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INTRODUCCION

El diagnostico de enfermedades infecciosas ha sido des-
de tiempos remotos, una enorme inquietud natural del hombre.
Existen diversos testimonios sobre el uso de remedics de
origen natural para dar el tratamiento adecuado a una en-
fermedad determinada, aunque queda mucho en duda si estas
gentes tenian conocimiento del enemigo con el que se en-
frentaban (1).

La identificacidn de agentes etioldgicos de maltiples
enfermedades, al! invadir a un individuo produciéndole dafmo,
es de importancia vital para éste. Para cumplir con tal fi-
nalidad, se han diseRado, elaborado y perfeccionado técnicas
para identificar tales agentes, ya sean de origen viral,
bacteriano, parasitario y/é¢ micdtico, siendo las bacterias

los agentes etioldgicos mas frecuentes.

Su identificacién sz basa en el tomportamiento
fisiolégico caracteristico de cada una de ellas, entre las
que destaca su rdpido crecimiento en medios de cultivoe *in
vitro" que permiten, con ayuda de instrumentos y diversas
técnicas de tipo bioquimico, poder ser identificadas tanto

en génergo como en especie.



La creacidn de instrumentos y técnicas sique avanzando
desde la aparicién del microscopio, hasta la mds sofisticada
técnica de radioinmunoandlisis que conllevan a la misma fi-

nalidad.

Los estudjos calorimétricos sobre especies bacterianas
y micéticas, ya han sido manejados por diversos autores
(33,34,35,36,37,38,39,40,41,42,43-54), sin embargo, ninguno
de estos estudios ha sido enfocado directamente a manera de
identificacion, salvo ciertas excepciones en donde se emplea

DYA como técnica de andlisis (33,34).

El proposito de este trabajo, es demostrar la aplica-
cién que puede tener la Calorimetria Diferencial de Barrido
en la identificacién de agentes etioldgicos, y para tal fi-
nalidad se ha elegidoc a una bacteria por la facilidad
aecdnica que presentan para trabajar con ellas. La bacteria
de eleccién es del género Micrococaceae conocida como

Staphylocogcus aureus, cuya capacidad patégena la hace peli-

grosa para 2! hombre.



FUNDAMENTACION DEL TEMA

Andlisis térmico.

Entre las técnicas Termoanaliticas mds utilizadas en la
actualidad, y que se clasifican de acuerdo a la propiedad
fisica que se desee medir, se pueden mencionar : Andlisis
Térmico Diferencial (DTA) -determinacion de temperatura-,
Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) -determinacién de
energia-, Andlisis Termogravimetrico (TGA) -determinacidn de
masa~ y- Andlisis termomecdnico (THA) -determinacidén de

volumen-.

La Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) es 1la
técnica que determina la diferencia de energia de una mues—
tra con respecto a una referencia en funcién de la teapera-—
tura, bajo un programa de calentamiento o enfriamiento com-
trolado. Los cambios que ocurren en la muestra pueden ser
registrados por medio de una curva en la que se pueden ob-
servar picos endo o exotérmicos, y en algunos casos, cambios
s¢bitos de capacidad calorifica (Cp) como lo son las transi-
ciones vitreas(23).



INSTRUMENTACION

La instrumentacién de un equipo DSC,‘se‘ nuestra en la

figura anexa.

Los termopares por lo general, estdn construidos de una
aleacion de platino y rodioj cada uno esta provisto de su
propio sistema de sensor y resistencia de temperatura; éstos
estdn separados por un centimetro para favorecer la diferen-

cia de temperatura mencionada en la definicidn.

Un aspecto interesante es el hecho de que las interac-
ciones existentes entre las temperaturas del panel de mues-
tra y referencia, son controlados por la obtencidn de una
constante de calibracion "K* (26-31). Para conocer la cons-
tante de calibracién del calorimetro, se usan nmetales ‘de
alta pureza con entalpias exactamente conocidas como es el
caso del Indio, el cual tiene una entalpia de 6.8 cal/gr. y
p.f. = 154.42 C., estos son corridos a una velocidad de ca-
lentamiento seleccionada, obteniéndose el drea bajo la curva
de calentamiento, producida por el flujo de calor tormado
por la diferencia de temperatura entre los termopares de

auestra y referencia.

AH(fusién) % Mc
K= (en mcal/unidad drea)
Ac
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' se -obtiene el valor de “k {(constante de calibracién).

