mueh, 1908

Dy 19200 10200 1927 Gras, 1027, 1T02s 100t Calizsanao,
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purificandoia hasta tener un producto de gran actividad con
el objeto de determinar =i al ser inyectada intradérmicamen-
te con estafilococos no productores de congulasa, les confe-
ria la propiedad de producir lesiones importantes y progre-
sivas semejantes a las que producirian estafilococos coagulasa
positiva, Por otro lado, s¢ tenfa gran interés en determinar
=1 esta enzima era antgénica v =¢ podrian producir anticuer-
po= que anularan su accion coagulante v, una vez logrado es-
to, a lo= animales axi inmunizados v con anticuerpos anticoa-
culasa circulantes, inocularlos con estafilococos coagulasa po-
sitivi, en presencia de animales no inmunizados v ver =i los
anticuerpos, al bloquear la accion de Ta congulasa, afectaban
en alguna forma o virulencia v, por conziguiente, el tamano
de ax Tesiones producidas, Los resultados de extas investiga-
clones, asi como la implicacion de loz hallazgos, son expuestos
en los s{guientes capitulos,




MATERIALES Y METODOS

Bl primer paso necesario parva la introduceion a este
estudio conzistio en el aizlamiento v purificacion de la coagu-
lasa con el objeto de tener esta enzima libre de otros facto-
res agresores del Staphylococeus y probar su efecto posterior-
mente,

Preparacion de coagulasa:

Para la eleceion de la mejor copa productora de coapula-
sd g0 examinaron aproximadamente cuarenta cepas distintas
de Staphylococens coagulaza positiva que habian sido aisla-
das en =n mavoria, de pacientes del Hospital Universitario,
Degpucs de fa titulacion de los sobrenadantes del cudtivo en
caldo, =¢ encontro gue los maz altos eran de 161 Ne esco-
gio entonees o miejor, pero, como ze vio mas adelante despues
de intentos vanos de preparar una coagudasa de gran aclivi-
dad, era necesario tener una cepa cuvo titulo de coagulasa
fuera mucho mavor gque oz encontrados on estas cepas, on-
tonees se =oficito a0 Tager de e Universidad de Fmory v oa
Fokstedt de la Universidad de Movthwestern una de sus cepas |
tipo, Despucs de en=avarse pmbiaz =e eseagié I copa No, 104
de Tager cuvo titulo de congulasa fwe de 12018,

Para In copa coagulasa negativie ¢ probaron dicz copas,
escogiendose Ia copa HU 7, aislada también de un paciente
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del Hospital Universitario,

Para titular la coagulasa producida por las cepas se om-
pled el método siguiente, Se =embraron en caldo BHI incu-
bandose durante 24 horas, Iin scguida se centrifugd v del so-
brenadante s¢ tomo I ml v s¢ puso en un tubo de ensayo de
13 N 160 mm.. de ahi =e tomd 05 ml, que =e pasaron a otro
tubo conteniendo 0.5 1l de caldo v en adelante =e fucron di-
Juyendo pasando 0.5 m! a otros tubos que contenian un vo-
lnmen igual de caldo para hacer diluciones geomdétricas 1:2,
Fol, 138, ete, Se dejo un tubo conteniendo 0.5 mi, de caldo
solo v que =erviria de control negativo,

A cada tubo ze e anadio 0.5 ml, de plasma citratado de
conejo, =¢ mezelo e incubd en bano de agua a 370 durante
tres horas, al final de las cuales <e leyo, teniéndoze coma ti-
tulo de dicho =obrenadante, I difucion mas alta e mostra-
< cudlquier signo de coagulacion,

Se escogio o] plasma de concjo por ser ézle ol que fornma
codgulos mias consiztentez v oduraderos vy porgue da menos
resultados falzos negativos,

Emétodo originalmente usado para la purificacion de
L conpulusa fud o descrito por Yotis v Flkstedt 1270, como
sipue:

L= cada litro de caldo BHT 2e e anade T ml, de las siguien-
tes woluciones:

HabBogy 0060 @ litro
MnClo | {H o0 0.035 g litro
CusSlg . 520 0.040 o litro
HoMobg | Hpo ' 0,020 ¢ lro
FeClz | Hp0 0.250 ¢ litvo
ZnShg 0.200 ¢ litro
K1 ' 0100 o litro

51 medio ex distribuido en matraces de 1000 i, ponien-
do 500 mil, en cada uno,




o fa vepa de o locoro congralas positivi 08 inoculada
en placis oot agay B e incubada por 21 horas a 5T7C

3 Tubos que conticnen alrededor de 10 ml, de caldo BHI
con inoceulidos con el AEpenEion hecha anadiendo 1 ml. de
caldo DI o dis nlacas aneriores, Los tubos =on incubadoz
durante tres horis o BT,

