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INTRODUCC I ORN

Los estafilococos son miembros de la familia Micrococcaceae,
{ 26 ) son <coCcos gvram positiveos, 1nmdéviles, catalasa positivos,
aerdhicos y anaevdbicos facultatives y crecen agrupéndpse comin-—

mente en racimos irregulares (girrego Staphyle:racimos de uvasd, (

El primero en descrikir al estafilococo en el pus humano,
fud Roberto Foch en el aho de 1878, Dos alios despuds, Pasteur
cultivd a este germern en medio liguide y al afic siguiente Ogston
mostrd gque era patdgeno para 1los animales de experimentacibnm como
los ratones y cohbayos. Ew 1284, Reosenbach descrikid dos especies,
8stas fuevron distinguidas de acuerdo a sun patoegenicidad para el

hamhret las especies de Staphylococeus suwreus fueron consideradas

caoamo ypatdgernas y las especies de Staphylococcus epadermidais como

como las especies no patdgensas.< 1 ).

Estas especiles pueden sev distinguidas por las pruehkas de
fermentacidn del manitol vy pov la produccidn de la coagulasa.
Estas pruekbas son positivas para 8. aureus vy negativas para

S. epidermidis. (2.

10
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lLas especiles de §. auveus causan la mayorla de las
infecciones supurativas superficiales,;éstas tienden hakbitualmente
a permanecer localizadas en forma de akscesos, diviesos,
pdstulas, furdnculos vy en un gran porcentaie, son cauvsantes de
envenenamiento alimentario. Del ZO—-&0% ae los seves humancs son
portadores de este microorganismo en suws fosas nasales, su
capacidad para produciy enfevrmedad we ha disminulde aflm cown la
introduccidn de los antihkidticos, ya que son a menudo resaistentes

a uno o mds de los agentes antimicrokianos.{ 2,3 ).

Poy  otro lado, las especies de estafilopcocos coagulasa
negativos, forman uwn grupo de bacterias consideradas comd sapro-—
fiticas parva el homkbre ya gue son pavte de la flora rormal de la
piel. Ademds, contribuyen significativamente al metakoclismo de
los productos de desecho de varias substancias excretadas por la
riel y las gliandulas, proporcionando las condiciones mecesarias

gque limitan el ecrecimiento de diversos patdgeres.( F ).

Actualmente, son reconccidas mads de =0 especies de
estafilococos coagulasa negativos entre ellas estin:

9. epidermydirs, §. saprophyticus, 8. haemolyticus, S. hominis,

—

S. capitis, B, cohniz, §. simulans, S. warneri, §, auricularis,

8, scauri, 8. xylosus y okres mds.{ I ).
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Ordinariamente, los estafilecocos coagulasa regativos son
microarganismos de haja virulencia gue no suelen ocagiovar
infecciones en el hombre a menos gue exista una altevacidn de las
harreras tnaturales de las defernsas del huesped causadas por
cirugla, celocacibn  de catéteres, insercidbn de prdtesis, sondas
de pldstico intravasculares o de una derivacidn, o bien, en
huegpedes  inmunosuprimidos tales como: necnatos prematuros,
pacientes con carcinoma o granwlocitopenia vy aguelles gue han
recikido tramsplantes ¥y qgue estdn bhajo tevapla inmunosupresora.

G560 7. 8%

Se ha observado LN marcado incremento de la susceptihilidad
& la infeccidrn por cuerpo extrafic causadas por este tipo de ——
microovrganismos.{d,5,6,7,2), Ina probakle explicacidn de esto, es
que los estafiloceceos coagulasa negativos son capaces de adhe-—
rirse y persistir en superficies de material de plastico. ¢ 2,10,