Ademds de obtenerse informacién de entalpias, también
se obtienen puntos de fusién o de alguna otra transicion,
realizandose curvas de correccidn para indicar temperaturas
reales en base a la pendiente del endoterma o exoterma pre-
sentado(24),

Una ver reali:adalla calibracién, la muestra se colaca
en un ambiente cuya temperatura es regulada por un progra-
snador de temperatura. .Los cambios térmicos, son monito-
reados por un transductor, el cual convierte en seRal
eléctrica cualquier caabio f:isico o quimico. Como estas
sedales son muy pequeRas, es necesario que atraviesen un
sistema amplificador y posteriormente un registrador poten-
ciométrico (22).E1 prograsador de temperatura debe ser capaz
de mantener el espacio circundante de la auestra a tempera-
tura constante (operacién isotérmica), o bien, por arriba o
por debajo de la temperatura ambiente, ademds de modificar
la misma en funcidn del tiempo a una razdn seleccionada
{22,23).
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El registrador de salida es un registrador X Y. La va-
riable dependiente se registra en Y y la independiente en X.
Por lo tanto la variabilidad de el pardmetro en estudio es
obvia. En caso de operacién isotérmica, el eje X puede ser
utilizado para registro de tiempo, ya que la temperatura se

mantiene constante (22).

La seral de temperatura se registra con termometros de
platino (21),incrustados dentro de los circuitos; esta seral

también es registrada simultineamente.
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Procesas estudiados por DSC

Por medio de esta técnica se han analizado diversos ti-
pos de muestras (23), ya sean puras o complejas en las que
se han detectado varias transiciones, puntos de fusién, ebu-
llicién y otras temperaturas, asi como los hidratos, sol-
vatos, y otros complejos (22). Para el estudioc bacteriano,
es muy importante considerar que no hay interacciones que
modifiquen considerablemente la estructura celular
(85546,7).

Técnica

La seleccién técnica experimental, debe ser apropiada
de acuerde a el estudio que se realiza, determinandose el
control de las variables principales como es el caso de la
velocidad de calentamiento, el tamado de particula o de
muestra, la dilucidén de esta, el control de atmésfera
pretratanmiento de la auestra (32),

4



La tabla gque a continuacion se presenta, demuestra el

arigen fisicoquimrico de los endotermas y exotermas revelados

en DSC.
FENOMENO CanBI0 DE ENTALPIA
ENDOTERMA EXOTERMA

FISICOS 7

Transicidn cristalina X X

Fusién X

Vaporizacidn X

Sublimacidn X

Adsorcién X

Desorcion X

Absorcion X

Transicidén vitrea CANMBIO DE LINEA BASE.

Transicion liguido-cristal X

Transicién de Cp

QuInICOS
Quimioabsarcién
Desolvatacién
Deshidratacion
Descompasicién
Degradacion Oxidativa
Ox. en atmésfera gaseosa
Red. en atmdésfera gaseosa
Reacciones redox.
Reaccidn en estade solido
Combustidn
Polymerizacion

Reacciones cataliticas.

CAMBIO DE LINEA BASE.

X
X
“X
X

X
X X
X X
X
X
X




Aplicacién sobre sistemas bacterianas

Los estudios calorimétricos sobre especies bacterianas
ya han sida manejados por diversos autores. Se ha estudiado
el comportamiento que presentan los géneros de Corynebac-
terium, Acetobacter, E. coli, y Streptomyces bajo condicio-

nes controladas de dtmosfera , velocidad de calentamiento,
tamaRo de muestra y dilucién de esta (33,34). En estos estu-
dios se pudo observar con marcada diferencia, el diverso co-
mportamiento térmico de las diferentes bacterias en estudio.
Tal diferencia se realizd de manera cualitativa, por tratar-

se de estudios de tipo observacional y no estadistico.

Tambien se han llevado a cabo andlisis discriminantes a
nivel microcalorimétrico sobre crecimiento bacteriano.(33%),
propiedades térmicas de componentes celulares como dextranas
(36) y copoliesters (37), fluidez de lipopolisacdridos en
membranas (38); flujo de energia en bacterias marinas
bioluminiscentes (3?), Investigaciones sobre comportamientos
térmicos en Iiobacillus de varias especies, Leptospirillum,

y Sulfolobus (4@)3 Intercambio de energéticos por transporte

activo a través de E. coli (41), asi como también, determi-

nacion de curvas de calentamiento de crecimiento bacteriano

(42) e investigaciones en cultivos mixtos microbianos (43);

adends se ha determinado'h temperatura éptima de crecimien-

to en bacterias gram negativas (44),se han realizado in-
vestigaciones sobre sistemas bimembranales de bacterias gram

negativas (45), efectos biolégicos de sustancias en E, coli

(46), investigaciones em fases termotrépicas de Brucella y

otras bacterias gram negativas, (47) , oscilaciones
metabdlicas de E._co0li(48), estudios a bajas temperaturas
sobre _Brucella, estudio teraocinético de metabolismo bacte-

riano (58) y estudios microcalorimetricos (51).
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Es muy importante destacar que la gran mayoria de estos
estudios se realizaroh en especies bacterianas gram
negativas, asi como productas celulares obtenidos a partir
de éstas. Ho se han reportado estudios elaborados sobre es-
pecies gram positivas; el dato encontrado consta de 1la
estabilidad térmica que posee el S§. aureus en relacién a
otras bacterias, encontrindose en el cuarto grupo, de seis,
en orden decreciente (52). A continuacidn se describen las
caracteristicas hioestructurales y patogenicas mas importan-

tes de S. aureus.