A Civda e os mocentado von el contenido de uno de los
fuhos o neubade durante 1 dias a0

5 - Los cultives suil Hhpacos de Tne ceindas por centrifuga-
Cion i aihn npt por 10 minutos,

(3 10 paterialoes acidilicndn fentapente con aeido clorhi-
Arico 1N hastann pH de 5.5 {0 Sodeien o] refrigerador
1o por 12 2T heras st que s sedimenie todo ol precipitas
do tormado (precipitacion de oo enzinue en su punto izoeléc-
fricoy (230

T ol aobrenadante es descartado v los precipitados reuni-
dox por contrifteracion a 3000 PP por S minutos,

w bl precipiiado es lvado con 10 ml de solneion huiler
do et tplb st Se centrifuga g 3000 1P por H minu-
Lo,

G Se disachve el previpitindo en {H0 ml, de solucion hufler
Jdo fosteo MO T pliRa, S peetifica el pily =e pone apH 8-
00 con loadivion cuidados de Naoll 1IN Qe centrifuga por
una hora e Hien PP Se desearti ol precipitado, losto sirve
et se i [rieeion proteica fnaetivicgue precipitacon
Lo coneulusi a pll AR

1O o e aeidifien el sohrenadante aun pli G5 con e IN Se
Aieden 100 mide Aleohol de 9505 o chorro capilar, con agita-
Gonn conslanle @ temperatura do —oC, Be contrifugn en {rio,

7 —

e



11— Il adeoiol cobrenadante es descartadoy el precipitado
es juntado por contritugacion a la misma cemperatura,

12— 157 precipitado s Lavads con 450 mi, de alcohol, De cene
Urifuga v ose dizuelve con colucion buffer de fosfato pll 8.5,
recdficando quu sed mis o ekos e N2,

13- Se ahade =ulluto de amonio =0'ido hasta aleanzar un
S-1205 du s traeion, =e dejaen el refrigerador por 12-2.1 ho-
cas para que se forme ol precipitado, e contrituga on frio v
so descart el previpitadn, conzervando ol sobrenadante,

1. =e ajusia ol plla GO T e trata con 100 il de etanot,
Seodeja Lormar el precipitado en el frio por 12-21 horas

[5 e Secentritu i de nrevo en Irio de~cartatdo ¢l sobrena-

dante v conseivando ol precipitado,

16— Il ln‘(:cipitzldn es lavado con 100 miL de aleohol, centri-
fugado v disuclioen <olucion bulfer de Tosfato pH 82

17 - Se anade sl de anronio hasta obtener wn 10 10Y e
caturaeion, Sedeicen frie paraogue =e forme el precipitado

dirante P22 horis yoeste es descartado por centrifugacion,

s Se nduat ol pll Aol =obrenadante o Ho-60 v se ahaden
de neve Loomd de Alrobol de 999 w A

PO e S dindian comire apie s Holilina,

s -oluciones bulfer Tueron preparadas de steuiente
Imaneri

P Lo colucion buffer de acctato plbas:

deido aeetico O, N 176 1l
i‘\\,’\‘l:l‘uo(ll'r‘*)(li(i“,li\: 24 ml.

— 8 =
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Para tas soluciones buffer de fosfatos:
Soluciones madres:

NaoHPOg4 | 2Hp0 - 11RT6 g1
KHo1'04 c— 9078 g1

]

Para pH 85:

0.7 partes de Tacsolucion do NapHPOg | 2H 20
S0 partes de la solucion de KHol'ng

Para pH 82
9.5 partes de la =olucion de Napliiog | 2l20
0.5 partes de Ia soliweion de KHoP0g

Para medir ol pH se ugd un potenciometro Beckman (Ze-
romaticr de electrodo de vidrio, Se wjusto el pH con una u
otra solucion =i no coincidia exaccamente con el pH deseado.

Vicndose que t coagulasa obtenida al final de la téenica
no era lo suficientemente activa para poder utilizavia, se si-
cuio o actividad de Ta coagulasa en cada paso de Ia téenica,
viendo que al Hegar a la precipitacion con =ulfato de amonio,
I congrdaza perdia gran parte de zu actividied, Se decidio, por
este motivo, suprimir esas precipiticiones, conercetindose a
sepuir Joa primeros pasos de la téeniea v hacer varias preci-
pitaciones con aleohol, AT final, en la altima precipitacion con
aleoliol v lavado el precipitado con mas aleohol, =e zepard por
decantacion v el resto del aleohol gue quedabi con el preeipi-
tado, =0 evapord bajo corviente de aive seco Il precipitado
fuc entonces Hofiiizado, Ademas como =e perdin tanbicn acti-
vidad durante las centrifugaciones o temperatura ambionte,
se deeidio hacerias todas en centrifuea velrigerada,

