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Desde 1922, Gordon y Cooper (1) describieron la pre
sencia en suspensiones de estafilococos ilnactivados, de-
una actividad enzimatica gue hldroliza el beta-glicero--
fosfato. Paget y Vittu (?) confirmeron el hallazgo y es-
tudiaron su cindética; per> fué nasta 1951 cuando Barber-
y colabhoredores {3,.) correlaclonaron su presencia con -
el poder patdgens (prueba de la plasmo-coagulasa) y en -
la actualidai se toma la exlstencla de fosfuatasas en los
estafilacnrne como un criterio més en el estudlo rutina-
rio de patogenicidad al lad: Jde coagulase, fermentacidn-
del manitnl, produccidn de exctoxinas, etc. (5,6,7).

Fl reporte de Hansen (2" mcerca de la presencla de-
esa enzima en colecciones vurulentas y la corriente dlag
ndstice tniciada en 195., de identificar componentes in-
tracelalares en lectiones necrdticas {9}, nos hizo consi-
derar un estudls de las alteraciones de fosfatuza écida-
en sentispmias experimentalers controladss par Microco---
cous nyops ass patdreno.
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Se usaron conejos aparentemente sanos que nd habfan
sido sometidos & ninguna manipulacidn de laboratorios pre
via y alimentados con forrajes ordinarios.

Micrococcus pyogenes var. aureus con reascciones po-
sitivas a: plasmocoagulasa, manitol y hemollsina en cul-
tivos de caldo y pascs diarinss; se sembrd en placa de --
agar de donde se recogid mediante suero fisioldgico des-
pués de 20 horas a 37° C.

A un lote de conejos se inoculé por via intraperitaq
neal o intraperitoneal y endovenoso aproximadamente ----
2 x 107 gérmenes (calculados por cuentas en placa una so
1la vez) en las otras veces medlante determinacidn de su-
densidad Sptica en espectrofotémetro.

¥n esos anilmales se hab{en determinado previamente-
sus niveles normales de fosfatasas dcids y alcalina, ade
nosin-trifosfatasa &cida y alcallne, mismas que s¢ estu-

dlaron en loe 10 dfas sigulentes & la inoculacidn. Fn to

dos los casos se hicieron autopsias de 133 animales y en
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ticas y anestesla de Fenobarbital intraperitoneal;en ---
ellos se efectuaron los mismos estudios de fosfatasa éci
da que en los inoculados.

1,03 leucocitos de conejo se obtuvieron por el méto-
do de Hann(1ll) con la modificacidn de usar suero fisiold
glco isotdnico.

Las fosfatasas dcidas y alcalinas se determlnaron -
por la técnica de Ressey,Lowry y Brock(l2) con las adap-
taciones propuestas por la cesa Sigma, Chemical Co.{13);
las adenosin-trifosfatasas segin Murayamall4) adaptada--
para suero, las determinaciones de fdsforo inorganico se
gin la técnica de Fiske-Subarow (15).

F1 pH 6éptimo de la fosfatasa &cida mediante amorti-
guadores de citrato (16).

Determinacidn de fosfatasa dclda en suero usando como
substrato "Sigma 104 Phosphatase Substrate”

T.- Pipetear lcc de substrato amortiguador dcido en
cada uno de los tubos de espectrofotémetro(o en tubos de
ensayn de 16 x 157 mm.) ponerlos en BM a temperatura ---
constante de 339 ¢ esperar 5 minutos ( egullibrio).

1'- pagregar 0.05 cc. do formol al 20%.
2.~ Pipetear exactamente G.2cc de Jp0 en un tubo --

(blanco) y D.2cc. de sucro en otro tubo. tnotar exactamep

: 0
te ¢l tiempo.Colocar nuevamente ambds tubos en BM a 380C
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inmedistamente,

~

3.~ Exactamente 30 mlnutos después de poner el suero
agreger 4cc de NaOH 0.1 N a cada tubo (parar actividad) -
mezclar con movimliento leteral (si se hizo en tubos de -

ensayo,ce pasz a tubos de espectrofotdémetro).

4.- Poner el espectrofotdémetro a 1CO%transmisidén a-
410 mu usendo el blanco como referencle; leer lza densi -
dad dptica del probleme.

5.- Para corregir la densidad 6ptica debida &l co -
lor del suero agréguese 5cc de NeOH 0.1 N a C.2cc de sug
ro y determinar la densicad dptica de esta muestra usan-
doc NafH C.1 N como referencle.

&.- Rester (5) de (4), ésta es le densidad Sptica -
correglaa.

