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IHTRDDUCCIDH 

El diaqnOstico de enfermedades infecciosas ha sido des­

de tiempos remotos, una enorme inquietud ncltural del hombre. 

Existen diversos testimonios sobre el uso de remedios de 

origen natural para dar el tratamiento adecuado a una en­

fermedad determinada, aunque queda mucho en duda si estas 

9entes tenian conocimiento del enemigo con el que se en­

frentaban ( 1). 

La identificación de agentes etialóqicos de mó.ltiples 

enfermedades, al invadir a un individuo produciéndole daño, 

es de importancia vi tal para éste. Para cumplir con tal fi­

nalidad, se han diseñado, elaborado y perfeccionado técnicas 

para identificar tales agentes, ya sean de origen viral, 

bacteriano, parasitario y/ó micólico, siendo las bacterias 

los agentes etiológicos rnas frecuentes. 

Su identificación SE basa en el comportamiento 

fisiológico característico de cada una de ellcls, entre las 

que destaca su rápido crecimiento en medios de cultivo "in 

Yi tro" que permiten, con ayuda de instrumentas y diversas 

técnicas de tipo bioquímico, poder ser identificadas ta.ntc 

en genero como en especie. 



La creación de instrumentos y técnicas sigue avanzdndo 

desde la aparición del microscopio, hasta ld m.ls sofisticdda 

técnica de radioinmunoan.llisis que conllevan a la misma fi­

nal iddd. 

Los estudios calorim1Hricos sobre especies bacterianas 

y micóticas, ya han sido manejados por diversos autores 

(33,34,35,36,37,3B,39,40,41,42,43-54), sin embargo, ninguno 

de estos estudios ha sido enfocado directamente a manera de 

identificación, salvo ciertas excepciones en donde se emplea 

DTA como técnica de an.tlisis (33,34). 

El proposito de este trabajo, es demostrar la aplica­

ción que puede tener la Calorimetría Diferencial de Barrido 

en la identificación de agentes etiológicos, y para tal fi­

nalidad se ha elegido a una bacteria por la facilidad 

111ecd.nica que presentan para trabajar con ellas. La bacteria 

de e lección es del g~nero Micrococaceae conocida como 

Staphrlococcus .iureus, cuya capacidad patógena la hace peli­

grosa para el hombre. 
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FUHDAftEHTACIOH DEL TEftA 

Análisis térmico. 

Entre las técnicas Termoanali ticas m.is utilizadas en la 

actualidad, y que se clasifican de acuerdo a la propiedad 

física que se desee medir, se pueden mencionar : AnUisis 

Térmico Diferencial (DTA> -determinación de temperatura-, 

Calorimetría Diferencial de Barrido {DSC) -determinación de 

energía-, An.1.lisis Termogravimétrico (TGA) -determinación de 

masa- y An.1.lisis termomec.1.nico (TMA) -determinación de 

volumen-. 

La Calorimetría Diferencial de Barrido (DSC) es la 

técnica que determina la diferencia de energía de una mues­

tra con respecto d. una referencia en función de la tempera­

turc1, bajo un programa de calentamiento o enfriamiento cam­

trolado. Los cambios que ocurren en la muestra pueden ser 

re9istrados por medio de una curva en la que se pueden ob­

servar picos endo o elCotérmicos, y en algunos casos, cambios 

sClbi tos de capacidad calorific• (Cp) como lo son las tr•nsi­

ciones vi tre.is(23). 



INSTRUMEHTACIOH 

La instrumentación de un equipo DSC, se muestra en la 

figura anexa. 

Los termopares por lo general, es Un construidos de una 

aleación de platino y rodio; cada uno esta provisto de su 

propio sistema de sensor y resistencia de temperatura; é-stos 

est.in separados por un centímetro para favorecer la. diferen­

cia de temperatura mencionada en la definición. 

Un aspecto interesan te es el hecho de que las in ter ac­

ciones existentes entre las temperaturas del panel de 1RUes­

tra y referencia, son controlados por la obtención de una 

constante de calibración "I<" (26-31). Para conocer la cons­

tante de calibración del calorimetro, se usan 111etales 'de 

al ta pureza con en tal pi.as exactamente conocidas como es el 

caso del Indio, el cual tiene una entalpía de 6.8 cal/gr. y 

p.f. = 156.4Q C., estos son corridos a una velocidad de ca­

lentamiento seleccionada, obteniéndose el J.rea bajo la curva 

de calentamiento, producida por el flujo de calar formado 

por la diferencia de temperatura entre los termopares de 

muestra y referencia. 

•H<fu•ión) * Me 

K=-------- (en 11cal/unidad d.re .. ) 

Ac 



Donde: 
' ' 

AH(fus!ón·l~entalpia de ·fusión del calibrante (indio) 

en m~~.l/mg ., ~::,· .-.- ·~~\} 7 ·.~· :: -~::~~~))' 
___ ,. 

·l'lc =·.Mua· delcCalibra~te (indioLen mg. 

dio) 

se obtiene el valor de "k" (constante de calibración). 