Siguiendo esta téeniea moditicada <o Jopra obtener una
coagula= en b que T mg, disuelto en 1T ol de caldo BHT dio
un titulo de 1:10240 creeiproco de dilucions en tres horas de in-
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cubacion a 37°C. con 0.5 ml, de plasma de conejo,

La cantidad de coagula a obtenida fué, aproximadamen-
te, de 1.5 g. babiendo partido de la inoculacidn de seis litros
de caldo BIIL, La coagulisa liofilizada fwé conzervada o
—20°C,

EXPERIMENTOS PARA DETERMINAR EL EFECTO DE
LA COAGULASA PURIFICADA EN LA VIRULENCIA
DE ESTAFHOCOCOS COAGULASA NEGATIVA:

[iste experimento fué disenado con el objeto de ver si
estafilococos coagulasa negativa mezelados con coagulasa in-
crementaban =u virulencia, demostrable por la formacion de
una lesion cutanea méas grande y =emejante a la producida por
estafilococos coapgulasa positiva, en comparacion con los con-
troles de estafilococos coagulasa negativa,

Se hizo seleecion de conejos albinos de un pe=o de 2 a 25
Kg., todos obtenidos por cruce de hermanos, sin importar el
sexo,

Una vez seleccionados los animales por sus caracteristi-
cas fisicag, era necesario determinar si contenian cantidades
importantes de anticterpos antiestafilococicos circuiantes, va
" fuera porque hubicran =ufride una infeecion o cuando menos,
que hubiesen tenido contacto subelinico con el germen,

La téendea seguida para L blsqueda de anticierpos con-
sistio en la obtencion de los zueros coprespondientes, hacién-
doze diluciones de ellos en =ofucion salina hasta 1016 (volumen
total 05 ml A estas diluciones v o eontroles negativos con

[ AN

solucion salina =ola, e les agrewd igual volumen de antigeno,
ge pusieron en bano de agua o 37°C durante 35 horas,al final
de las cuales =e vio, con Ja avuda de un espejo eoncavo de mi-
croseopio, =i habin o no aclutinaeion,

T antizeno fud prepaorado o partiv de an cuitivo de es-
tafilococos coagulnsn pozitivie en ealdo SHEde 20T e que
fué centrifugado v oz odrmenes Tnvados varias ves con
solucion salina e=téril v centrifugidoz, despuces =c < afiadio
una solucion de formol al 195, que e dejo durant oda Tano-
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che, Se centrifugd, e lavaron las células con zolucion salina
v finalmente, se suspendio en la misma, De esta suspension
se hizo una dilucion a la que le fué tomada, en un fotocolovi-
metro Bausch and Lomb a 420 milimicrones, su porcentuaje de
transmision, ajustandose con solucion saling, hasta que did
una lectura de 709%.

Se excogieron aquellos conejos que no tenfan anticwer-
pos o que lox tenfan o titulos sumamente bajos fmo mayores
de 1:21,

Deferminacion de la dosis minima infectante (DMI1),

Un grapo de 4 concjos fué usado para determinar la vi-
rulencia de la cepa de estafilococos coagulasa positiva (Tager
toh v o de eatafilococos coagulasa negativa (HUT) antes
de estudiarse el efeeto de la coagulasa purificada en la viru-
fencian de estafifococos coagulasa negativa,

A los animales =¢ les rasuro el lomo en un area de quin-
ce por diez centimetros aproximadamente, cortando cwidado-
samente todo el pelo. A estos conejos sc les inyeetd intradér-
micamente en lugares estratégicos, distintas cantidades de
cultivos de extafilococos congulasa positiva v de estafilococos
coagulasa negativa,

Antes de hacer tus inoculaciones =¢ hizo un cuanteo via-
ble de los cultivos que =e iban a inveciar, por el método cla-
gico de hacer diluciones en =olucion =aliita de un cultivo en
caldo BHI de 24 horas dei germen, lavandose varias veces los
gérmenes con =olucion salina v centrifugando, resuspendiéndo-
=¢ finadmente en = volumen original de caldo, Se tomd un
mi. de estas dilueiones y =e pusieron en placas de petri, ana-
diéndosecles agar nutritivo que =¢ habia mantenido Tiquido a
45 °C, mezelandose bien ¢ incubdindose qurante 24 horas a
37,

Dox concjos fueron inyectados con 000 mb del cultivo de
extafilococos coagulasa positiva gue contenia X 107 baete-
pias v 0.0 mi, de las diluciones 10 2 10 10 v 100° del mis-
mo cultivo

— 11 —




Los otros dos conejos se inyectaron con 0.1 ml, del culti-
vo de estafilococos coagulasa negativa que contenia 3 X 10°
microorganismos v 0.1 ml, de las diluciones 1071, 10 % 10" y
10 % del mismo cultivo, .