Staphylococcus aureus.

Los estafilococos fueron los primeros en reconocerse
como género separadc en la decada de 1888, a la vez, fueron
subdivididos en varias especies, siendo el mds importante el

Staphylococcus aureus, Esta es la especie mds coman y la mis

frecuente en enfermedades estafilocdccicas.

Descripeion.

Varios investigadores como Billroth, Koch, Pasteur, Og-
ston, y Rosenbach (3), determinaron cronolégicamente las
principales caracteristicas del §,_aureus.



Los estafilococos son células bacterianas de forma
esftérica. constituyen el género de la familia Micrococaceae
de mayor importancia. Son organismos aerobios con un tipico
metabolismo respiratorio aunque también son capaces de
desarrolarse anaerébicamente (4,5). Produce 4cido a partir
de glucosa tanto aerdbica come anaerébicamente. Su DMA pre-
senta 3@ a 38 % de Guanina-Citosipa. No forman esporas que
le confieran cardcter de resistencia, asi como tampoco pre-
sentan flagelos que permitan dar movilidad propia (4,6,7).
Las células individuales tienen un didmetro que oscila entre
8.7 y 1.2 micras y se agrupan caracteristicamente en agre-
gados irregulares que dan 1la apa.riencia de racimo de uvas
(staphyla, del griego staphylé; racimo de uvas). La divisidén
celular tiene lugar en planos perpendiculares sucesivos,
aungue se presenta separacién incompleta de las células
hijas, lo que propicia que el punto de unién sea excéntrico
del plano de divisién, con los consiquientes agregados irre-
gulares. Ademds de que las células hijas pueden desplazarse

desde su sitio ariginal de unién (3).

Presentan habilidad para retener el cristal violeta y
resiste a la decoloracién con alcohol-acetona; en otras

palabras, estin clasificadas como gram-positives.

En medios sdlidos casi todas las cepas de S,aureus pro-
ducen un caracteristico pigmento de tipo carotenoide color
amarillo oro (aureus), pero la coloracién puade variar de
blanco a naranja (3).
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Son organismos casmopolitas, sin embargo, el cuerpo hu-
mano y ‘el animal son los principales reservorios. Se pueden
encontrar en el aire, agua, leche, aguas negras, asi como -

sus respectivos fomites.

E1l principal habitat de estafilococos en animales es la
nariz, con un 30 a 59 % de portadores sanosj también es co-
aGn encontrarlos en garganta y piel de acarreadores
asintomdticos (4).

El conocimiento de reacciocnes inmunolégicas de este mi-
croorganisme comGn esta todavia emuy incompleto, proba-
blemente no existe otro patdgenc humano que produzca tantos
tactores virulentos como S, aurgus (8).

Algunas cepas de S, aureus presentan cdpsula, (4,5,7,9)
lo que las hace ads virulentas por la propiedad que les da
de no ser fagocitadas por macrdfagos y polimorfonucleares
{7). La cdpsula de algunas cepas se compone de un polimero
de dcido manosaminurénico, y componentes caracteristicos de
peptidoglicanos como es el caso de la Glicina, Alanina y
Glucosamina (?).

La mayoria de las cepas de §. aureus presenta como com-
ponente superficial de la pared, una proteina conocida como
proteina A (4,7,9). La propiedad ads llamativa, es su capa-
cidad de ‘interaccién no especifica con la fraccién Fc de la
196 (excepto la 19Gs).



El §. aureus también produce una proteina de tipo enzi-

mitico que coagula el plasma oxalatado 0 citratado en
presencia de un factor contenido en wvarios sueros para
producir un codgulo & trombo "in vitro".La coagulasa es una
sustancia similar a la protrombina que reacciona con les
factores plasmdticos normales para formar una sustancia si-
milar a la trombina que se convierte en fibrinégeno para dar

origen a la fibrina.