Adec.is de obtenerse información de entalpías, también 

se obtienen puntos de fuGión o de alguna otra transición, 

realizandose curvas de corrección para indic•r temperaturas 

reales en bue a la pendiente del endaterma o exoterma pre­

sentado(24). 

Una vez realizada la c•libración, l• 11uestr.& se coloca 

en un ambiente cuya temperatura es regulada por un progr•­

ci.ador de temperatura. ·Los cambios térmicas, son moni to­

readas por un transductor, el cual convierte en señal 

eléctrica cualquier cambio fi~ico o qui•ico. Co11a estas 

señales sen muy pequeñas, es necesario que atraviesen un 

sistema a111plificador y pastarior•ente un registrador poten­

ciométricc (22).El progr1e1.dor de letaperaturtt. debe ser capaz 

de mantener el espacio circundante de la muestra a te11pera­

tura constante (operación isotérmica), o bien, por arriba o 

por debajo de la temperatura ambiente, adem.ts de modifica..­

la misma en función del tiempo a una razón seleccicnad.i. 

(22,23). 



El registrador de salida es un registrador X Y. La va­

riable dependiente se regi-stra en Y y la independiente en X. 

Por lo tanto la variabilidad de el parJ.metro en estudio es 

obvia. En caso de operación isotérmica, el eje X puede ser 

utilizado para reQistro de tiempo, ya que la temperatura se 

mantiene constante (22). 

La señ'al de temperatura se registra con termómetros de 

platino (21) ,incrustados dentro de los circuitos; esta señal 

también es registr•da simulUneamente. 
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Procesos estudiados por ose 

Por medio de esta técnica se han analizado diversos ti­

pos de muestras (23), ya sectn puras o complejas en las que 

se han detectado varias transiciones, puntos de fu§iión, ebu­

llic.iOn y otras temperaturas, asi como los hidratos, sol­

vatos, y otros complejos (22). P.ira el estudio bacteriano, 

es muy importante considerar que no hay interacciones que 

modifiquen considerablemente la estructura celular 

(4,5,6,7). 

Técnica 

La selección técnica experimental, debe ser apropiada 

de acuerdo a el estudio que se realiza, determinandose el 

control de las variables principales como es el caso de la 

velocidad de calentamiento, el tamaño de partícula o de 

muestra, la dilución d_e esta, el control de atmósfera y 

pretratamiento de la muestra (32). 

q 



La tabla que a continuación se presenta, demuestra el 

origen fisicaquiiuico de los endatermas y e•otermas revelados 

en DSC. 

FENOMENO CAMBIO DE ENTALPIA 

FISICOS 

Transición cristalina 

Fusión 

Vapori u.ción 

Sublimación 

Adsorción 

Deserción 

Absorción 

Transición vi trea 

Transición líquido-cristal 

Transición de Cp 

DUIMICOS 

Quimioabsorción 

Desolva tación 

Deshidratación 

Descompor.ición 

Degradación Oxidativa 

Ox. en atmósfera gaseosa 

EHDOTERMA 

X 

X 

X 

X 

X 

X 

CAMBIO 

X 

CAMBIO 

X 

X 

Red. en atmósfera gaseosa X 

Reacciones redox. X 

Reacción en estado solida X 

Combustión 

Polymerización 

Reacciones catali ti cas. 

'º 

EXOTERMA 

DE LINEA BASE. 

DE LINEA BASE. 



Aplicación sobre sistemas bacterianos 

Los estudios calorimétricos sobre especies bacterianas 

ya han sido 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 .Hmosfera , velocidad de calentamiento, 

tamaño de 11\Uestra y dilución 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 realizó de manera cualitativa, por tr.itar­

se de estudios de tipo observacional y no estadístico. 

Tambien se han llevado a cabo análisis discriminantes a 

nivel microcalorimétrico sobre crecimiento bacteriano.(35)., 

propiedades térmicas de componentes celulares como de1Ctranas 

(J6) y copoliesters (37), fluidez de lipopolisac.iridos en 

membranas (39); flujo de energía en bacterias marinas 

bioluminiscentes (39), In ves ti9aciones sobre comportamientos 

térmicos en Tiobacillus de varias especies, Leptospirillum, 

y Sulfolobus (40)¡ Intercambio de energeticos por transporte 

activa a traves de E. coli (41), asi coma tainbien, determi­

nación de curvas de calentamiento de crecimiento bacteriano 

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

además se ha determinado la temperatura óptima de crecimien­

to en bacterias gram negativas (44),se han realizado in­

vestigaciones sobre sistemas bimembrana.les de bacterias gram 

negativas (45), efectos biológicos de sustancias en E. coli 

(46), investigaciones en fases termotrópicas de Brucella y 

otras bacterias gram negativas, (47) , oscilaciones 

metabólicas de E. coliC49), estudios a bajas ter.iparatur.i!i 

sobre Brucella, estudio ter11ocinético de met•bolismo bacte­

riano (50) y estudios micracalorimetricos (51). 

ll 
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Es muy importan te des tacar que la gran mayorí..i de es tos 

estudios se realizaron en especies bacterianas gram 

negativas, así. como productos celulares obtenidos a partir 

de éstas. No se han reportado estudios elaborados sobre es­

pecies gram positivasi el dato encontrado consta de la 

estabilidad térmica que posee el s. aureus en relación a 

otras bacterias, encontr.1ndose en el cuarto grupo, de seis, 

en orden decreciente (52). A continuación se describen las 

características biaestructurales y patOgenicas mas importan­

tes de S. aureus. 