Las lesiones formadas se observaron a las 24, 48 v 72 ho-
ras, midiendosze ¢l didmetro de las mismas en milimetros v ob-
servandose =1 hubo o no formacion de pus,

Se obzervo que las mejores lesiones se obtenian con los
cultivos sin hacer dilucion alguna, va que al dizminuir una uni-
dad de logaritmo la concentracion de lox gérmenes, las lesio-
nes disminuian ripidamente de diametro v =e volvian muy va-
riahles, de tal manera que sc¢ adopto u=ar el maximo de cre-
cimionto de bacterias como unidad infectante,

fecto de la coagulasa sobre la virulencia de estafiiococos
coagulasa negafiva,

Una vez determinada la virulencia de las cepas, a un gru-
po de cinco conejos e inoculd en lugares estratégicos, con
0.1 ml, de un cultive de etafilococos coagulasa negativa que
contenia & X 10" microorganizmos teuanteo promedio de va-
rios cultivos t=adosy adiclonados con 1. 25,5 v 10myg, de
coapgulaza purificada, respectivamente,  Ademas =e inoculd
0.1 ml, de este mismo cultivo 2olo v 0.1 ml, de un cultive de
estafilococos congula=a positivae que contenia 3 X 107 bacte-
rias feuanteo promedio de vaios cultivos empleados que ser-
virian como controles, También =¢ inocularon con 5 mg,
de coapulaza purificada disuehos en 0.1 mi de solucion salina
estéril para ver su efecto por si sola, Las bacterias de ambos
cultivos empleados fueron Livadas repetidas veees con solu-
cion saling e=téril v finalmente resuspendidas enoun volumen
irual al originad con caldo BHIL antes de hacer las inoculacio-
nes,

— 12— .




INMUNIZACION DE CON 1108 CON COAGULABA,

Preparacion del antigeno:

Como muchos investigadores habian fracasado en la de-
mostracion del poder antigénico de la estafilocongulasa inyece:
{ando animales directamente von coagulasa purificada o bien
filtrados crudos de cultivos conteniéndola tWalston, 19351
Smith and Hale, 1941 Mercier, Pillet and Perry, 1948 Rekker,
194001 1201, s¢ empezaron ausar diztintos adyuvantes que, a-
fadidos a la coapulasa, promovieran i fa produccion de anti-
CUOTPOS,

Boake 1300 demostro que usando fozfato de aluminio
como adyuvante, s¢ obtenia un buen titlo de anticongulaza.
Basdandose en estos resultados, ¢ penso on emplear esta téc-
pica para inmunizar Jog animales, Latéenien 3 semejante i
1 deserita por Duthie v Lorenz (311 aue tiene sus fundamen-
tos en el método de Holti32h, que =e deseribe para la prepa-
racion de un antigeno con toxoide dificrico, La principal di-
ferencia entre la téeniea usada por Boake vla de Duthie ¥ Lo-
renz estriba en las distintas cantidades de coagulasa adsorhi-
da al adyvuvante,

.o téenica consiste en la preparacion del adyuvante, for-
fato de aluminio, a partic de una colueion de cloruro de alu-
minie haciendola reaecionar con otra <olucion de fosfato ri-
<odico. ajustando el pH final o 1.8-5.0, Re osteriliza al autocla-
ve, se reajustael pH anadiendo ol prescrvador gue o una {0-
ueion de aeetato de sodio v ctilmerenriotiosalicilato de sodio
disueltos en agua, A\ este advuvante =e anade finalmente, la
coaunlasa,

De los trabijos de Boabhe v de Dthie v Lorenz se dedwjo
1 cantidad de conrulasique deberin ser adsorbidapor ol fox-
fato de aluminio. Cada milititee de fesaspension de fosfato
de aluminio conteniin scis nailioraos de Tosfate de aluminio,
Duthice v Lorenz adzorbieron B0 me congilasi por myn do
AlPOg v un plhde 15 Lo conenliea o Jdiaolvicron en <olueiom
calina 4 nna coneentraeion do 19, Boakeoon =1 trabio, ad-
sorhio Hmg, de coneulis=n sobre Doy, de Aog.

1 —



Para tener uha mayor sepuridad de que la coagulasa
fuera completamente adsorbida, se usaron H mg, de coapi-
Jasa disueltos en 0.5 ml de <olucion salina ad=orhi¢ndose sobie
3mg. de A1l0g contenidos en 0.5 ml, de la suspension de fos
fato de aluminio: siendo ol volumen total de 1.ml,

Se prepararon H0 ml de I suspension de ATPO4 a log
que se agrego lentamente v mezelando bien, 500 mg. de la
coagulasa purificada v Jisucltos on 50 ml, de =olucion salina.
Una vez preparado el antigeno, fue conservado a 4°C,

Cadda uno de lox animales, de un gruapo de diez conejos,
reeihio una inyeecion intramuscular de 1 ml del antigeno se-
manariamente, durante nueve semanas,

