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Desdo 1932, Gordon y Cooper (1) describieron la pr! 

sencia en suspensiones rir c~tefilococos lnactivados, de

una activirlad enzi~ática ~ue hiriroliza el beta-glicero-

fosfato. naget y Vittu (2) confirmaron el hallazgo y es

tudlr.r::>n s 1 1 cinética; perJ fué hnsta 1951 cuando Barber-

y colaborn~Jr~s (3,L) correlacionaron su presencia can -

el p':ldcr pr..tÓfr'.n~, (prueba de la ple.sm0-coagulasa) y en -

la actualirinl se to~a la 0xistencia rle fosfatasas en los 

estafil~cor,s c0~~ un criterio ~~s en el estudio rutina-

rio rle patngenlcirlnd el larl~ Je coagulase, fermentaci6n-

del manit()l, prY:lucci6n de exotoxintts, etc. (5,6,7). 

Fl rtr::>rte de Hanscn (3' acerca de la presencia Je-

esa en?lma en c0lecclones ourulentas y la corriente diag 

n6stici1 tni.cia'"'.a r!n 195:., 'JP i'.lent..11'.i.c&r c;;mp:rncn:..Ls in-

tracP1 ·_11.!"'1:-'f''.i •º!1 1 es~ :ine_·~; nccrc:.Íticas (9~, nos hizu consi-

ad "'n'1··~ n' 1·' r., .. r.1t .• "'' (í•"'F ns:is'-. ~ ~ ,_ -' '· L. .. • • ' { •• (. • r " ' • 
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Se usaron conejos aparentemente sanos que no habían 

sido sometidos a ninguna manipulación de laboratorio pre 

via y alimentados con forrajes ordinarios. 

Micrococcus pyogenes var. aureus con reacciones po

sitivas a: plasmocoagulasa, manitol y hemolisina en cul

tivos de caldo y pases diari~s; se scmbr6 en placa de -

ager de donde se recogió mediante suAro fisiol6gico des

pu6s de 20 horas a J7º c. 
A un lote de conejos se inocul6 por vía intraperita 

neel o intraperitonenl y endoveno~o aproximadamente ----

2 x 109 r6rmenes (calculados por cuentas en placa una so 

la vez) en las otras veces mediante determinación de su

densided 6ptica en espectrofotómetro. 

fn esos animales se habÍP.n delerroinado ;-i:-eviamente

sus niveles normales de fosfntasas ácida y alcalina, ad! 

nosin-trifosfntas;:¡ ácida y a lc:ü inu, mis:nas que se estu

diaron Pn 1u~· 10 r'!fns dr;uit ntes a la inoculación. Fn tQ 

dos los ~esos se hict~ron eut0psias de 115 animales y en 

los ),·rRn·•:' en 1o:; c;ue hutio 1 t-s1 c•nr-s mac:-.1<;>cÓpicas, se -

eft>CtU<Í ¡-.~;t1¡·l i•• :1¡, t 1} SI:' j :--n; S°l 'TI11L t RnPamentP 1 C·::>n le·:~ cstti 

dir)s t'ioqu{mic 1 s :e det~·r:nt1v11·c;n nivelf'~ ~·<r',f~rlc)S .le 

lcuco<·it(>S y he~n,·1cultiv.•~;. 

A otro l.>tf· ¡Jp crmcjos se ligó la artu·ta renal iz

_. , rlP la esplénica bajo con:Uciones asé¡¡ 
c¡uierua y unu ré'mc1 - -
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ticas Y anestesia de Fenobarbital intraperitoneal;en 

ellos sP. efectuaron los mismos estudios de fosfatasa ác! 

da que en los inoculados. 

Los leucocitos de conejo se obtuvieron por el méto

do de Rann(ll) con la modificación de usar suero fisiol2 

p;ico isotónico. 

Las fosfatasas ácidas y alcalinas se deterr.'linaron -

por la técnica de Bessey,Lowry y Brock(l2) con las adap

taciones propuestas por la casa Sigma, Chemical Co.(13); 

las adenosin-trifosfatasas según Murayarna~l4) adaptada-

para suero, las determinaciones de fósforo inorganico se 

gún la técnica de Fiske-Subarow (15). 