11,12, 181\ 54

Bayston y Penny (15) obhservarvon, gue de las derivaciones
ventriculares infectadas se producia  una substantcia mucoide gue
facilitaka la colonizacidn de las superficies pl&sticas. Estudios
sohre la composicidn guimica de este material demostraron gue
estd constituida de un dO¥% de carbohidratos y 27% de protelnas
aproximadamente (16 >, recientemente, se ha detectado gue la

gyalactosa y la manosa son los principales carbhohidratos presentes
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(17 ». tyros estudios suwyierew gue especies productoras de este
matevial mucoide llamado glicocalix (slime), tienen mayor

virulencia cuydndo estd presente el cuerpo extrafs (F,10,11).

iin factor patogérico adicional en las 1nfecciones por esta-—
filococoes coagulasa negativos son los camhlos erosivos qgue se ma—
nifiestan en la superfitcie inerte de las vdlvulas o catéteres,
estas alteraciones han sido demostradas despuds de la adhervencia
de dichos micvoorganismos in vitro.(%,10 ». Estos estudios expli-
can la gran dificultad de la erradicacidn de pszte tipo de anfec~-

ci1ones sin antes remover el cuerpo extrano.

Se ha greportads gue ciertas especies deg estafilococos
coagulasa negativos, se a1slan mas frecuentemente ode cuadros cli-
wicos en el bumano(d,S,&), Lo gue  se conoce actualmente es que
los mecamismos patogdnices bdsicos de los microorganismos consi—
devados como saprofiticos, sdlo se ponen de manifiesto cudrndo se
produce un  rompimiento divecto de las harveras naturales de de--
fensa, la presencia de un cuerpe extiafio vy pirokhaklemente al

factor de colonizacidn producide por los estafilococos coagulasa

negativos.

For otvo lado, el desconocimiento de si poseen mecawnismos de
evasidn de la actividad fagocitaria y hactericida de los leuco-—

citos polimorfonucleares, plantean la prohlemdtica de gue dicha



1d
resistencia bacteriana sea debida a la produccidn de substancias
gque de alguna manera pudieran afectar la fagociteosis o bien la
muerte y digestidn intracelular y por 1o tanto, contribwuivy a la

virulencia de este grupo hacteriano.



HIPOQOTEZSTIS

L& alta frecuewcia de inferciores por cuevrpo extrafio
F F

producidas por Staphylococcus epidermidis, es debido a gue este

Mmicroorganlsmo  es capaz de evadir los mecanismos de la
fagyocitosis ¥ digestaidn intracelular For lencopcitosy

polimor-fonucleares.



OB JETI VOGS

Demostrar si los estafilococos coagulasa negativos gue
mds firecuentemente causan patogenicidad para el humano
son capaces de resistir la fagpcitosis de leuncocitos
rolimorfonucleares ohtenidos de individuocs sanos en

presencia de suero normal y swero inactivado.

Demostrar 51 los estafilococos ceoagulasa negativos son
capaces de yvesistir 1a digestidn intracelular de
leucocitos  polimorfonucleares obtenides de individuas

Eanods.,

Demostiar si1 hay diferenucia en los tiempos de
gener agi1dy de las diferentes especies de estafilococos
caagulasa rmegatives gue pudieran antevveniv en  la

virulencilaa.



MmMATERTIAL Y MmETOLDDOS

1.~ ESPECIES BACTERIANAS UTILIZADAS Y S MARCADD RADIOAC TIVOG.

Se utilizaron dos especies de estatllocecos oagulasx
negativos obtenidos del Amevican Type Cultuwe Collection

Staphylococcus epidermidis (14790 v  Staphylocoocus capitis

(L728d0%. De e cultivo de 132 horas en agar Casoy de cada uno
de estos micropyganismos, se tomavon varias colonias vy
fueron inoculadas en 4.5 ml de caldo Casoy al cudl se agregd
0.2 ml de timidina tratiada (5.0 Cir/mmol). Desypuds de 15
horas de incubacidn a 37°C, las bacterias fueranm cosechadas
y lavanas tres veces con solucidn saliva estéril cow un pH
de 7.2 — 7.4. Posteriormente la  suspensidy hactey iana se
ajustd & wuna concentracidn de 1.0 - F.Z X 10° por

espectrofotametirlia v confirmade por couteo en placa en el

medio de agar- (asaoy en UFC/ml (1=).