Staphylococcus aureus. 

Los estafilococos fueron los primeros en reconocerse 

como género separado en la de cada de 1880. a la vez, fueran 

subdivididos en varias especies, siendo el mc\s importante el 

Staphylococcus aureus. Esta es la especie mcis comC.m y la m.ls 

frecuente en enfermedades est.afi lacócci cas. 

Descripción, 

Viarios investigadores como Billroth, Koch, Pasteur, Og­

ston, y Rosenbach (J), determinaron cronológicamente las 

principales caracteristicas del ~. 

13 



Los estafilococos son células bacterianas de forma 

esférica. constituyen el género de la familia Micrococaceae 

de mayor importancia. Son organismos aerobios con un ti.pico 

metabolismo respiratorio aunque también son capaces de 

desarrolarsa anaeróbi camen te (4, S). Produce .leido a partir 

de glucosa tanto aeróbica como anaeróbicamente. Su DNA pre­

senta 30 a 38 ~ de Guanina-Citosina. Ha forman esporas que 

le confieran ca.r.icter de resistencia, asi como tampoco pre­

sentan flagelos que permitan dar movilidad propia (4,6,7). 

Las c1Hulas individuales tienen un diámetro que oscila entre 

0.7 y 1.2 micras y se agrupan característicamente en agre­

gados irregulares que dan la apariencia de racimo de uvas 

(stt1phylo, del 9riego staphylé; racimo de uvas). La división 

celular tiene lugar en planos perpendiculares sucesivos, 

aunque se presenta separació·n incompleta de las células 

hijas, lo que propicia que el punto de unión sea excéntrico 

del plano de división, con los consiguientes a9regados irre­

gulares. Ademc\s de que las células hijas pueden desplazarse 

desde su sitio original de unión (5). 

Prrrnantan habilidad para retener el cristal violeta y 

resiste a la decoloración con alcohol-acetona; en otras 

palabras, esU.n clasific!1das como gram-positivos. 

En medios sólidos casi todas las cepas de s.aureus pro­

ducen un cara.cteristico pig1111ento de tipo carotenoide color 

a11arillo oro (aureus), pero la coloración puede vari.l.r de 

blanco a naranja (3). 

14 
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San organismos cosmopolitas, sin embargo, el cuerpo hu­

mana y ·e1 animal son los principales reservorios. Se pueden 

encontrar en el aire, agua, leche, aguas negras, así como· 

sus respectivos fomi tes. 

El principal habitat de esta1ilococos en animales es la 

nariz, con un 30 a 50 ~ de portadores sanosi también es co-

116n encontrarlos en garganta y piel de acarreadores 

asintom,ticos (4). 

El conocimiento de reacciones inir¡unolOqicas de este IQÍ­

croorg an ismo come.in esta todavía muy incompleto, proba­

blemente no existe otro patógeno humano que produzca tantos 

factores virulentos como s. aureus (8). 

Algunas cepas de S. aureus presentan cAp1ula, (4,5,7,9) 

lo que las hace m.i.s virulentas por la propiedad que les da 

de no ser fAQoci tadas por macrófagos y polimorfonucleares 

(7). La cápsula de algunas cepas se compone de un polímero 

de .icido 11.rnosaminurónico, y componentes característicos de 

peptidoglicanos como es el caso de la Glicina, Alanina y 

Glucosamina (9). 

La mayoría de las cepas de ~ presenta co~o com­

ponente superficial de la pared, una proteína conocida como 

proteína A (4 171 9). La propiedad m.i.s llamativa, es su capa­

cidad de ·interacción no especifica con la fracción Fe de la 

IgG (excepto la lgG,). 
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El s. aureus también produce una proteína de tipa enzi­

m.1 ti co que coagula el plasma axalatado ó citratada en 

presencia de un factor contenido en varios sueros para 

producir un co.igulo 6 trombo "in vitro 11 .La coagulasa es una 

sustancia similar a la protrombina que reacciona con los 

factores plasmáticos normales para formar una sustanch. si­

milar a la trombin.i que se convierte en fibrinógeno para dar 

origen a la fibrina .. 

S. aureus produce 4 hemolisinas diferentes que son 

proteínas d.ntigénicas, su actividad es neutralizada por an­

ticuerpos especificas. Son mortales para los animales des­

pués de administrarseles, produciendoles necrosis en piel ya 

que contienen hidrolisinas solubles que se han identificado 

después de separarse por electroforesis ( 4, 7). 