El pH óptimo de la fosfatasa ácida mediante amorti

guadores de citrato (16). 

Determinación de fosfatasa ácida en suero usando como 

substrato "Sigma 104 Phosphatase Substrate" 

r.- ?ipctear lec de substrato amortiguador ácido en 

cada uno dP los tubos de espectrofotómetro(o en tubos de 

ensnyn de 16 x 15J mm.) ponürlos en BM a temperatura 

constHntl! de 330 e t:>spcr<H ) minutos ( ec;ullibrio). 

T'- Agrep,ar L'.U5 ce. d,· f<Jruul al 20%. 

'.'.- Dtpctear exhctBmcntP o.:'cc de r120 en un tubo -

(blnncn~ y ·J.:'cc-. dt• s11cr·J p;, ''tf<) tubo. /,notar exactameo 

te el ti(mD·').\Ol.-wéir n1Hv1,mentC' ambJs tubos en BM a 33°c 
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inmedi«téimcnte. 

3.- ExactH:r.ente JO minutos después de poner el suero 

agregar 4cc de NaOH 0.1 N a c&da tubo (parar actividad) -

mezclor con movimiento leterel (si se hizo en tubos de -

ensayo,se pasa a tubos de espectrofot6metro). 

4.- Poner el espectrofot6metro a lOO%transmisi6n a-

410 mu usanrlo el hlanco como rPferenciE¡ leer la densi -

dad Óptica del problema. 

5.- Para correr.ir la densidad óptica debida a-1 co -

lor del s.ucro agréguese 5cc de NaOH 0.1 N a 0.2cc de sug 

ro y determinar l& densir'.ad Óptica de esta muestra usan

do Na8H C.l N co~o referencia. 

6.- Rest~r (5) de (4), €ste es la densidad Óptica -

corregicia. 

Deter~inación de fosf&tasa alcalina en suero usando 

como substrato ~sigma 104 Phosphatase Substrate~ 

1.- ripetH1r lec de substrato amortiguador alcalino den

tro de dos tubos de espectrofotómetro (o tubos de 16xl50 

mm.) colocarlos en nu a JS0 c,esperar 5 minutus(equili---

brio). 

2.- Pipetear exkcteruente O.lec de H20 en uno de los tu--

bes (tlé.nco~y O. lec lit ::.uE'r~i en el otru tubo. t.not!tr el

tiemnu Pxeclarr:cnte;coloclirlo!.l nuevamente en PM a J8oC in 

mcd.li:1U:1r.cnte. 
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3.- Exactamente 30 minutos después de agregar el suero, 

agregar lCcc de NaOR 0.02 N a cada tubo (parar actividad) 

mezclar por inversi6n (tapones de hule limpios ).si se -

traba.ja con tubos de ensayo, pasar a tubos de espectrofo 

tómetro. 

4.- Poner el espectrofot6metro a 100% transm1si6n usando 

el blanco como referencia a 410 mu. Leer la densidad 6p

tica de la muestra de suero. 

5.- Agregar O.lec (2 gotas) de HCl conc. en cada tubo ;

mezclar, (quitar el color debido al p-nitrofenol). 

6.- Leer la densidad 6ptica de la muestra sérica (tubo -

de referencia a 100~ de trannmisi6n). Esta es la densi-

dad óptica del suero mismo. 

7.- Restar (6) de (4),ésta es la densidad Óptica corregi 

da. 

REACTIVOS 

A.- solución de amortiguador alcalino (solución stock --

N° 104-5). 

Disolver en un matráz volumétrico: 

Glicina(ac. amino-acético) •.. 

MgCl;- anhidro .......... • · • · 

. . . . . . .. . . . . . .. . . . . . . 

................... 

7. 50 (O .1 mol.) 

C.095gm.(O.COlmol)o-

0.20Jgm.MgC12· 6H2J 

a.prox. 750 ce • 

85 ml. (O. 085 mol) 
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Diluir a 1 litro pH 10.5 .Agregar unas gotas de cloro 

formo como preservativo. Para mayor seguridad ajustar pH 

con amortiguador borato de Na ( Solución stock N° 104-7) 

B.- Soluci6n de amortiguador ácido (Soluc16n stock N° --

104-4 ). 