11.- OBTENCION DE LFUCOCITON POLIMORFONICLEARES DE SANGEE

VENDQSA PERFIFERICA DE INDIVIDLINS SANDS,

Se ohtuvieron 60 ml de sangre venosa periférica dwante dos

oCcaslones de cinco sujietos sanos del sexg masculinc en

diferentes tuhps estdri-i1les, S0 ml de esta sanyre se epartieron

17
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en allicuotas de 10 ml en canco tubos estériles de 16 X 150 mm
covi heparina (10 unidades de heparina goy ¢cada mililitro de
sanugre) y los 10 ml restantes se colocaven en tuhes de 13 ¥ 100

mm rara ohtener suerso fresco de cada uno de estes sujetos sancs.

Los leuwcocitas polimorforiuc leares se ovhtuvieron paor
sedimentacidn ewn destvan  (Siuma No.D-d7S1 Ml S2000) &l &% en

solucidn salina estdrit., A 7 ml de dextran, se mezclaron con 10
ml de sangre venosa perviférica heparinirada. Se incubaron ewn hafho
marfa a 37°C durante 4% minutos y se recolectd el plasma rico en
lencocitos con una pipeta pasteur estédval en tubkos de centrifugs
de 15 ml estédriles. SBe centirifugarown a 180 g (1200 v pm) durante
1% minutosyse descartd el sochrenadante y el hotdn leugpcitarioc se

lavéd tres veces con el medio e owltive comevcial FEPMI 1A40

(Sigma No. FF—11Z0). La poblacidn celular se ajuetd a una
covcentracidn de 1 X 10§ cé&lulas por ml (1%,

111.~ FUENTES DE NPSONINAS ¥ OPSONTIZACION DE BACTERIAG

S¢ obhtuvieran de S-10 ml e  sangre venosa peviféirica de
veinte donadores voluntarios sanos. Las muegstias, se colocaraon en
tuhos estévriles, se dejaron coagular y s& ehtiuvo el suero de cada
unia. Posteriormente se fecclaron los siergs y se guarda) on 8y
allcuctas de 2 ml en covgelacidn a -70%C hasta su uso como fuente

de prsoninas.
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Para la opsonizacién hbacteriana, se utilizéd g1 médtodo
propuesto por Verkhrugh y cels (18). De cada 2 ml de suerg
congelado a -700C, 1 ml se dejt en hiele v 1 ml se inactivd =2
S6°C por 3IQ minutos. Para la opsonizacidn de las hacterias, las
mnestras de suevo se diluyeran al 3% en medio de cultive para

c&lulas FPMI 1640,

Las bacteriads ya ajustadas a una concentyvacidn de 1.0 — T.2
3 106 UFC/ml, se mezclaron tanto cen suerc normal como con el
inactivado diluldos al 5% con una relaciédn volumen & volwnen en
matraces Evrleuwmsyer estédriles de 12% ml. Se colocaron en hafio
marta a 3I7°C y en agitacién dJurante veinte minutas.
Posteriarmente las hacterias ya opsonizadas fueven centrifugadas
en una nltracentrifuga refragerada (Beckman LZ270M) a SO00 g
C20000 rpmy  duvanste treivta mivutos. e descartd el sohrenadante
y las cédlulas bacterianas se resuspendieron a s volamen original

con el medio RPMI 1640, La suspensidn se mantuvo ern hielo hasta

Sl LUeQ.

IV.- DETERMINACION DE LA FAGOCITOSIS.