Titulacion de anticoagulasa:

Se investigaron lox titulos de anticoagulasa en oz sueros
correspondientes a las cuatro, seis vonueve semanas,

La téenica empleada para esta titulaeion fué semejante
a ln deserita por Boake 1300, [on primer lugar se proba el ti-
tulo de Ia coagulasa que se b emplear en la titulacion el
mismo dia quee e ibaa hacer, para determinar la dosis mini-
ma coagulante,

Se hicieron dilneiones de los sueros hasta 161 con #0-
lueion sadina tvolumen final 025 ml, A eada tubo ze le agre-
garon 2 dozis minimas coagulantes disueltaz en (025 ml, de pepr
fona ol 204, so mezelo muy bien v =¢ deja on hano de agua a
97+ durante uni horas Pinadmente =e anadio noeada toho,
frual volumen de plisma de conejo, Semezelo perfectamente
vose dejoen el oo de neuan durante tres horas,

Se tomo conmo titalo de anticonenlisa, ladilision mias nl-
ta en que hubiera =ido inhibida completamente a aceion de
la congulas=a,

Inoculacion de animales inmunizados ¥y no inmunizados con
estafilococos coagulas positiva ¥ congulasa negativa,

Una ver determinado el Gitulo de anticuerpos de cada
uno de Tns animales inmunizadas, se procedio a la innculacion

— 11—
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intradérmica de predeterminacas cantidades de estafilococos
coagulasa positiva v de extafilococos congulasi negativi a
eslos animales y @ otros no inmunizados que sirvieron de con-
{roles, para ver si la Imunizacien con coagulasa v L presen
cin de anticuerpos contra ¢, inhibia ln implantacion de los
ectafilococos coagulasa positiva,

Se inyvecta 0.1 ml deun cultive de estafilococos coagula-
sa positiva que contenta 1165 N 107 bacteriax: 0.1 ml, de un
cultive de estafilococos coagnlasa negativa que contenia H.H N
10" microorganismos v finalmente, 01 ml, de diluciones 1:10
do ambos cultivos, Fstas hacterias fueron también lavadas
repetidas veees con coheion salina estérily restizpendidas en
cu volumen original con caldo DIFL antes de emplearse en las
inoeulaciones,

Las lesiones e observaron o fas 24,48 v 72 hovas, midién-
dose su diametro en milimetros ¥ ohservandose la formacion
de pus. '
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RESULTADOS

Purificacion de coagulasi:

Siguiendo la {éenica de Yotis y lokstedt con Jas modifi-
caciones mencionadas, se obtuve una coagulasa  de titulo
1:10:24.

Titulacion de anticuerpos antiestafilococicos en animales:

Se encontro que los sueros de los animales en su mayoria,
no contenian anticuerpos anticstafilocicicos,  =olamente los
conejos NUMeros dos v einco mostraron algunos signos de a-

. glutinacion en la dilucion 1:1, empleandose sin embargo, por
ser muy hajo este titulo y estar los conejos en perfecto esta-
do de salud,

Tabla No, 1
o Determinacion de la virulencia de la cepa Staphyiococcus coa-
gulasa positiva Tager 104 y de la cepa Staphylococcus coa-
gulasa negativa HU 7:

. Staphylococeus coagulasa positiva

Conejo No, 2

INOCULOS 21 horas I8 horas 72 horas ":
3N 30 mm, 2o mmy, 221 mm,
3N 10 mm, — = §
SNOTf S omn. a— ’ —_— ;
3N 107 Tomm, — ', — E
3 X 1o 2 mm. — o 1

o ) . i
— 16 —
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("INOCULOS
T X 107
10°
108
10°
10!

W W
A A

o)
b

2 X
S 3 X

Conejo No. 8

© 24 horas ¢

6 mm.

Staphylococcus coagulasa negaliva

" INOCULOS
BT O (L
3 X 10°
3 X 107
S 3 X

INOCULOS
3N 100
30X 10
3 N1
5 N 10

48 horas

*30 mm, |

Conejo No. 16

24 horas
15 mm, |

*15 mm,

Conejo No, 17

2.4 horas
16 mm.

10 mm,

(%) Sipnifica produccion de pus. '

— 17T —

s horas

10 mm,

48 horas |

1

72 horas .