Disolver en un matráz volumétrico de 1 litro : 

Acido CÍtrico(l H
2

o) •.•••••. 

NaOH lN ••..•••••••••••••••• 

HCl O.lN ••...•.•••.•••.••••. 

18.907gm (0.09 mol) 

180.0cc (0.18 mol) 

100.0cc (0.01 mol) 

Diluir a 1000 con H
2
0,mezclar, pH 4.8 Agregar unas gotas 

de cloroformo como preservativo. 

C.- Solución substrato stock. 

Disolver: 

"Sigma 104 Phosphatase Substrate~ 

(para nitrofenil fosfato di sódico) •• O. lgm. 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25cc • 

Nota: El Sig~a 104 Phosphatase Substrate debe ser prac-

ticruncntc incoloro antes de disolver, guárdese congelado 

o refrigerado. 

r.- Substrato amortiguador alcalino. 

Yezclur partes iguales de: 

solución aroortigul:ldor alcalino (A) 

solución substrato scock (e) 

Rl pH debe ser entre 10.3 _ 10.4 ajustar si es nesesario 
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2.- 2.C ml de agua destilada 

J.- 0.25 ml de molibdato de amonio 

4.- 0.1 ml de reactivo amino-naftol-sulf6nico 

Se mezcla varias veces y se lee en el espectrofot6metro

Coleman Jr. 6-B a 680 mu al mismo tiempo con: 

l.- 0.5 ml de solución tipo de fosfato (0.016 mg. de 

P /ml) 

2.- 2.0 ml de agua destilada 

3.- 0.25 rol de molibdato de amonio 

4.- 0.1 ml de reactivo amino-naftol-sulf6nico 

REACTIVOS 

t.- ATF (Adenosin-trifosfato) 0.013 M 

ATF ............ ' ........ . 0.384 gm de la sal -

s6dica 0 3H20 

Se afora a 50 ml con H
2

0 destilada (se guard6 en refri--

gerador). 

2.- MgC12 0.04 M 

• » .................... . 0.1905 gm 

se uforh u 50 ml. con R2o destilada (se guard6 en refri-

gerador). 

3. - TFIS pH 3. 9 (Tri-hl.dNxin:etil amino-metano) 

soluc16n O • .:' M ele Tf~[S (24.2 gm en 1000 ml.) 

THIS ().? M .................. 50 rol. 

HCl 0.2 M .................... 6.55 ml 



16 

Se diluy6 a 200 con H20 destilada (se guard6 en refriger~ 

dor). 

4.- Amortiguador pH 4.8 

Solución 0.2 M de ácido acético (11.55 ml.en 1000 ml 

Solución de acetato de Ha 0.2 M (16.4gr.de C2H3o2Na 

6 27.2 gr. de c2H3o2Na• 3 H20 en 1000 ml.). 

Acido Acético 0.2 M •••••••••••• 40 ce. 

Acetato de sodio 0.2 M .•.•••.•• 60 ce. 

Se diluyó a 20ü con é.gua destilada (se guard6 en el refri 

gerador ). 

5.- Acido Tricloro-acético al 50 % 
Acido Tricloro-ac6tico cristali~ado •• 50 gr. 

Se diluyó a lCO con agua destilada. 

6.- Solución de molibdato de amonio 

Molibdato am6nico Q.F ••.•••••••• 25gr. en 200 ml 

de H2o destilada 

/leido StLlfÚrico 10 N • • • • • •• • • • • JOO ml 

Se afor6 a 1 litro con BRUH destilada. 

7.- ?0nctivo de Amlnu-neftol-sulfÓnico 

'.',Jlución ¡¡,. 1'1i~uLritu g.:}clico ul 15 :t •• 195 ml. 

.'"luC't6n dP ;~ulfitCJ s5dico al 20 'f, ..... 5 ml. 