Para esta determinacidn se utilaizd el método descrito por

Vevhrugh y cols {19 3,

i.— En tuhos estériles de vidrio se aiadieron simultdueamente O.Z2

ml de la suspensién de leuwcocitos y 0.2 ml de la
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suspensidn de bacterias (1.,0-3.2 X 106}, previamente

incukbadas con:  suero novmal, suero inactivado y sin zuero

{utilizado como contrel nejgativer. Cada gerie de tubhos se
>0

incukd en  hafo marvla a Z7°C en agitacidn contiviua, y se

fueron okteniendo las muestras a los sigulentes tiempos:

P!
3

O-Z, 19, 20, &0 v 120 minutos. Se colocarvon inmediatamente en

hiels para su procesamiento,

P
{

Las muestras se centrifugarom a 10 g (HO0 vpm », ¥ el hotdn

ceiular se lavd dos veces con solucidn amortiguadera salina
fasfatos estéril pH 7.2 — 7.4 para remover las hacterias no
adheridas & los leucocitos. Las tres variantes fueron

efectuadas por triplicado.

Za= Al hotdn celular leuycocitaries se le afadid 3T ml de 1lgnido

de centelleo y las cuentas par minnto (Cpm) emitidas por
hacterias dentro de 1los leycocitos se detectarvron en
contador de centelleo marca Packard. El  gporcentaje de
fagocitosis se calculd con la siguiente

fédrmula:z

% de
Fagocitosiv—cpm del  kot®n leicocitario en " X " trempo X 100
cpm del hotdn al tiempo O

las

AT

la
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DETERMINACION DE LA MUERTE Y DIGESTION INTRACELLILAR,

Se procedid g ingubar los  polimorfonucleares con las hac-
terias y los suwerves de la misma forma gue para la fagoci-
tosis y se lavd €l botdn celnlar despues de centrifugsrlo a
L1E0 g ¢ 200 ywum 2. La midelrrte kecteriana se determind pov el

método de Verbrigh v Caels. «1& ).

Al hotén celular leucocitario ya lavado se le abadis 1 ml de
agua destilada estéral con 0.01% de albtmina sdrica hovina
(Bigma No.A-7306) para lisai- a ios lencaocitos. Los
MIECT OOV HAaN1ISmos resistentes = la muerte y Aigestidn
mtracelulay fueron likerades v  se  tomavonm 0.1 ml de la
suspensidry  pare dilurrla en 0.9 ml  Jde solucidn salina
estdril. Las diluciones finales ohtenadas fuecon 1:10, trian,
1:1000 , 1:10000, 1:100000 y 1:1000000.

De cada wna de las dilucionesy se tomaron ZO pl  para
proteder a ocnltivar por el médtodo de goteo seghn Miles vy
Misra (ZZ >). Esta té&cuica consiste en 1noccnlar sohbhie la
superficie del medio Tiesco de agar Casocy, likre de
humedad, tiepe gntas por sepxrado de chda dalucibo  con
pipeta atomdtica en wuna mitad de 1 plsca de petiri con
el medie Cascy, Los 20 gl del ndculo (votlumen de cada
gotay sokve el medio en tales condicienes, quedard cir-

cunecrlto ern nn &rea circitlar de twws 1o mm y se ahsorv—
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verd en 10~15 minutos. A contanuacibn, las placas se in-

cuban en posicidn invertida a Z79C pov 2d-d4€ hovas y des-
puds de este tiempo, S8 seleccilonan para el recuento las
d1luciones ey donde apa f7ca wun mAximn de veinte coelo-
niat. Huktener la medi= 1l yvecuesnte y maltaiylicar por
cincuenta y por la inversa de la dAi1lucidn covvespoudievn-

ta.

4.~ Fara ohtevyer el ndmero total de UFC/ml se acepta ogue, el
ndmero de colenias obtenidas corvresponde &l wahmero de
microgovganismos capaces de resistir al mecanismo de la

muerte y digestidn intracelular.

VI.~ DETERMIMACION DEL TIEMPO DE GERERACIVIN DE CLIATRED

ESPECIES DE ESTAMILOCOCOS COAGIILASA NEGATIVGG.