§. aureus produce 4 hemolisinas diferentes que son
proteinas antigénicas, su actividad es neutralizada por an-
ticuerpos especificos. Son mortales para los animales des-
pués de administrarseles, produciendoles necrosis en piel ya
que contienen hidrolisinas solubles que se han identificado

despuds de separarse por electrofaoresis (4,7).

Otras proteinas contenidas son las llamadas
leucocidinas que tienen la capacidad de destruir fagocitos
formando pus. Las Ieucpcidinas se enlazan a la membrana
citoplasmitica, liberando grdnulos que aumentan la patogenia

bacteriana (4,5,7).

Ademds de las hemolisinas y leucocidinas, S. aureus

contiene la proteina exfoliatina, que es un producto ex-
tracelular que divide la capa de estrato granuloso de la
epidermis y causa varios sindromes clinicos, entre ellos el

sindrome de la piel escaldada (5).



‘Hay por lo menos 6 toxinas solubles producidas por casi
el . 5B% de las cepas de S. aureus (4). Son teramoestables y
resisten la accion de enzimas intestinales. Ademds de ser
réspdnsables de muchos cases de envenenamiento alimentario
(4,5).

‘Parad ‘celular

; Todas - las bacterias, excepto los micoplasmas y las
halofilicas, poseen una pared celular rigida que les con-

flere la morfologia caracteristica (18).

La envoltura externa de las bacterias gram positivas
contienen cantidades variables de peptidoglicano, Aci‘dos
teicaicos, dcidos lipoteicoicos, d4cidos teicurénicos,
proteinas y polisacdridos.Esta pared consiste de ctadenas
formadas por unidades repetitivas de un disacdrido constitu-
ido por N-acetilglucosamina y un derivado de ésta, el 4cido
N-~acetilaurdmico. Los monosacdridos estdn unidos por enlaces
1-4 y la longitud de las cadenas puede ser desde 18 a 280 o
ads unidades del disacdrido. Su biosintesis se ha demostrado
en 1985 y 1986 (14,15).

S.aureus ha sido protagonista, junto con E. coli, y M.
lysedeikticus, de estudios sobre la estructura de pep-
tidoglucanos en bacterias (18)




l:_os peptidoglucénos de §._aureus constande 5 moléculas
del” aminodcida Glicina, conectado par enlaces peptidicos
(5.19).kCantien 98% de peptidoglucanos,(se ha reportado un
583 (18)) en su-pared, aupque también poseé¢ otros tipos de
constituyentes conocidos como Acidos teicoicos gue san
polimeros de ribitol fosfato y glicerol fosfato, se denomi-
nan. respectivamente 4dcidos ribitolteicoicos y 4&cidos glice-
rolteicoicos (i11).En los Acidos ribitolteicoicos, el carbono
1ty 5 de los restos adyacentes, se mantiene unidos mediante
un enlace fosfodiester, mientras que el resto de ribitol
tiene un resto D-alanina con una unién éster 14bil en el
carbono 2. En los carbonos 3 y 4 puede haber varios azGcares
sustituyentes, como es el caso de 5. aureus, donde el 4cido
rititolteicoico de la pared estd sustituide en el carbono 4

por un resto N-acetilglucosaminilo, por medio de un enlace a
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Eatructura de los peptidoglicanos. G = N~acetil
glucosamina; M = N—acetilmurdmico; Las lineas
marcadas son enlaces de peptidoglucanos cruzados.
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Peptidoglucanos de 5. aureus. Observese las 5
moléculas del aminodcido Glicina cardcteristico.
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Estructuralmente hablando, puede advertirse que la gran
diferencia de S. aureus con las bacterias bacilares estu-
diadas en la literatura consultada, radica en la composision
bioquimica de la pared celular, presentando éstas, mayor
contenido lipidico (4,5,7) que las bacterias gramm positivas
como lo es el 5. aureus. Las bacterias gram negativas pre-
sentan sobre su superficie gran contenido de fosfolipidos y
lipoproteinas(47,47,52), mientras que los gram positivas
tienen un alto contenido de carbohidratos (2)

Patologia

El S, aureus produce infeccién en una gqran mayoria de
sistemas anatémicos y fluidos (12), como el caso de, la
sangre, liquido cefalorraquideo, tracto respiratorio, siste-
ma gastrointestinal, tracto urinario, drganos genitales,
piel y mtsculo esquelético (12,19), cabeza y cuella, adends
de infecciones sistémicas como es el caso del sindrome del
shock tdxico, envenenamiento alimentario (3), y el sindrome
de 'la piel escaldada (4,5,7).

23



Diagnéstico::

= Son. maltiples "los factores que se pueden aprovechar

para detectar la presencia de $, aureus en un organismo.