Determinacidén de fosfatasa alcalina en suero usando

como subestrato "Sigma 1C4 Phosphatase Substrater

1.- Pipetear lcc de substrato amortiguador alcalino den-
tro de dos tubos de ospectrofotémetro (o tubos de 16x150
mm.) colocarlos en BM & 38°C,esperar 5 minutos{equili---
brio).

2.- Pipetear exsactemente G.lcc de Hy0 en uno de los tu--
bos (tlencody O.lcc de suero en el otro tubo. Anotar el-

tiemno exectamente;colocarlod nuevamente en BM a 380C in

mediataemente.
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3.- Exactamente 30 minutos después de agregar el suero,
agregar 1Ccc de NaOEK 0.C2 N a cada tubo (parar actividad)
mezclar por inversién (tapones de hule limpios ).si se -
trabaja con tubos de ensayo, pasar a tubos de espectrofo
tdmetro.
4.- Poner el espectrofotdmetro a 1004 transmisién usando
el blanco como referencia a 410 mu. Leer le densidad 6p-
tica de la muestra de suero.
5.- Agregar O.lcc (2 gotas) de HC1l conc. en cada tubo ;-
mezclar, (quitar el color debido al p-nitrofenol).
6.- Leer la densidad 6éptica de la muestra sérica (tubo -
de referencia a 100% de transmisién). Esta es la densi--
dad dptica del suero mlsmo.
7.- Restar (6) de (4),ésta es la densidad dptica corregi
da.

REACTIVOS

A.- Solucidn de amortiguador alcalino (solucidén stock --

NO 104-5).
Disolver en un matréz volumétrico:
Glicina{ac. emino-acético)... 7.50 (0.1 mol.)
MgCln anhidro ......... ©.... ©.095gnm.(0.CCimol)o-
“ 0.203gm.MgClys 6HyO
Hzo o v eseresseeaens ... aprox. 750 cc.

NeOH L N wevevonnnne veee.v.. 85 ml. (0.085 mol)
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Diluir & 1 litro pH 10.5 .Agregar unas gotas de cloro --
formo como preservativo, Para mayor seguridad ajustar pH
con amortiguador borato de Na ( Solucidn Stock N° 104-7)
B.- Soluclén de amortiguador dcido (solucién stock WO -~
104-4 ).
Disolver en un matréz volumétrico de 1 litro :
Acido citrico(l H20) veeessss 18.907gm (0.C9 mol)
NaOH 1N ....... tieeceneessas 180.Ccc (0.18 mol)
HCL O.IN +uveeeesessesesnsasss 100.Ccc (0.01 mol)
Diluir a 1000 con Hzo,me2clar, pH 4.8 Agregar unas gotas
de cloroformo como preservetivo.
C.- Solucidén substrato Stock.
Tisolver:
ngigma 104 Phosphatase Substraten
(para nitrofenil fosfato disédico).. O.lgm.
E50 cneeae cresrsasane treecsasesss 25cCC,
Nota: Fl Sigue 1C4 Phosphatase Substrate debe ser prac--
ticamente incoloro antes de disolver, gudrdese congelado
o rerfrigerado.
D.- Substrato amortiguador alcalino.
Mezclar partes lguales de:
golucidn amortigusdor alcalino (A)
golucién substrato Stock (c)

Fl pH debe ser entre 10.3 - 10.4 ajustar si es nesesario
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2.~ 2.0 ml de agua destilada
3.- 0.25 ml de molibdato de amonio
4be- 0.1 ml de reactivo amino-naftol-sulfdnico
Se mezcla variss veces y se lee en el espectrofotdémetro-
Coleman Jr. 6-B a 630 mu 2l mismo tiempo con:
l.- 0.5 ml de soluclén tipo de fosfato (0.Clé mg. de --
P /ml)
2,- 2.C ml de agus destilada
3.- 0.25 ml de molibdato de samonio
4.~ 0.1 ml de reactivo amino-naftol-sulfénico
REACTIVOS

L.~ ATF (Adenosin—trifosfgto) 0.C13 M

ATF R 0.384 gm de la sal -

sédica.3E,0

Se afors a 50 ml con H,0 destilada (se guardé en refri--
gerador).
2.- MgCl2 0.C4 ¥

teeveasess 0.1905 gm
Mgcl2 cveeeveanan

Se afors 8 50 ml. con Ho0 destlilada (se guardé.en refri-

gerador).
3.- TRIS pH 2.9 (Tri-hidroximetll amino-metano)
solucién 0.2 M de TEIS (24.2 gm en 1000 ml.)
50 ml.