Otras proteínas contenidas son las llamadas 

leucocidinas que tienen la capacidad de destruir fagocitos 

formando pus. Las leucocidinas se enlazan a la membrana 

citoplasm.ttic•, liberando gr.lnulos que aumentan la patogenia 

bacteriana. (4, 5, 7). 

Adem.1.s de las hemolisinas y leucocidinas, S. aureus 

contiene la proteína exfoliatina, que es un producto ex­

tra.celular que divide la capa de estrato granulosa de la 

epidermis y causa varios síndromes clínicos, entre ellos el 

síndrome de la piel escaldada (5). 
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Hay por lo menos 6 tox intls solubles producidas por casi 

el 50~ de las cepas de S. aureus (4). Son teraaoestables y 

resisten la acción de enzimas intestinales. Adem.ls de ser 

responsables de muchos casos de envenenamiento alimentario 

(4,5). 

Pared celular 

Todas las bacterias, excepto los mico plasmas y las 

halofilicas, poseen una pared celular rígida que les con­

fiere la morfología caracteri.stica (10). 

La envoltur,¡ externa de las bacterias gram positivas 

contienen cantidades variables de peptidogli cano, .i.ci~os 

teicoicos, cicidos lipoteicoicos, J.cidos teicurónicos, 

proteínas y polisacJ.ridos.Esta pared consiste de cadenas 

formadas por unidades repetitivas de un d isaccirido consti tu­

i do por N-acetilglucosamina y un derivado de ésta, el .leido 

N-acetilmur.imico. Los monosac.iridos est.1.n unidos por enlaces 

1-4 y la longitud de las cadenas puede ser desde 10 a 200 o 

m.1.s unidades del disac.irido. Su biosi.ntesis se ha demostrado 

en 1985 y 1986 (14,15). 

S.aureus ha sido protagonista, junto con ~. y ~ 

lvsodeikticus, de estudios sobre la estructura de pep­

tidoglucanos en bacterias (10) 
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Los peptidoglucanos de s. aureus cnnstat'lde 5 moléculas 

del aminoácido Glicina, conectado por enlaces peptidicos 

(5,10). Cantien 90:i de peptidaglucanos,(se ha reportado un 

50:~ (10)) en su pared, aunqUE' también paseó otras tipos de 

constituyentes conocidos como ácidos teicoicos que son 

polimeros de ribitol fosfato y glicerol fosfato, se denomi­

nan respectivamente ácidas ribi tal teicoicos y ácidos glice­

rol teicoicos (11) .En los ácidos ribi tolteicoicos, el carbono 

1 y 5 de los restos adyacentes, se mantiene unidos mediante 

un enlace fosfodiester, mientras qno el resto de ribitol 

tiene un resto D-alanin,1 con una unión éster lábil en el 

carbono 2. En los carbonos 3 y 4 puede haber varios azúcares 

sustituyentes, como es el caso de S. aureus, donde el ácido 

ribitolteir:oico de la pared está <;;>Ustituido en el carbono 4 

por un resto N-acetilglucosaminilo, por medio de un enlace « 

~ Jl· 

/ i r-1 I --/ 

11 11---LM 11~ 
/ / I / I 

G G G G G 

l¡I I .--/ I ,..-. 
M_J_M 11--j_M 11-L 

I / I / I / 
G (J G G I] 

/r-/ 1=-1 / 
11- -11 :1 -M N 

/ / / / / 
G G G G G 

/ I I I 

Katructurn de las peptido¡¡licanas. G = N-acetil 

¡¡lucosaminn; H = N-acetilmurámico; LaB lineas 

marcadas son enlncea de peptídaglucanos cruzados. 
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----G----11----0-·---M~---G----M----

L-aI• 

1 

1 
.·ir: Jya '~7,_-C_-~~-- e-~~ 1--~,-'--l 

J •· 1 e "G!y J 
D-'ala . ··L: ·· I ·.·- -1 

j G!y. : J 

1 -1· .1. 
J Gil'.. J 

1 [: 1 
J; Gly J 

1 1 
J Gly 1 
c----- ¡-----J 

V-ala 

L-Lya 

D-Glu-NH2 

L-ala 

----G----N----G--- -11----G----11----G----

Peptido¡¡lucanoa de fi.__w.u:.eJ!ll. Oboerveae lan 5 

moléculaa del aminoácido Glicina carllcterfatico. 
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H 1 ;w'- 1 

1 - J' ,..... 1 
'-

·~E·,~. ~~,l~~i,"·,~/::m 
11 :1 1 1 ; " ¡ 1 

H-C-OR ,' p' •.. I ·.·. H~C~OR · .. · , · .~ P,' 1 

1 /1 1 ·-1 .~/ 1 
H-C-0 / OH I H-C-0 .-' OH 1 

11/ 
H-C-OR p' 

1 ,,.··' 

H-C-0 ;" 

.· 
o 

OH 

1 1 
H 1 H 1 H 

L--- ---J'l 

Acido l'ibitol teicoicoa. 

R = alfa o beta N-acetilglucoaaminilo. 