El muestreo se puede realizar de diversas formas, de-
pendiendo del sitio en cuestidn; se puede realizar por medio
de exudados, raspados, sueros, liquidoes corporales,
hemocultivos, sangre coagulada, aspirados, heces, lavados,

esputo, y pus principalmente (12,18,19).

Cuando la muestra es de consistencia liquida, esta pue-
de ser sometida a tincidn y observacidn microscépica, ademds
de colocarse en medio de transporte o de enriquecimiento se-
gtn sea la naturaleza de la muestra, A partir de este punto
se presentan diversas alternativas de identificacién. Cabe
sefalar que algunas na son de confiable precision como
otras. A continuacién se mencionan algunas de las técnicas

diagndsticas reportadas:

La unidn de la fraccién Fc de las IgG a la proteina A,
da lugar a reaccién de precipitacion (7,18). Este hecho a
dado la pauts a casas comerciales, que elaboran suspensiones
de esferas de ldtex conteniendo anticuerpos contra proteina
A y un factor acoplante; ambas moléculas se encuentran en S.

aureus y permiten la identificacion de éste. Se ha empleado

también como marcadores radiactivos, junto con 2=°], ya que
tiene una alta afinidad por complejos antigeno-anticuerpo
{5).

Y



La presencia de la enzima coagulasa demuestra la exis-
tencia de la bacteria empleando la técnica de coagulasa en
plasma y agar (13). Su actividad es independiente de otras

toxinas estafilocéccicas.

€n la pared celular se encuentran peptidaglicanos gue
constan de 9 moléculas del aminodcido Glicina, los cuales
han sido empleados como antigeno para detectarse por anti-
cuerpos (de manera especifica) por medio de reaccién de pre-

cipitacidn en solucion (16).

Los 4cidos tefcoicos también han sido protagonistas de
formacién de anticuerpos para la deteccién de infecciones
estafilocéccicas (17), y en pacientes con osteomielitis
(18).

Las técnicas anteriores son de tipo serolégico, sin em-
barge, no se usan rutinariamente por el relative costo mayor
(18 a 20 % mds) en comparacidn con la técnica gque a conti-
nuacién se menciona y que es aplicada a muestras obtenidas

apartir de exudados, raspados, aspirados, y similares.

28
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Las ‘principales pruebas bioquimicas enpleadas” en la

identiﬁchcidn de S. aureus son las siguientes:

Prueba bioquimica . = Resulytado”

"CATALASA ¥
COAGULASA , i
FERMENTACION DE ‘MANITOL "~ e
DHasa o SR : T w

La siembra en medios de cultivo, permiten el desarrollo
primario de la bacteria para posteriormente identificarlas
haciendo uso de pruebas bioquimicas. En el medio de cultivo
Staph-118, crecen solamente microorganismos que poseen una
elevada tolerancia a la sal comGn. Esta constituido por pep~
tona de caseina (10 gr/l)jextracto de levadura (2.5 g/1);
hidrogenafosfato dipotdsica (5 g/1}; gelatira (30 9/1); lac-
tosa (2 4¢/1); D(-)manitol (18 gq/1); cloruro sédico (75
g/l);agar-agar (12 g/1). En este medio, las colonias for-
madoras de pigmentos aparecen de color amarillo dorads,
mientras que las no pigmentadas aparecen blancas. La for-
macion de manitcl se comprueba por el vire amarillo tras go-

tear una solucidn de azul de bromotimol al 8.84%.

El medio de sal y manitol, permite sélo el crecimiento
de microorganismos tolerantes a la sal comGn. Se compone de
peptona (18 g/1); extracto de carne (1 g/1); cloruro de so-
dio (75 g/1); D(~) manital (18 g¢/1); rojo de fenol (8.825
9/1); agar-agar (12 g¢/1). La degradacién del manitol con
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formacidn de 4cido, esta relacionada con ia patogenicidad
del microorganismo y sirve, por lo tanto; como in@icativo de

§._aureus.

El crecimiento de otros microorganismos queda inhibida
por la presencia de telurito, cloruro de litio y una elevada
concentracidn de glicina. Los estafilococes patdgencs, redu-
cen el telurito a teluro metdlico formando colonias negras.
Su composicidn comprende peptona de caseina (18 g/1); ex-
tracto de levadura (5 g/1); hidrégeno fosfato dipotdsice (5
g/1)3 D(-) manitol (18 g/1); cloruro de litio (5 g/1); Gli-
cina (18 g/1); rojo de fenol (0.825 g/1); agar-agar (13
g9/1).

Las principales pruebas bioquimicas para la identifica-
cién confirmativa de S. aureus se dan en base a productos
extracelulares de la bacteria, en el caso de la catalas,
coagulasa, y DNAsa, donde la reaccion es positiva, ademds de

" 1a prueba de fermentacién de manitol.