Se utilizaren cuatvyo especies de estafilococos coagulasa

neyativos ohtenidos del ATCC: §. epidermidis (1d%%07,

S, capatas 2700y, B, saprvuphyticns (1SE05%)  y 8. sc1wa

(2003, F1  tiempo de ygeneracidn se efectud de acuerde al

md&todo propnesto ypor Grahtree aad Hained111.¢(27).

Se nwtilizé un cultive reciente de i¢ horas en caldeo de cada
gspecie hactariana, sg  1no nlaron 9.2 ml de cada cullisoc en

matraces de Erlenmeyer con 100 ml de caldo Casoy, se anwithar an en

bhatio marta a 7% en agrtacidn y se tomaion allcuoctas &l tiempo

1

0, 1, 2y 3, A, B, &y 75 s 10, 12, nasta Zd y 48 horas.



El 1recuento colonial se determind por la técnica de goteo de
Miles y Misra (22 ). Cada determinacidn ce realazl  por

tviplicado.

Para calcular el tiempo de generacidn ypor cuenta viakhle cse

utilizé la siguiente fé&rmula (I3 ):

g = t loyg =
loy - loy a

donde: t = Tiempo (minutos) para n generacioves,
a = NMo. de hactevias en el initio de la ohservacidn.
k= No. de hacterias despade de n geoeraciores.



RESULTADIUOS

Los resultados de las experimentos de la fagociteosis se
muestran en las grdficas como el promedio de los porcentajes de
lag 3 variantes utilizadas: fagocitosis sin suero, fagocitosis
con  suero wnormal y fagocitosis con suero inactivado ewn los
tiempos wutilizadeos: de ©-3, 15, IO, &0 vy 120 minutos. E1
porcentaje de la fagocitesis fud obtenida de 1la Ffbrmula

siguiente:

% de Fagocitosis=cpm del hotdn leucocitaric en'X"tiempo. X 100
cym del hotdn al tiempo Q.

En las graficas §, 2y 3; 4 ¥y S se comparan los resultados de
la fagociteosis «con las tres variahles juntas: sin suerao, suero
normal y suere inactivado, en cada tiempo experimentado vy entre
amhas especies pacterianas. All!  se okserva que la fagocitosis
se presenta desde el tiempo 0-3 minutos para las tres variahles,
cov una tendencia a disminuir a medida gue se incrementa el

tiempo.

Enm el eje de las abscisas, se encuentra gl tiempe utilizado
para amhas especies hacterianas vy en presencia de las tres va-
riables vy en el eje de las ordenadas el % de la fagocitosis (to-
dos los experimentos se realizaron por triplicado).

2d



En las graficas &£,7 y 25 se compara la fagocitosis gpara las
dos especies bacterianas, con una variakle Yy su compovrtamiento
entre todos los tiempo estudiados. Agui les hallazgos importantes
fueron que la fagocitosis en presencia de suero inactivado y de

suero normal fud mejor para 5. epidermidis gue para S, capitis.

A continuacidn se presentan los valores de p de las cainco
grdficas, en donde se coempara el efecto de 1la fagocitosis sin
suera ( caentrel ) cbn la fasgocitosis en presencia de suero
nermal e inactivado y por otroc lado la fagocitosis en suero
rnormal con la fagocitosis en suero inactivado para ambas especies
bacterianas ( existe diferemcia estadisticamente significativa

cuands p < Q.05 ).

FAGOCITOSIS

hacteria: 5. epidevimidis.