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 

bioquímica de la pared celular, presentando é5tas, mayor 

contenido lipídico (4,5,7) que las bacteria5 gramm positivas 

como lo es el S. aureus. Las bacterias gram negativas pre­

sentan sobre su superficie gran contenido de fosfolípidos y 

lipoproteínas(47,49,52), mientras que los gram positivas 

tienen un alto contenido de carbohidratos (2) 

Patología 

El S. aureus produce infección en una gran mayoría de 

sistemas anatómicos y fluidos (12), como el caso de, la 

sangre, liquido cef•lorraquídeo, tracto respiratorio, siste­

a1t1 gastrointestinal, tracto urinario, órganos genitales, 

piel y mfisculo esquelético (12 1 19) 1 cabeza y cuello, ademAs 

de infecciones sistémicas como es el caso del síndrome del 

shock tóxico, envenenamiento •limentario (3), y el síndrome 

de la piel escddad.t (4,5,7). 



Diagnóstico 

Son .mCtltiples los factores que se pueden aprovechar 

para detectar la presencia de S. aureus en un orqanísmo. 

El muestreo se puede realizar de diversas formas, de­

pendiendo del sitio en cuestión; se puede realizar por medio 

de exudados, raspados, sueros, líquidos corporales, 

hemocultivos, sangre coagulada, aspirados, heces, lavados, 

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

Cuando la muestra es de consistencia líquida, esta pue­

de ser sometida a tinc:ión y observación microscópica, además 

de colocarse en medio de transporte o de enriquecimiento se­

glm sea la naturaleza de la muestra. A partir de este punto 

se presentan diversas al terna ti vas de identificación. Cabe 

señalar que algunas no son de confiable precisión como 

otras. A continuación se mencionan algunas de las técnicas 

diagnósticas reportadas: 

La unión de la frac;ción Fe de las IgG a la proteína A, 

da lugar a reacción de precipitación (7,10). Este hecho a 

dado la paut.; a casas comerciales, que elaboran suspensiones 

de esferas de látex conteniendo anticuerpos contra proteína 

A y un factor acoplante; ambas moléculas se encuentran en §..:.. 

~ y permiten la identificación de éste. Se ha empleado 

también como marcadores radiactivos, junto con 1 =5 1, ya que 

tiene una alta afinidad por complejos antígeno-anticuerpo 

(5). 
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La presencia de la enzima coagulasa demuestra la elCis­

tencia de la bacteria empleando la técnica de coagulasa en 

plasma y agar ( 13). Su actividad es independiente de otras 

toxinas estafilocócci cas. 

En la pared celular se encuentran peptidoglicanos que 

constan de 5 moléculas del aminoácido Glicina, los cuales 

han sido empleados como antigeno para detectarse por anti­

cuerpos (de manera especifica) por medio de reacción de pre­

cipitación en solución (16). 

Los .leidos teicoicos también han sido protagonistas de 

formación de anticuerpos para la detección de infecciones 

estafilocóccicai; (17), y en pacientes con osteomielitis 

(18). 

Las técnicas anteriores son de tipo serológico, sin em­

bargo, no se usan rutinariamente por el relativa costo mayor 

(10 a 20 ~ m.is) en comparación con la técnica que a conti­

nuación se menciona y que es aplicada a inuestras obtenidas 

a.partir de exudados, raspados, aspirados, y similares. 
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Las principales pruebas bioquim icas empleadas en la 

i~entificación de s. aureus son las siguientes: 

Prueba bioquímica 

CATALASA 

COAGULAS A 

FERNENTACION DE MANITOL 

DNasa 

Resultado 

La siembra en medios de cultivo, permiten el desarrollo 

primario de la bacteria para posteriormente identificarlas 

haciendo uso de pruebas bioquímicas. En el medio de cultivo 

Staph-110, crecen solamente microorganismos que poseen una 

elevada tolerancia a la sal com6n. Esta constituido por pep­

tona de caseina (10 gr/l);extracta de levadura (2.5 g/l); 

h!drogenofosfato dipoUs!co (5 gil); gelatina (30 gil); lac­

tosa (2 g/l); D(-)manitol (10 g/l); cloruro sódico (75 

g/l);agar-agar (12 g/l). En este medio, las colonias for­

madoras de pigmeo tos aparecen de color amarillo dorado, 

mientras que las no pigmentadas aparecen blancas. La for­

mación de manitol se comprueba JlDr el vire amarillo tras go­

tear una soluc:iOn de azul de bromotimol al 0.eq~. 

El medio de sal y ma.nitol, permite sólo el crecimiento 

de 11icraorganismos tolerantes a la sal com!m. Se compone de 

peptona (10 gil); extracto de carne (1 gil); cloruro de so­

dio (75 gil); D(-) manito! (10 gil); rojo de fenol (0.025 

9/l); agar-agar (12 g/l). La degradación del manitol con 



formación de .\cido, esta relacion.ida con la patogenicidad 

del microorganismo sirve, por lo tanto, como indicativo de 

S. aureus. 

El crecimiento de otros 11icroorganis111os queda inhibida 

por la presencia de teluri to, cloruro de li tia y una elevada 

concentración de glicina. Los estafilococos patógenos, redu­

cen el telurito a teluro metálico formando colonias negras. 