*26 mm,

— »
72 horas
14 mm, |

. °

72 horas

10 mm,
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Tabla No, 2

Resultado del efecto de la coagulasa purificada en la virulen-
cia del estafilococo coagulasa negativa:

Conejo No, 19

INOCULOS 21 horas 48 horas 72 horas

Staph, Coag. positiva 13 mm. 12 mm, 10 mm,

Staph, Coag, negativa 6 mm, i mm, 1 mm,
5 me. de coagulasaen 5 mm, — : — =
1\ 0.5 ml. de sol, calina '
[ ‘
IR . ¢ - - s i
I Staph, Coag, negativa 5 mm, 5 mm, 3 mm,
Lo 1 my, de congulaga |
' {
Staph, Coag, pegativa 10 mm, % mm, 8 mm. |
25 my. de coagulasa , '
Staph, Coag, negativa: *15H mm, ‘13 mm. 0 12 mm, \
5 me. de coagulaza’ : i ‘
|

Conejo No, 3

2 5omu, de congulasi

INOCULOS o4 horas AR heras 72 horas
(Staph. Coagw, positive - 13 mm, 12 mm, 11 mm.
I ,
g.“\i::ph, Coau,. negativa Homm., 6 mm, Homm,
I5 me. de congulasa en 5 mm, — ! — i

- . . |
0.5 ml de =al =alina ‘ | |

» !
Sfaph, Coaw, negativa 5omm, Homm, 4 mm., |
1 me de conrulasa ' ‘ :

- . . - . - T
’\[;”)]\‘ (“:U-'-. n(-‘p‘;lt]\';\ ( mm, ©omm, Hemm,
|

i

Staph Con, neeativi s mm, 12 mmo 10 mm,

5 ome dde congulasa

_——_



Conejo No. 18

INOCULOS 21 horas 48 horas 72 horas
'Staph, Coag positiva © 32 mm. 30 mm, 25 mm,
Staph, Coay, negativa 13 mm, 11 mm, 9 mm,

5 me. de coagulasa en  mm, 4 mm, 3 mm,
05 ml, de =0l =alina

Staph, Coag, negativa 15 mm, 13 mm, 12 mm,
.1 mg. de coagulasa

Staph, Coag, negativi 1
2 5 my. de congulasa

Jomm, 1.1 mm, 12 mm,

Staph, Coag, pegativa Thomm, s omm, 15 mm,
5 my, de coagulasa '

Conejo No, 21

INOCTILOS 21 horag A8 horas 72 horas i
) ’ N P ~ . i
Staph, Coag. positiva O mm, Tomm, 6omm, |
Staph, Coag, negativa o, 6 mm, Homm. |
Staph, Coag. negativa T mm, Tomny Homm.
© 1 mye, de congulasa ;
Staph, Conr negativa {1 mm. ~loomm Nomm.

o de congulasa

Qeaph, Cong necativa (2 o, 1o omm 10 mm.

10 e de conprulasi

19—




Conejo No 20

INOCULOS 24 horas I8 horas T2 horas
Staph, Coag, positiva 10 mm, S mm, 7 mm,
Staph, Coag, negativa Tomm, 6 mm, 6 mm,
Staph, Coag, negativa S omm, 7 mm, 5 mm,
1 my. de coavulaza

Staph, Coag, negativi 10 mm, L0 mm, 9 mm,
5 e e coagulasa

Staph, Coag negativi 11T mm, L0 mm S mm,

10 my, de coagulasa

(=1 Significa produccion de pus.

—_ 20 —




Tahla No, 3

Titulation de anticoagulasa (Después de 9 semanas de inumu-
nizacion) :

CONEJO= DIEUCIONES
Nu. S D 1 12 1w 1.8 1:16 1:32 1:64

4 —_ — — — _ _ -,z
D — —_ — _— - - - ES
7 === 2
11 — — —_ - = o 2 4
2 — — — —_ — o RES 4+
12 . 3
15 - —_ — - RS EUR S
1 . s
e L 3- 4+
. Fon las dos primeras Gitulaciones ta las by y semanas!
" o hulp una inhibicion completa do la aceion de la coagulasa,

<in embargo, sv nota disminueion en el tamaio v eonsistencla
del coagulo €l o= dilueiones mas bajas,

: 2 -




Tabla No, { -

Resultados de Ta inocufacion con estafilococos coagulasa posi-
tiva v estafilococos coagulasa negativa a animales inmuniza-
dos y no inmunizados:

Controtes

('onejo No, 22

INOCULOS 24 horas A8 horas 72 horas
Staph, Coag pasitiva 2 mm. 25 omm, 15 mm,
Staph, Coag positiva 5 mm, T mm, 2 mm,

Dilucion 1:10

Staph, Coag negativa 10 mm, 9 mm, 5 omm, |
SStaph, Coag, negativa T mm, 5 mm, . - 5
Dilueion 1:10 ‘ ! ‘
Conejo No, 9
INOCULOS 24 horas = IS horas 72 horas

Staph, Coag, positiva 24 mm. 20 mm, 11 mm.

Staph  Coag, positiva T omm, 5 mm, 5 omm,
Dilueion 1:10 !

Staph, Coag negativa Somm, 6 mm, 5 mm,

Staph, Cong negativa —_— ; .
Difaeion 1010 !