Ac~':" i:r1ln<1-nuftol-sulfÓRico. •••·•••• 0.5gr. 
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Los resultados obtenidos con la inoculación de es

t8filococo patógeno respecto a fosfatasas ácida y alca

lina Y ATFasas ácida y alcalina se presentan en forma -

gráfica en las figuras I,II,IIIyIV; los promedios co -

rrespondientes en los períodos escogidos durante el pe

ríodo oost-inoculaciÓn estE:.n represent&dos en las ta -

blas V y VI. 

Las variaciones en la activid&d fosfat~sica ácida

de los conejos con lig&dura renal unilnteral estan re -

present&das en la t&bla VII. 

Fn 13 de los 19 casos inoculados y estudiados para 

fosfatasas,st:: encontr&ron hemocultivus positivos con -

elevac!oncs de los niveles de leucocitos y lesiones or

g~nichs que se identificaron cGmo abscesos, en el resto 

la de:,cri rci ón histológica corresponriió a in'fartos is -

qu~m!cos y trombos bncterianos en riAon y degencración

de celulas hepátic&s. 

L& actlvi:iad cnz.trnática dt:: f'.:>=fatasa ácidé.1 de est~ 

fi.L1c:1co,üe suerJ dt~ concj::i inoculado con fosfHtasa sé

ric~1 t:urnronté;C:C!,cie leucocitc•s de conejo Y dt- hotn<)¡::enado

~c rl~u~ rtr conejo, ~st&n rep~esentadas en la figura --

V1 Ir .. 
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Resulta evidente que la ino~ulación de estafiloco _ 

cos patógenos en el conejo por vía intraperitoneal 0 en

dovenosB, se acompaña en forma reproducible,de un aumento 

de la actividad en fosfatasas ácidas,sostenido cuando el 

animal ~uere en plena septicemia y que tiende a disminuir 

cuando resiste esa agresi6n y adopt& un curso crónico; -

las elevaciones muestran disperción cuando se les agrupa

en períodos especiales para presentar promedios pero el -

analisis individual de cada caso muestra que hay aumento-

en alguna de las muestras recogidas en los primeros 11 -

dias po~t-inoculación vgr. el caso representativo que se-

ilustra en la figura rx. 
F.n 57 determinaciones practicadas, s~lo en 5 ocasio

nes hubo valores inferiores al control normal Y de esos,-

4 correspondieron a los ultimas J dias (cuando los n1ve -

les tienden a disminuir). 

No ocurre lo mismo con la fracción alcalina con la -

que se observa tendencia a valores subnormales en la mayg 

ri& rJe los casos y cuando hay un aumento sobre los nive -

les normales, éste es moderado en relación a los observa -

dos con lu 6cida. Fl estudio de correlación muestra que -

no huy nin~una osociaci6n entre ambas Y que las causas que 

ti ada en común. mc,tivan sus alt(~r&ciones no . enen n 

ti e un aumento de am
e! cnso dr las ATFases se en 
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bas mayor en la fracción ácida que en la alcalina la -

magnitud de esa elevación es menor que en el caso de la

fosfatasa ácida. 

Por lo descrito resulta evidente que el hallazgo -

reproducible es el aumento de las fracciones ácidas en -

fosfatasas y ATFasas consecutivo a la inoculación paren

teral de ~stafilococos patógenos, sin relaci6n con pre-

sencia de hcmocultivo positivo, leucocitosis o desarro-

llo de abscesos organicos caracteristicos. 

La explicaci6n de esos aumentos puede enfocarse des 

de varios ángulos: 

a) Salida de fosfatasas por lesión orgánica de 

aquellas estructuras que la poseen en abundancia (r1ñ6n, 

higado,bazo,pancreas,etc.). 

b) Liberación de exotoxinas a la circulaci6n sisté

mica y contribución enzimática dada su naturaleza catal~ 

tica. 

c) Contribución leucocitaria ya sea por lisis in -

situ (Órganos afectados) y salida posterior a la circula 

ción;lcucolisis en la circulación o por " stress " ines

pecífico. 