Su composición comprende peptona de casei.na (10 g/l); ex­

tracto de levadura ( 5 g/l); hidrógeno fosfato dipot.1si ca ( 5 

gil); D(-) manitol (10 g/ll; cloruro de litio (5 gil); Gli­

cina (10 gil); rojo de fenal (0.025 g/l); agar-agar (13 

g/l). 

Las principales pruebas bioquimicas para la identifica­

ción confirmativa de S .. aureus se dan en base a productos 

extra.celulares de la bacteria, en el caso de la cata.la!:., 

coagulasa, y DHAsa, donde la reacción es positiva, además de 

la prueba de fermentación de manitol. 

Es importante señalar que el tieinpo transcurrido para 

la detección del microorganismo es de aproximadamente 18 a 

36 horas, considerando el aislamiento y las pruebas bioquí­

micas. Sin embargo se ha demostrado que el análisis térmico 

puede ser empleado para identificar a determinados géneros 

bacterianas (33,34), proporcionando información del microor­

ganismo en un tiempo menor. 
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Para la identificación microscópica de S.aureus, se em­

plea la popularmente conocida tinción de Gram. Dicha técnica 

de tinción consiste en le\ aplicación de un coloranre de ca­

racterísticas básicas como es el caso del cristal violeta, 

seguido de la aplicación de una solución de lugol, asi como 

de una mezcla de alcohol-acetona¡ finalmente, se adiciona un 

colorante de contraste como la safranina. 

Las bacterias gram positivas (v.gr. estafilococos) 

retiene el cristal violeta tras la decoloración y aparecen 

de un color azul intenso. Las bacterias gram negativas no 

son capaces de retener el cristal violeta tras la decolo­

ración y se contrastan de rojo con la safran ina. 



Plt1nteaaiento del probleaa 

Dentro de el J.mbito cl:i.nico, la identificación diagnós­

tica de agentes etiológicos causantes de diversas en­

fermedades infecciosas, ha sido de relevante importancia 

para dar paso a el tratamiento que el paciente requiere. 

Sin embargo, en comparación con otra.s técnica.s, la 

identificación de agentes etiológicos 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 

intentará demostrar que la Calorimetría Diferencial de Bar­

rido CDSC) puede emplearse como herramienta en la identifi­

cación bacteriana, requiriéndose para ello un tiempo 

aproximado de 25 min. por muestra, lo que representa gran 

ahorro de tiempo. 

Para ello se realizará el estudio identificando 

S.aure..!!§_ por el poder patógeno que este presenta, así como 

111 alta incidencia que _tiene en clínica. Dicha identifica­

ción se basarJ. en el comportamiento térmico que presente la 

cepa. 

Sq h• demostrado que la técnica de DSC (ade•As de DTA), 

(33,34) revela curvas de combustión ó.nicas para un tipo de 

bacteria específica, lo que sugiere que el e1Dtudio deberá 

mostrar el éxito deseado, siempre y cuando la muestra 

clínica sea trata.da de manera adecuada, es decir, obtener 



crecimiento puro en el primoaislamiento. De ser asi, el aná­

lisis puede extenderse a la identificación de muchos otros 

géneros bacterianos de interés médico con la rapidez que un 

labora torio de an.11 i sis clin i ca debe tener para colaborar 

con el bienestar de salud que la sociedad exige. 
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Objetivos: 

- Caracterizar cualitativamente por ose, el com­

portamiento térmico de Sª aureus, para ser usado en un 

futuro como prueba de identificación. 

- E);pli car los da tos obtenido¡ del comportamiento 

térmico de la bacteria, y la importancia que tienen para \a. 

identificación misma. 



HipOtesis. 

La Calorimetría Diferencial de Barrido es una técnica 

que puede revelar la identidad de un compuesto determinado, 

en función de la variación característica de temperatura que 

se presente al ser calentado de manera uniforme; si se 

considera que s. aureus es una bacteria cuyos componen.tes 

principales y característicos estan ya bien definidos 

(S,7,B,9), entonces dicho análisis puede ser de utilidad 

para la obtención de los parámetros térmicos presentados por 

la bacteria, y que permitan apoyar su identificación dentro 

del ámbito clinico. 
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"etodalogiil. 

M•ntenimiento de la cepas 

En condiciones de esterilidad, se suspenden 14.7 9r. de 

medio de cultivo •gar eHAPMAM 110 (Merck art. 5469) en 100 

ml. de agua destilada o desmineralizada.. Se deja reposar 15 

min. y se lleva a ebullición hasta que la disolución sea to­

tal. 

A continuación se esteriliza a 121"C .. ; 15 lb; 15 min. 

El medio de cultivo queda listo para vaciarse en cajas de 

petri y tubos de ensaye, donde se siembra, de maneril cons­

tante y durante todo el proyecto, la cepa de S. aureus (ATCC 

6588 1 para control de calidad) bajo condiciones da 

esterilidad. 