6.55 ml

TRIS G2 M coeevanssoscnrsss .o

HC1 O.2 M ..eeeene eessnome
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Se diluyé & 200 con Hy0 destilade (se guardd en refrigera
dor).
4.~ Amortiguador pH 4.8
Solucidn 0.2 M de dcido acético (11.55 ml.en 1CCO ml
Solucidn de acetaeto de MNe 0.2 M (16.Lgr.de C2H30,Na
6 27.2 gr. de C,H30pNa* 3 H,0 en 1000 ml.).
Acido Acético 0.2 M ..i.eveeesess 40 cc.
Acetato de sodio 0.2 M .....e... 60 cc.
Se diluyd a 200 con agus destilada (se guardd en el refri
gerador ).
5.- pcido Tricloro-acético al 50 ¢
Acido Tricloro-sacético cristalizado.. 50 gr.
Se diluyd a 1C0 con agua destilada.
6.- Solucidn de molibdato de amonio

Molibdato aménico Q.P: seveeeesses 25gr. en 200 ml
‘ de H20 destilada

pcido Sulfurico 16N ..veeeee.ss 300 ml

Se aford a 1 1itro con ague destilada.

7.- fesctivo de pmino-naftol-sulfénico
“olucidn de blsulfito sddico &l 15 %.. 195 ml.
Soluctén de sulfito sddico al 20 %..... 5 ml.

Actoo amino-naftol-sulfémico . ........ 0.5gT.
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Los resultedos obtenidos con la inoculacldn de es-
tafilococo pstégeno respecto a fosfatasas dcida y alca-
lina y ATFasas dcida y alcalina se presentan en forms -
gréfica en las figuraes I,II,IITyIV; los promedios co --
rrespondientes en los perfodos escogidos durante el pe-
riodo post-inoculacidn esten representados en las ta --
blas V y VI.

Las veriaciones en la actividad fosfatédsica dcida-
de los conejos con ligadura renal unilateral esten re -
presentedas en la tebla VII.

Fn 13 de los 19 casos inoculados y estudiados para
fosfatasas, se encontreron hemocultivos positivos con --
elevaciones de los niveles de leucocitos y leslones or-
génicas que se ldentificearon como abscesos, en el resto
la descripeidn histoldglca corresponiid a infartos is -
quémicos y trombos bacterianos en rifiony degeneracidn-
de celulus hepdticas.

Ls actividad ecnzimétice de fosfatesa dcidu de esta
filncsco,de suers de conejo inoculado con fosfatesa sé-
rica sumenteda,de leucocitos de conejo y de homogenado-

. 3 4 .
de riTon de conecjo, esten representadas en le figura --
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Resulte evidente gque la inoculacidn de estafiloco -
cos patdgenos en el conejo por via intreperitoneal o en-
dovenosa, se acompsfla en forma reproducible,de un aumento
de la actividad en fosfatasas dcldas,sostenido cuando el
animal wuere en plena septicemia y gue tiende & disminuir
cuando reclste esa agresidn y adopta un curso crénico; --
las elevaciones muestran dispercidn cuando se les agrupa-
en perf{odos especiales para presentar promedios pero el -
analisis individual de cada casoc muestra que hay aumento-
en alguna de las muestras recogldas en los primeros 11 --
dias post-inoculacidn vgr. el caso representativo gue se-
1lustre en la figurs IX.

Fn 57 determinaciones practicadas, solo en 5 ocasio-
nes hubo valores inferlores al control normal y de esos,-
4 correspondieron a los ultimos 3 dlas (cuando los nive -
les tienden a disminuir ).

No ocurre lo mlsmo con la fraccidén alcalina con la -
que se observa tendencia a valores subnormales en la mayQ
ris de los casos y cuando hay un aumento sobre los nive -

2 -
les normalcs, éste es moderado en relacidén a los observa

dos con la écida., Fl estudio de correlacidén muestra que -

que
no hay ningunsg asociacién entre ambas y que las causas Q

’
P omun.
motivan sus altereclones no tienen nada en com

Fn el caso de las ATFasas se tiene un aumento de am-
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bas mayor en la fraccidn dcilda que en la salcalina ; la -
magnitud de esa elevacidén es menor que en el caso de la-
fosfatesa dcida.

Por lo descrito resulta evidente que el hallazgo --
reproducible es el aumento de las fracciones dcidas en -
fosfatesas y ATFasas consecutivo a la inoculacién paren-
teral de estafilococos patdgenos, sin relacidén con pre--
sencia de hemocultivo positivo, leucocltosis o desarro--
1lo de abscesos organicos caracteristicos.