Es importante sefalar gque el tiempo transcurrido para
la deteccién del microorganismo es de aproximadamente 18 a
36 horas, considerando el aislamiento y las pruebas biogui-
micas. Sin embargo se ha demostrado que el andlisis térmico
puede ser empleado para identificar a determinados géneros
bacterianos (33,34), proporcionando informacién del microor-

ganismo en un tiempo menor.
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Para la identificacién microscépica de §,aureus, se em~
plea la popularmente conocida tincién de Gram. Dicha técnica
de tincién consiste en la aplicacién de un coloranre de ca-
racteristicas bdsicas como es el caso del cristal violeta,
seguido de la aplicacidn de una solucién de lugol, asi como
de una mezcla de alcohol-acetona; finalmente, se adiciona un

caolorante de contraste como la safranina.

Las bacterias gram positivas (v.gqr. estafilococos)
retiene el cristal violeta tras la-decoloracidn y aparecen
de un color azul intenso. Las bacterias gram negativas no
son capaces de retener el cristal violeta tras la decolo-

racidn y se contrastan de rojo con la safranina.
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Planteamiento del problema

Dentro de el dmbito clinico, la identificacidon diagnds-
tica de agentes etioldgicos causantes de diversas en-
fermedades infecciosas, ha sido de relevante importancia

para dar paso a el tratamiento que el paciente requiere.

Sin embarqgo, en comparacién con otras técnicas, la
identificacion de agentes etioldgicos de origen bacteriano,
requiere de aproximadamente 18 a 36 horas, dependiendo de el
género y especie de que se trate. En el presente estudio se
intentard demostrar que la Calorimetria Diferencial de Bar-
rida (DSC) puede emplearse como herramienta en la identifi-
cacidn bacteriana, reguiriéndose para ello un tiempo
aproximado de 25 min. por auestra, lo que representa gran

ahorro de tiempo.

Para ello se realizard el estudio identificando

S.aureus por el poder patégeno que este presenta, asi como

la alta incidencia que tiene en clinica. Dicha identifica-
cién se basard en el comportamiento térmico que presente la

cepa.

Se ha demostrado que la técnica de DSC (adewds de DTA),
(33,34) revela curvas de combustién Gnicas para un tips de
bacteria especifica, lo que sugiere que el estudio deberd
mostrar el éxito deseado, siempre y cuande la muestra
clinica sea tratada de manera adecuada, es decir, obtener



crecimiento puro en el primoaislamiento. De ser asi, el and-
lisis puede extenderse a la identificacion de muchos otros
géneros bacterianos de interés médice con la rapidez que up
laboratoric de andlisis clinico debe tener para colaborar

con el bienpestar de salud que la sociedad exige.
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fObjetivoss -

- Caracterizar cualitativamente por DSC, el com-
portamiento térmico de 5. aureus, para ser usado en un
futuro como prueba de identificacién.

-~ Explicar los datos obtenidos del comportamiento
térmico de la bacteria, y la importancia que tienen para 1la
identificacién mispa.
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Hipotesis.

La Calorimetria Diferencial de Barrido es una técnica
que puede revelar la identidad de un compuesto determinado,
en funcién de la variacion caracteristica de temperatura que
se presente al ser calentado de manera uniforme; si se
considera que S. aureus es una bacteria cuyos componentes
principales y caracteristicos estan ya bien definidos
{5,7,8,9), entonces dicho andlisis puede ser de utilidad
para la obtencién de los pardmetros térmicos presentados por
la bacteria, y que permitan apoyar su identificacién dentro

del dmbito clinica.
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Metodologia.

Hantenimiento de la Vce‘pa:

En condiciones. de esterilidad, se suspenden 14.7 gr. de
medio de . cultivo agar CHAPMAN 118 (Merck art. 5469) en 108
ml. de agua destilada o desmineralizada. Se deja reposar 1§
min..y se lleva a ebullicién hasta que la disolucién sea to-
tal.

A continuacién se esteriliza a 121°C.; 15 1b; 19 min.
El medio de cultivo queda listo para vaciarse en cajas de
petri y tubos de ensaye, donde se siembra, de manera cons-
tante y durante todo el proyecto, la cepa de S, aurgus (ATCC
6588, para control de calidad) bajo condiciones de
esterilidad.

Método experimental para DSC
Equipo

- Termoanalizador DuPont modelo 2880 con médulo para
DsC.
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< -Balanza énaliﬁ:a ‘Sar':lorius 'ccuji ‘kprgci'siovn' de ‘1@"‘91

ﬂaj.érial enplead

‘Micracdpsulas contapa-de alumfnio::’

Microespitula estéril.