Método experimental para Ose 

Equipo 

- Termaanalitador DuPont modelo 2000 con módulo para 

ose. 



- BalaRza analit~ca. Sar.torius ·coi:i·preci~ió_n de 10-4 9._ 

Material 

- Microc.1psulas can·~tapa de aluminio. 

- Microesp.1tula estéril. 

- Pinus. 

- Asa bacteriológica-. 

- Encapsula.dora. 

- Vidrio de reloj. 

- L.!mpara de alcohol. 

- Indio puro. 

- Nitrógeno liquida. 

Procedimiento: 

El equipo es calibrado con el metal Indio para obtener 

la constante de calibración .. K .. , con el objeto de conocer la 

capacidad calorífica de ·la celda y paneles empleados. 

El peso de la muestra se realizó en condiciones de 

esterilidad, tarando la microc.ipsula y posteriormente, cerca 

de la flama de la lámpara de alcohol, se muestrea la cepa 

con la ayuda de la asa bacteriológica, y que se coloca den­

tro de la microc.1psula, para a continuación, sellarse semi­

herméticamente. El tamaño de muestra es obtenido por dife­

rencia de peso. 



Se decidió iniciar los corrimientos .de la bacteria 
. . 

muestreando colonias aisladas del medio, con la ·finat'id.id de 

obtener las condiciones de velocidad de calentamiento e in­

tervalo de temperatura. 

Se realizó, por otra parte, un corrimiento del medio de 

cultivo solo, para considerar las interferencias que éste 

pueda presentar. 

Al lernalivamente, en un tubo de ensaye, conteniendo el 

medio de cultivo, se realizó una siembra masiva. La biomasa 

obtenida fué transvasada a un tubo de ensaye con solución 

"fisiológica, en donde es centrifugada. El sobrenadante es 

descartado, e inmediatamente la biomasa es muestreada. Este 

procedimiento ofrece la ventaja de evi t.ir las interferencias 

que pueda provocar el medio de cultivo 

Se obtuvieron, además, las curvas de calentamiento de 

muestras con 15 di as de envejecimiento con el objeto de 

evaluar si existía diferencia NOTORIA con las colonias 

jóvenes como en el caso de las bacterias gram nega livas re­

portadas en(42, 4l¡). 

Posteriormente se realizaron corrimientos pero ahora 

después de 2 hrs de haber muestreado la c:ep.i joven, con la 

finalidad de visualizar los cambios que esta pueda sufrir, 

al ser desalojada de su medio nutricional. 



RESULTADOS 

La siquiente tabla resume los valores de los parámetros 

reqistrados a lo largo del estudio. 

NOMBRE m• H .. ATM. T"'*'." AH, . NOTAS 

Indio 5,.7 20 -aire 157 ' 28.1 cte.0,983 

10 aire 125 transiciQ. 

nes mul t!. 

ples no 

definidas 

" 
0~4, '20 aire 66.9 116 Endoterma 

0.4 20 aire 330 1292 Ex o terma 

aumento 

intervalo 

de calen-

tamiento. 

0.8 20 aire 330 491 Exoterma 

1.2 20 aire 340 499 Ex.o terma 

MEDIO DE 

CULTIVO 1.2 20 aire 108 ,334 3001,226 Endoter-

ma y exo-

terma. 



11 

12 

0.9 20 11.ire 387 Q60 

Exoterma 

no defin!.. 

do. 

Ex o terma 

indefini, 

do. 

Comport!, 

miento' 

irregular 

Exoterma 

irregular 

Exoterma 

Exoterma 

1.2 20 aire Q6,299 ---,805 Exoterma 

Tamaño de muestra en mq. 

Velocid&d de calentamiento en °C/min. 

Temperatur• en ªC. 

Atenut1da. 15 días de incubación. 

y endoter: 

ma ct1.rac­

teristico 

Atenuada lS dias y aislada 2 hrs. de el medio de 

cultivo. 
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AHALISIS DE RESULTADOS 

Al obtener la entalpía (H) y temperatura de fusión 

(Tf) de compuestos puros (como es el caso del indio), permi­

te la calibración del equipa, pudiendose medir las transi­

ciones térmicas ex is ten tes entre la muestra y referencia 

(26-31). 

Las primeras cinco curvas (Ptl,2,3,4,y,5) se efectuaron 

para optimizar el equipo, determinc\ndose que la velocidad de 

calentamiento a emplear seria de 20°C./min., después de con­

siderar la velocidad de calentamiento de 10°C/min. y un in­

tervalo de temperatur"a inicial de temperatura anibiente a 

300°C que posteriormente se incrementó hasta 500°C. en donde 

se apreció una transición mas. Los parc\metros trabajados 

coinciden con lo reportado c:n-54), en donde puede obser­

varse buena definición en las curvas obtenidas y en un menor 

tiempo; el panel es sellado semiherméticamente, para penni­

tir liberación de producto-; extracelulares, en atmósfera de 

aire. 