La explicaciédn de esos aumentos puede enfocarse des
de varios dngulos:

a) Salida de fosfatasas por lesidn orgédnica de ---
aquellas estructuras gue la poseen en abundancia (rifiénm,
higado,bazo,pancreas,etc.).

b) Liberacidn de exotoxinas a la circulacidn sisté-
micé y contribucién enzimdtica dada su naturaleza catalf
tica.

¢) Contribucién leucocitaria ya sea por lisis in --
situ (érganos afectados) y salida posterior a la circula
¢idnjleucolisis en la circulacidén o por " stress " ines-
pec{fico.

lLas experiencias de ligadura de una arteria renal -
con lu consiguiente isquemia global del drgano demues --

tren que la simple lesidn no es capaz de inducir eleva -
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ciones de las fosfatasuas écides en la proporcidn obser--
vaeda en el caso de lnoculacidn estafilocSccica o que el-
"gtress™ que supone el manejo operatorio y el trauma qui
rurgico no son suficlentes;las elevaciones encontradas :
en algunos casos caen centro de 10 que puede ser error -
experimentel y reproducitilidad del método analitico.por
otra parte los estudios de Notario y Bernasconi (17) re-
latan que la administrezcildédn de Cortizona (1OMgs/d{a) &--
ACTH (Lvg/dfa) a cobayos producen elevaciones de la acti
vidad fosfetésica écida de sole 10% al cabo de 10 dfas y
50-60%al final de 1 mes.

La aportacidén leucocitaria no puede invocarse en ba
se a 1isis o liberazcidn en la circulacidn ya que la leu-
cocitocis no se nresenté de maners uniforme; sin embargo
sl se acepts que la infiltracidn de polimorfonucleares -
en las areas donde ce localicen inicialmente los germe -
nes (respuesta inflamatoria) se sigue de una destruccién
de lcs mismos, es faclil conceblr que pueda haber escapes
a la circulecidn gue ce¢ treaduzcan por las elevacliones en
contraduas en ambas focfatesas;los estudlos de Valentine-
y mack (18,19) son sugestivos de que sea factible tal ex
plicacidn.

F1 andlisis de pH Jutimo de la actividad fosfatdsi-

cs dcldz (figurs VIIT) muestra que esté en 4.8 en tanto-
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que la ce los estafilococos se desvia hacia 6 (tal como-
lo reporta Barnes (20) en tanto que la suspencidn de leu
cocitos muestra un médximo en 4.8; el homogenado de rifién
de conejlo muestra un médximo en 4.

Queda por exploraer si los gérmenes "per se® o las -
toxinas puecdan actuar como activadores de las fosfatasas
naturales del suero as{ como las alteraciones enzimdti--
cas en el caso de¢ inoculaciones con estafilococos coagu-
lasa negativa (productdéres deblles de fosfatesas ).

La importencia préctica de estos estudlos redice en
su posible aplicacidn clinica para el diagnéstico y cri-
terio evolutivo de septicemias por estafilococo ya gue -
la fosfatess £cida hastz zhora no tiene aplicecidn en el
campo pediatrico, une elevacidén o alteracidn franca de -
sus niveles serfa un hallazgo poco egquivoco y de facil -

interpretacijn.
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Se estudiaron las variaclones en niveles fosfatd --
sicos y sdenosintrifosfatésicos ( fracclones dcide y al-
calina ) de conejos inoculados por via intraperitoneal y
endovenose de Micrococcus pyogenes var. aureus (coagula-
sa positiva Y: se encontraron eleveclones de aproximada-
mente el doble en las fracclones 4cides de ambas enzlmas
y elevacioncs muy dlscretas (no stgnificativas en las co
rresponclentes ulcalinas 5 diches elevaciones se presen
taron en forme reproducibhle iniependlentemente aqul fesa--
rrollo de abscesss, leucocitocisz o hemocultivus positi--
vos.

ce treta de explicar el mecanismo cde tales aumentos
y se excluye el gue ce deba a Llesion orgénica que libere
fosfatasas a la circulacidn; se suglere la infiltracidn-
y destruccidn de leucocitos en layx leslones o en 1os ab-
scesus con fugs posterlor a la sangre, €n anidén de un pH
Sptimo de lus fosfelesss leucoclitaries puede ser una de-
los cuusas de tales hullezgos.

ae digseute la posible apiicacidn précrica de estos-

St

caeludiog
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