0



Conejo No, 10

InOCULOS 24 horas 48 horas 72 horas

Staph, Coag, positiva 13 mm, 20 mm, 18 mm,

Siaph, Coag, positiva 5 mm, 5 mm, 5 mm.
Diluecion 1:10 !

Staph, Cong, negativa g mm, 7 mm, 5 mm.

Staph, Coag, negativa —_ — ; _
Diliteiom 1010 |

Animaies Inmunizados

Conejo No, 4

INOCULOS 24 horas 43 horas 72 horas -
Staph, Coag, pusitiva o0 mm. 30 mm, *21 mm. }
Staph, Coag, positiva G mm. 10 mm, ! * 7 mm. |

Dilucion 1:10 ' 1 |
Staph, Coag, negativa 10 mm, 6 mm, . | 4 nn»nﬁ,_‘i

: . : 1
Siaph, Coag, negativa 3 mm. — < — ;
. L ) i |
Dilyeion 1:10 . |

Conejo No. 1

INOCUTON 24 horas 48 horas 12 horas ;
: . ot lrd |
Siaph, Coaw, positiva 12 mm. 5omn, 7 mm. .
Staph, Cong positiva — - u — ;[

Dilueion 10 . i ‘|

Staph, Cong, negativa ¢ mm, — ; -

: : - | J— ;

Connl Cong negativa — % i ;

Dilueion 1010 : o L
2 —




C‘onejo No, 11

INOCULOS 24 horas 48 horaz 72 horas
Stavh, Coag, positiva 25 mm. V30 mm, 24 mm,

Stapii, Coag, positiva. 10 mm. 10 mm,
Dilucion 1:10

Stapd, Coay, newiitivie 20 mm. 20 mm, 10 mm.
Staph Coag, negativa 10 mm. 10 mm, _

Dilucion 1:10
Conejo No, 12

iNOCTUT.OS 94 horag I horas 72 hors s

Staph, Coag, positiva. "2o mm. 20 mm, 20 mm.

Staph. Coag, positiva 10 mm. 12 mm, ‘10 mm.

Dilucion 1:10 ‘ i

Qgnh, Coay, negativi 15 mm, © % mm, 6 mm., !

} \ ; l
|

Staph, Coag, negativa 5 mm, Somn, .

Dilucion 1:10

Conejo No_ 15
INOCULOS 91 horas = A8 horas 72 horas

Sk Cong. positiva. 30 mm. 30 mimn. I8 mm,

Stanh Coay lmsiti\'u ‘15 mm, Clo mm, 8 mm.
Dilueion 1:10 ’ [

Srapli Cony newative o) mm, 0N mm, [ mm,

Sianl Cong negrativit —_ — ! — |
Dilueion 1:10 | | , ;

0 —
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Conejo No. 1

INOCULOS 24 horas 48 horas 72 horas

Staph, Coag, positiva 20 mm. 25 mm, ‘15 mm

Staph, Coag, positiva — 5 mm, D mm
Dilucion 1:10 ‘ : .
Staph, Coag, negativa 13 mm, ‘10 mm, 7T mm
Stapl, Coad, negativa — — —

Dilueion 1:10

('onejo No. 14

INOCULOS 24 horas 48 horas 72 horas
Staph, Coag. positiva. 15 mm. 10 mm, >], 9 mm. |
Qgaph. Coag. positiva — © 5 omm, | .

Dilucion 1:10 ' _ !

Qpaph, Cong, negativa 10 mm, 5 mm, ' ~_'

Saph, Cone, nvguti\'u} 3 mm,
Dilueion 1:10 '

an ]n'oducci(’m de pus en distinta proporcion.

(v T sigmificd
171 resto de los animales inmunizados murio en ¢} eurso

de la inmunizacion,




DISCUSTON Y (‘,()I\'(Jl.USlUNES

Mucha ateneion =e¢ ha prestado en Jos ultimos anos & la
eatafilocoagulasa como utlo de los factores mas importantes y
quizi indehidamente exagerada, como o] Tactor responsable
de 1o virulencia de los estafilococos, Iis de esperarse que cual-
quicr estudio en ol cual ge implique & la congulasa como fac-
ror capital, ~ufrira desde un principio de cierta miopia al ol-
cidir otros factores agresivos tamhion muy importantes,