Pinzas.

Asa bacteriolégical

Encapsuladora.

Vidrio de reloj.

Ldmpara de alcohol.

Indio puro.

Nitrdégeno liquido.

Procedimiento:

El equipo es calibrado con el metal Indio para obtener
la constante de calibracién "K®, con el objeto de conocer la

capacidad calorifica de la celda y paneles empleados.

£l peso de la nuestra se realiz6 en condiciones de
esterilidad, tarando la microcdpsula y posteriormente, cerca
de la flama de la ldmpara de alcohol, se muestrea la cepa
con la ayuda de la asa bacteriolégica, y que se coloca den-
tro de la microcdpsula, para a continuacién, sellarse semi-
herméticamente. El tamafo de muestra es obtenido por dife-

rencia de peso.
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Se decidid iniciar los cnrnmentos -de- la bactena
muestreando colonns aisladas del medm, con la fmahdad de
obtener las condiciones de velocidad de calentamxentu e in-

tervalo de temperatura.

Se realizd, por otra parte, un corrimiento del medio de
cultivo solo, para considerar las interferencias gue éste

pueda presentar.

Alternativamente, en un tubo de ensaye, conteniendo el
medio de cultivo, se realizd una siembra masiva. La biomasa
obteanida fué transvasada a un tubo de ensaye con solucidn
fisiolégica, en donde es centrifugada. El sobrenadante es
descartado, e inmediatamente la biomasa es muestreada. £ste
procedimiento ofrece 1a ventaja de evitar las interferencias

que pueda provocar el medio de cultivo

Se obtuvieron, ademis, las curvas de calentamiento d_e
muestras con 15 dias de envejecimiento con el objeto de
evaluar si existia diferencia NOTORIA con las colonias
Jjévenes como en el caso de las bacterias gram negativas re-
portadas en(42, 44).

Posteriormente se realizaron corrimientos pero ahora
después de 2 hrs de haber muestreado la cepa joven, con la
finalidad de visualizar los cambios que esta pueda sufrir,

al ser desalojada de su medio nutricional.



RESULTADOS

La giguiente tabla resume los valores de los baradetrné

registrados a lo largo del estudia.

CNOMBRE. @® Wew T ATM.  TeeRo M NOTAS

©2871 ~cte.B.983

R transicia
nes aulti
ples no
definidas

116 Endoterma

3. . 7e.al 20 Caire . 330 1292 Exoterma
’ ' aumento

intervalo
de calen-
tamiento.

4 8.8 20 aire 330 491 Exoterma

S 1.2 28 aire 349 499 Expterma

MEDIO DE

CULTIVD 1.2 29 aire 198,334 3881,226 Endoter-
ma y exo-
terma.

*
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teristico

* Tamafo de muestra en mg.

** Velocidad de calentamiento en °C/min.

w»* Temperatura en °C.

%  Atepuada 15 dias de incubacién.

* Atenuada 15 dias y aislada 2 hrs. de el medic de

cultivo.
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ANALISIS DE RESULTADOS

Al obtener la entalpia (H) y temperatura de fusidn
(Tf) de compuestos puros (como es el caso del indio), permi-
te la calibracién del equipo, pudiendose medir las  transi-
ciones térmicas existentes entre la muestra y referencia
(26-31).

Las primeras cinco curvas (h1,2,3,4,y,5) se efectuaron
para optimizar el equipo, deterainidndose que la velocidad de
calentamiento a emplear seria de 28°C./min., despuds de con-
siderar la velocidad de calentamiento de 18°C/amin, y un in-
tervalo de temperatura inicial de temperatura ambiente a
388°C que posteriormente se incrementd hasta 588°C. en donde
se aprecié una transicidén mas. Los pardmetros trabajados
coinciden con lo reportado (33-54), en donde puede obser-
varse buena definicién en las curvas obtenidas y en un menor
tiempos el panel es sellado semiherméticamente, para permi-
tir liberacidn de productos extracelulares, en atmésfera de

aire.

Se encontrd que las transiciones observadas presentan
caracteristicas de deshidratacién y combustidn.