Las experiencias de ligadura de una arteria renal -

con la consiguiente isquemia global del órga~o demues -

tran que la simple lesión no es capaz de inducir eleva -
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ciones de las fosfatasas ácidas en la proporción obser-

vada en el caso de inoculación estafilocóccica o que el

" stress" que supone el manejo operatorio y el trauma qui 

rurgico no son suficientes;las elevaciones encontradas -

en algunos casos caen centro de lo que puede ser error -

experimental y reproducibilidad del método analítico.Por 

otra parte los estudios de Notario y Bernasconi (17) re

latan que la ad~inistración de Cortizona (lOMgs/día) ó-

ACTH (lVg/dÍa) a cobayos producen elevaciones de la act! 

vidad fosfat&sica ácida de solo 10% al cabo de 10 días y 

50-6C%al final de 1 mes. 

La aportación leucocitaria no puede invocarse en b§ 

se a lisis o liberación en la circulación ya que la leu

cocitocis no se ~rescntó de manera uniforme; sin embargo 

si se aceptó que la infiltración de polimorfonucleares -

en las areas donde se localicen inicialmente los germe -

nes (respuesta inflamatoria) se sigue de una destrucción 

de los mismos, es facil concebir que pueda haber escapes 

a la circulac:ón c;ue se· truiu1.con por las elevaciones e!: 

contra~us en amtas fo~fatbshs;los estudios de Valentine

Y n?ck (19,19~ snn suresttvus Je ~ue seé.1 factible tal e¡ 

plica e L)n. 

Fl nn~lisis rle pTI 5Ltima de la actividad fosfatási-

ca 'cida (figura VIII' muestrb Gue est' en 4.8 en tanto-
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que la ce los estafilococos se desvia hacia 6 (tal como

lo reporta Rarnes (20) en tanto que la suspención de le~ 

cocitos muestra un máximo en 4.8; el homogenado de riñón 

de conejo muestra un máximo en 4. 

queda por explorar si los gérmenes "per ser o las -

toxinas puecan actuar como activadores de las fosfatasas 

naturales del suero así como las alteraciones enzimáti--

cas en el caso dü inoculaciones con estafilococos coagu

lase negativa (product6res debiles de fosfatasas ), 

La importéncia pr&ctica de estos estudios radie& en 

su posible aplicación clinica para el diagnóstico y cri

terio evolutivo de septicemias por estafilococo ya que -

la fosfatasa &cida hasta ahora no tiene aplicación en el 

campo pediatrico, una elevación o altEración franca de -

sus niveles sería un hallazgo poco equívoco Y de facil -

interrret&ci6n. 



V.- RESUMEN Y 
CONCLUSIONES 

• 
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Se estudiaron las variaciones en niveles fosfatá -

sicos y adenosintrifosfatisicos ( fracciones ácida y al

calina ~ de conejos lnoculado.s por vía intraperitoneal y 

endovenosa de W.icrococcus pyogencs v&.r. aureus (coagula

sa positiv& 1: se encontraron elev&clones de aproximada

mente Pl rt0ble en las fracciones 'cidhs de ambas enzimas 

y Elc·vr.c.'. .. :rnrs rruy 1.!scrPta, (n;¡ s\gnlflc&tiv&s en las cQ 

rrEsnorn:.!.cntc'.· "11.Céd !.n<i~; ·: ; tllch<.s cli:vacione~~ se prese!:_l 

t.:.rLin en f0rmf; reprut~uclble ln.t ;·enulentemcntrc c:t:l <"esa-

rr,)lLJ de étbSl'CS·)S, 1.t--111.·,]1.'itJci:: o h~'1"'·.'C\:ltivus ~\OSiti--

vos. 

~~e tr<o.tii de exrli(·nr el tnE"l'.'.inismu C.e t2.les aumentos 

y 50 excl:.iyc el t<11E. se deba a le!'Lin ,11·r;{tnich que libere 

f0s'.atE.~;;,s n l3 circulnción; st.· ~~\igie::-' la in!.'1ltraci6n

y cit'!'tn.:l'c>5n ,:10 leuc,1c~t1);:: ;.:1 :.~.:-. lt'sJontºS o en l:Js ab

sccsJs c,_in fl:fh ¡;cJStl'l'i:>r Et la sangrt:, 01 -._mión de '..ll1 pF! 
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