1. pm'H'ic:wi(»n de 1 congidnzn o= un pl'(,‘l‘l‘C(llliSit() para
cualgquier estudio deoesta indole v muy diversos autores tTa
gor, Flstedi Yotiz, Duthie. Haughton 135, o7 34 han logra-
do por medio (e diversas Loenicas, aislar esta enzinia coneens
Leando muehas veees S qetividad, Ton este estudio =¢ siguie-
von Josineanmientos clisicos, o cual con Jos cuidados adecui-
dos tales como dpeabatar este prmlucin en frio constantemen-
oL se forro un produeto de gran qetividad, Desde Juego, es im-
portiie partiy e nna cepi que sei i huena productord de
cortonlsi con vl ahicto doasegurat Jde=de un prim-ipin. uni
| Lode lnenzimi ol producto lofilizado =¢
corin ln forma ideal ae comzerviarko
<0 considerabi de impnrl:lm'iu. fué
luetores de congulisi ¥

cantidied mpertante
Concers s baretante ey

[7] prinier pitso gue
ol determin eetafilococos no prot i)
Con uni copacidad para producir Josfones cutaneas muy limi-
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U.'m'ln.\ por los .h-w'm-ims_ el ciso de tos extafilococos que
tienen L propiedad do =incetizar la enzima, verifican este
bloquen por =i ~alos pero Addeniis vuentan con otres JUNIC TR0
fretores e haeen @ L fogoeitosis poct Cficiente. wlemas de
producie oiris ~uhs el e corantizan. por decirlo asisla
.‘\l}u-!‘\'l\'vx;('E;a deoesis cctudas en el tedido,

Dive i anpieres Lo Droeasado en Ahtener anticuerpos
contric Lo oeene i e diversos apimales CWaltson.
rann s Smith arnl Hade, Pt Mercier Piller v Perry. 1045 Bek-

o Taeer v Hales (a5 obluyieron
S Teter s eo T or e neando grandes cantidades de
catnlilocomibi ;var'ifi«-:u‘x:-. el coneio, Fon el mono, apis
poente mente b produceion e T Cieil e lkaang Dad-
e, Dine'e, Feldery Plodees, Thane cone Duthie v Lorenz N
por un Budo v Doghe s pot arro, Jograroen exelentes ttu

Lo LU a2t <ip embar

los en coteioe d=ando ut advuvante fosfato de alianinive,
o este ol io se fograren ohtener titwos custanciales
Ao anticoagulusque cariaron desde 1 2 hasta 2 yiilizando
paa=u vieplaeion it Senien semejante d L deseritapor BBoa-
e i e ihibicion de conoulacion, <ol que en eale rase =0

Lasi en bgay de cinco que =

paaron dos anidades decoigtd
o Ee demuestra en I

el autor mvwinn:u\n, [DESYRE titutos, 2ot
Cabla Noon feron obienidos despucs denteve somanias de
i nien oo el antigeno indicado en ol canitlo de Mo
porindes ) Verodos o pitudaeiones Povailis oo bo i [EERSE
~|‘n::m;1,~~._ Loohnuvo uni nhiinieion paeiad de Loy secion eeetds
fante dhe oen A avideneiadapor una Jdisminueion en el e
mano del RTOR IRTIROE sahos de hadi Jitueion el sere. pero
cn o ninenn easo ey Heea bt inbihicion completasen L titue
1;1(-1..1\‘"‘..«}):%-, Jde e ponenn EBIHNHE < bubm unit .inhi\“»iui(m
Jdir In <'tv:|:'j1x“:\t'iun e lnoenoini Jebidaaun "sil\ll'{\l(l().\“ pres
oo el e G o Cagetinoantes de 1 inmmn':f,:mnn que
o enpaeidad inhihitorie & medidie que =¢
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; ineremento de

Fo vt deoe=ta Lvidencia (\t"l mutit
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o= anindades mmunizados con copzlasi gue mostraret
Antieuerpne s Riere fucron inoculados con picenide e

E;\'liuwn 0 \<n‘u\un>‘.\n'\’1\:: Vool conguliasa negntivie Vo
nrades e no hebinn sideink Hlll’d'tl\ s e canetio ol

1nl»lw‘u Qo 1 pronosito T ouloinental e lv=vvn\h1uz'silu
o >f«e,'4x1i.-:na'hw1r)}|~\ THEIRIGURER «1~Ll animat plogueeas
SAEEL IO i gl vs wermen <p viern impos 1h‘h{(ulu
cleree s serion pnffnnﬂxu,;wa~n<.1'~1“1v‘r“)11 patables

cimento e V*w"n~!«‘u45n"lviffwrlnv!:‘4;|‘l viido o redis

\‘t".zz(l[\‘é‘l “;l. oac e )“ 1“1”,,1 Tante Il] FPNTTIR L ULHIU Cotl 1"<
Lot bl ok LN cebi el dinles no fnmund

\1 PR MR i.‘}{ vt ("'.‘.":( (ll’ i ';‘..‘E:l \l\ Lo 1 Vi‘.:ll =¢oeNpo
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dox, puede verse e el Jos controles ol U‘H\AP:|'M-lns Lesio
NEA ]“"(Ui\‘lln.' RIRES c<tatilocores conrilin= IR v lvados
cddndosamente v inocudiidos G conee Rt qeion de 116 N
107 enoun volumen de 01 mi. produjeron Jesiones e ose qla-
hon en TITNALE Snes o e 120 2h mim e }\iu\lnwld anente, en al-
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