Sin suero-— Sin suero- Suero normal—
Tiempo Suero normal Suero inactivado | Suero inactivado
0-3 min. 036 . O0E 104
15 min. 011 010 . 2d0
30 min. L017 L0017 - BE3
&0 min. 011 Q10 s 599
120 min., L OD7 .01d 257




FAGQCITOSIS
kacteria: §. capitis.
S8in suero- Sin suerp-— Suero normal-
{ Tiempo Sueyop normal Suero iwnwactivade Suero inactivado
0-3 min. 008 017 . FI
15 min «O03 . 003Z . 030
30 min. Q22 . QOG5 015
&Q mine. 093 010 D63
120 mivi. «15d - 059 =237
Ew las graficas 1 a&a la 5, se okhserva upa diferevicia

significativa para 8. epidermidis entre

suero y suero normal y con €l sueyrao

tiempos. Mo se encontré

suero noermal y el suero inactivado para S. capitis

inactivado, éen

los experimentos sin

fodos los

diferencia en la fagocitasis entre el

sclamente se

observd desde O~3F hasta los 30 min en ausencia de suero ¢(control)d

y suero normal y de 0-3 hasta 60 min en la fagocitosis sin suero

{contyol) ¥ suero inactivado. No se

significativa entre la fagocitosis con el

encorntvrd

suero

diferencia

normal y el

inactivado para ambas especies khacterianas,; exceptusando el tiempo

20 min. para 8. capitis,
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Fagocitosis

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

5. epidernidis S,
TIEMFO (0-3'

BN SIN SUERO = SUERO NORMAL [ SUERO INACTIVADO

Grafica 1- Comparacion del efecto del suero normal y el suero mactivado en la

fagocitosts de S. epidermidis y S capitis al tempo 0-3 minutos.
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Grafica No.2.- Comparacion del efecto del suero nommal y el suero inactivado en la

fagocitosts de §. epidermidis y S. capitis al tiempo de 15 minutos.
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Grafica NoJ.Comparacion del efecto del suero nomal y el suero iactivado en la

fagocitosis de 8. epidermidis y §. capits a los 30 minutos.
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Grafica No. 4- Comparacion del efecto del swero nommal y el suero mactivado en

la fagocitosis de §. epidemmidis y S. capitis en el tiempo de 60 minutos,
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Grafica No. 5. Comparacion del efeto del suero nommal y el suero mactivado en la
lagocitosis de §. epidermidis y S. capits a los 120 minutos.
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En las grdficas é, 7y & se comparan los resultados entre

las dos bacterias en todos los tiempos estudiados (desde O-3
hasta 120 min.)> para analizavr su comportamiento con cada una de
las condiciones experimentales utilizadas sin suero,; suero normal

y suero inactivado.

Ery el eje de las ahbscisas, se encuentran los tiempos
utilizades en el estudioc: ©O-3, 15, 30, &0 yv 120 minutos y en el
eje de las ordenadas el promedio de 1los porcentajes de la

fagocitosis (todos los experimentos se efectuaron por

triplicado).

Los valores de p en las graAficas &, 7 vy 8 se presentan

a continuacidn:

SIN SUERD

TIEMPD
Racteria [0-3]1%a 157 | 15— 3200 30— A07 &0Y— 120?
S, egpidermidig Q36 372 . Q&% S11R
8. capitis .138 . 303 . 263 162

SLUERO  NORMAL

TIEMPQO
Bacteria [0=-3])7a 157 ) 157'- 3Q? I0 - AO? 60T~ {ZO0?
S. epidermidis 856 227 . 383 072

S. capitis 25 023 094 . 004




SUERG INACTIVADD

TIEMPQ
Racteria [(0-F]1’a 137 § 1E'~ 307 IO~ &0O° 0= 120
S. epidermidis - 058 012 - 009 - 008
S. capitis - S5 i | L 009 « 006

En la grdfica Ne. & en donde se presentan los valores de p
para los resultados de los experimentos para ambas bacterias en
presenci’ de la fagocitosis sin sueroc { control) no s& observa

diferencia significativa.