Se encontró que las transiciones observad.is presentan 

característica.s de deshidratación y combustiOn. 

En las curvas 4 y 5 se presenta la ex o terma de com­

bustión a 330 y 340°C. con entalpias de 491 y 499 J/g res­

pectivamente, sin embargo, la endoterma mostl"'ada ante­

riormente desaparece, quedando tan sólo una curva de escasa 

pendiente que simula el lugar en donde anteriormente_ se 



ubicaba. Debido a esto, se realizó el corrimiento de una 

muestra de medio de cu 1 ti vo r eve Un dos e un ando terma a 

10BQC. y entalpía de J001 J/g que hace suponer que es el 

causante de los anteriores endotermas. Por esta razón se de­

cidió emplear el procedimiento descrito, en donde se emplea 

solución salina y centrifugación. 

Bajo este sistem.i, se obtuvieron las curvas de calenta­

miento siguientes, siendo el 6,7,B y 9, muestras atenuadas 

15 días y la 10,11 y lZ con 18 hrs de incubación. 

Es aquí en donde cabe se~alar que, en cuanto a resis­

tencia térmica, Ramos SAnchez et al. (~2) han definido que, 

S. 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 lipapolisacc\ridos), 

siendo los mas fuertes los B(l-3) encontrándose en cuarto 

lugar los a(l-4) y en sexto los B(l-4), que son los enlaces 

encontrado5 en los J.cidos teicoicos de la pared celular de 

S. aureus (4, S,6), es decir, estos enlaces dan resistencia 

térmica a la muestra bacteriana, registrJ.ndo5e en el flujo 

de calor mostrado en los termogramas como un comportamiento 

exotérmico, conjuntamente con los sac.iridos contenidos en la 

pared celular (N-acetilqluco5t\,mina y N-acetilmurAmico) que 

dan aporte energético bastante grande por poseer estructuras 

deriv•das de la glucos. 600 • 900 J/g (53), 

Muchas de las transiciones, además, se deben a las 

sufridas por las cadenas hidrocarbonadas, unidas 

covalentemente (54). 

5Y 



En las cepas qúe se incubaran 15 dias, se aprecia dife­

rencia· en_:1as entalpías en relación can las que se incubaron 

18 hrs., e·sto debido a la resistencia y envejecimümto que 

tienen las colonias bacterianas (2). 

El comporta.miento de las muestras 10, 11 y 12, no son 

similares, deduciéndose que hay variación energética, debida 

a que hay varioJ.cion estructural. Las cepas con 15 días de 

envejecimiento, se hidratan bastante con el medio de culti­

vo, apareciendo endotermas de deshidratación, mientras que 

las colonias jóvenes 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 degradación que sufren los organismos 

unicelulares cuando son retirados de su medio nutricional 

(2). 

Si bien es cierto q·ue hay reproducibilidad en el creci­

miento bacteriano sobre medios de cultivo a nivel mor­

fológico macro y microscópico, no es asi a nivel estructural 

químicamente hablando, ya que presenta gran variación térmi­

ca durante su crecimiento (51) es por ello que no se obtiene 

reproducibilidad en los termogramas obtenidos bajo las mis­

mas condiciones, no lográndose así ld. identificación. 



Si se 109ra un buen control en el tiempo de incubación, 

se puede esperar que la reproducibilidad aumente en los pa­

rámetros tanto de temperaturas, y entalpías de deshidrata­

ción y combustión principalmente, adquiriéndose como datos 

de identificación clínica de S.aureus 

S"b 



CDHCLUSIOHES. 

Para poder identificar a la bacteria ~' se 

debe: Controlar el tiempo de incubación de la cepa para evi­

tar variaciones sobre la etapa estructural de la misma, ya 

que en la etapa joven presenta inestabilidad térmica a menor 

temperatura que en la etapa envejecida, donde presenta in­

estabilidad a mayores temperaturas, demostrando mayor resis­

tencia. 

Las transiciones observad.is son dos: una de origen 

endotérmico (deshidratación) y otra de tipo exotérmico (com­

bustión), además de pequeñas tr.insiciones quo requieren de 

mayor estudia.' 

Las transiciones mostradas son debidas principalmente a 

la energí.a de los enlaces presentes en la pared celular y a 

derivados de la glucosa presentes en la misma estructura. 



Sugerencias 

- Establecer estricto control en el tiempo de. incuba­

ción de la cepa para realizar los corrimientos. 

- Realizar múltiples corrimientos (empleando las varia­

bles obtenidas en el presente) para demostrar la correlación 

existente entre una muestra y otra; si existe alta coor­

relaciOn, aplicar el Teorema de Bayes, empleando como prueba 

de referencia diagnóstica la prueba de la coagulasa. 

- Establecer estadisticamebte los datos térmicos de: 

Temperatura entalpia de deshidratación. 

Temperatura entalpía de combustión. 

- Estudiar con detalle las pequeñas transiciones 

mostradas entre las transiciones principales, empleando para 

ello estandares de referencia que permitan describir el com­

poncnt~ que les da origen. 

Sí3 
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