En las curvas 4 y 5 se presenta la exoterma de com-
bustién a 338 y 348°C. con entalpias de 491 y 499 J3/g res-
pectivamente, sin embargo, la endoterma mostrada ante-
riormente desaparece, quedando tan s6lo una curva de escasa

pendiente que simula el lugar en donde anteriormente se
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ubicaba. Debido a esto, se realizé el corrimiento de una
nuestra de medio de cultivo revelindose un endoterma a
198°C. y entalpia de 3BB1 J/g gque hace suponer que es el
causante de los anteriores endotermas. Por esta razén se de-
cididé emplear el procedimiento descrito, en donde se emplea

solucién salina y centrifugacidn,

Bajo este sistema, se obtuvieron las curvas de calenta-
miento siguientes, siendo el 4,7,8 y 9, muestras atenuadas

15 dias y la 18,11 y 12 con 1B hrs de incubacidn,

Es aqui en donde cabe seRalar que, en cuanto a resis-
tencia térmica, Ramos Sancher et al. (52) han definido que,

§. aureus se encuentra en el cuarto lugar de seis grupos

bacterianos, y que ésta se da por el tipo de enlaces que‘se
presentan en su estructura (a nivel de lipopolisacidridos),
siendo les mas fuertes los B(1-3) encontrindose en cuarto
lugar los a{l1-4) y en sexto los B(1-4), que son los enlaces
encontrados en los dcidos teicoicos de la pared celular de
8. aureus (4,5,6), es decir, estos enlaces dan rasistencia
térmica a la muestra bacteriana, registrindose en el flujo
de calor mostradoc en los termogramas como un comportamiento
exotérmico, conjuntamente con los sacdridos contenidos en la
pared celular (M-acetilglucosamina y HW-acetilmurdmico) que
dan aporte energético bastante grande por poseer estructuras
derivadas de la glucosa 688 a BB@ J/g (53).

Muchas de las transiciones, ademds, se deben a las
sufridas por las cadenas hidrocarbonadas, unidas

cavalentemente (54).

sY



En las cepas que se incubaron 13 dias, se aprecia dife-
rencia eh.las entalpias en relacién con las que se incubaron
1B hrs., ‘esto debido a la resistencia y envejecimiento gque

ﬁenén las . colonias bacterianas (2).

El" comportamiento de las muestras 18, 11 y 12, no son
similares, deduciéndose que hay variacién energética, debido
a que hay variacion estructural. Las cepas con 15 dias de
envejecimiento, se hidratan bastante con el medio de culti-
vo,. apareciendo endotermas de deshidratacién, mientras que

las colonias jovenes no.

Los termogramas 8 y 9 se realizaron con muestras ais-
ladas 2 hrs. antes del corrimiento. El resultado demuestra
un comportamiento totalmente diferente a los anteriores, y
es debido a la degradaci6n que sufren los organismos
unicelulares cuando son retirados de su medio nutricional
(2).

Si bien es cierto que hay reproducibilidad en el creci-
miento bacteriano sobre medios de cultivo a nivel mor-
folégico macro y microscépico, no es asi a nivel estructural
quimicamente hablando, ya que presenta gran variacion térai-
ca durante su crecimiento (51) es par ello que na se obtiene
reproducibilidad en los termogramas obtenidos bajo las mis-

mas condiciones, no logréndose asi la identificacidn.



S§i se logra un buen control en el tiempo de incubacién,
se puede esperar que la reproducibilidad aumente en los pa-
rdmetros tanto de temperaturas, y entalpias de deshidrata-
cién y combustidn principalmente, adquiriéndose como datos

de i{dentificacidn clinica de S.aureus

Sb



CONCLUSIONES.

Para poder identificar a la bacteria 5. aureus, se

debe: Controlar el tiempo de incubacion de la cepa para evi-
tar variaciones schre la etapa estructural de la misma, ya
que en la etapa joven presenta inestabilidad térmica a menor
temperatura gque en la etapa envejecida, donde presenta in-
estabilidad a mayores temperaturas, demostrando mayor resis-

tencia.

l.as transiciones observadas Son dos: una de origen
endotérmico (deshidratacién) y otra de tipo exotérmico (com-
bustién), ademds de pequeRas transiciones que requieren de

mayor estudio.’

Las transiciones mostradas son debidas principalmente a
la energia de los enlaces presentes en la pared celular y a

derivados de la glucosa presentes en la misma estructura.
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Sugerencias

- Establécer'estricto control en:el. . tiempo devjncuha-

cién de la cepa para realizar los corrimientos.

- Realizar mGltiples corrimientos (empleando. las varia-
hles obtenidas en el presente) para demostrar la correlacién
existente entre una muestra y otra; si existe alta coor-
relacién, aplicar el Teorema de Bayes, empleando como prueba

de referencia diagndstica la prueba de la coagulasa.
- Establecer estadisticamebte los datos térmicos de:
-~ Temperatura y entalpia de deshidratacidn.

-- Temperatura y entalpia de combustion.

- Estudiar con detalle las pequeRas transiciones
mostradas entre las transiciones principales, empleando para
ello estandares de referencia que permitan describir el com-

ponente que les da arigen.
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