En cambio, en presencia de suere normal se observd solo
diferencia significativa para 5. capitis a partir del tiempo 15
min. Por otro lado, en presencia de suero inactivado se ohservd

diferencia significativa para amhas bacterias: 5. epidermidis a

partir de 15 - 30' y S, gapitis a partir de 30 — &07.,
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Grafica No. 6 .~ Fagocitosk de los polimorforucleares para 8. epidermidis v
S. capitis en solucion salma. Se wutilizd como control de la fagocitosks s agentes

opsonizantes,
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Fagocitosis SUERO NORMAL

TIEMPO

B S. epidernidis 22 8. capitis

Grafica  No.7-  Fagocitoss de  los  leucocitos  polimoronucleares  para
S, epidermidis y §. capitis  en presencia de Suero con opsoninas.
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TIEMPO

I S. epidernidis  EZZ38S. capitis

Grafica No. 8-  Fagocitoss de  los  lemcocitos  polimorfonucleares  para

S epidermidis y S. capitis efectuada en presencia de suero Mactivado.
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Los resultados de los experimentos de muerte y digestidn in-
tracelular soen expresados en unidades formadoras de coloniags———
{ WFC » en papel semilogaritmico, graficando en el eje de las --
akscisas el tiempo utilizado y en el eje de las ardenadas las --
unidades formadovas de colonias por mililitra. Se piresentan los
resultados de cada especie hatcteriana y con las tres variantes
utilizadas: digestidn intracelular en ausencia de suero, en
presencia de suere novrmal y en presencia de suero inactivado. —
Las unidades formadoras de colonias indican el ndmero de hacte-

rias gue resistieron a la muerte intracelularv.

En las grdficas 9 vy 10 se presentan los resultados de la
digestidn intracelular coan las tres varianmtes para cada hacteria
enn los tiempos O-3, 15, 30, 60 v 120 minutos. Posteriormente en
las grdficas 11, 12 y 13 se comparan los resultados en farma
independiente de la digestidn dintracelular en ausencia de suero
¢ grafica 11 >, cow suero wormal ¢ gra&fica 12 ) vy con suero
inactivado ( grdfica 13 ) entre ambas especies bacterianas. --—

( Todes las experimentos se realizaron por triplicade ).

Se puede obkservar en las grdficas 9 y 10 una disminucibn de
las unidades formadoras de colonias por mililitro para ambas
bacterias a los tres minutos mostrando mayor efectividad Ia

digestidn ev presencia de suero normal.

Comparando el comportamiento entre amhas especies con cada
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wna de las variantes { grdficas 11,12 yv 13 ) se ohserva gque fud
similar, mostvando 8. capitis wuna mayor resistewcia a la muerte

intracelular en el tiempo estudiado ¢ 2 horas ).
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Los resultados de los tiempo de generacidn de las cuatro
especies de estafilococes coagulasa negativeos, se presentan en
las grdficas 14 y 15 realizadas en papel semilogaritmico. En el
gje de las abscisas se encuentra el tiempo wutilizado: 0, 1, 2,
3, 4, S, &, 7, &, 10, 12, ¥ 24 horas v en el eje de las ordena-
das las unidades formaderas de colenias por mililitro detevrmi-
nando el tiempo de generacidw por el método de cuenta viahle
calculado con la siguiente formula { 23 Y2 ( Toedos los experi-

menitos se realizaron por triplicade ).

g = t log 2

log b - log &

donde: © = Tiempo { minutos ) para n generaciones.
a = Mo. de hacterias en el inicio de la observacidn.
b = No. de bhacterias despues de wn generacicnes.

Los tiempos de gemneracidn gque se oaktuvierown fueron lgs

siguientes.
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TIEMPO DE GENERACIUN

BACTERIAS CLENTA VIABLE |.
¢ UFC )
S. sciuri 13 min
8. saproephyticus 16 min
S. epidermidis 3Q min
S. capitis 52 min .

Con cada especie de estafilococos se obktuvd diferencia en su
divisidn celular, mostvrando S. capitis mads retardo en su multi-
plicacidn, factor que puede ser importante en los experimentos

efectuados.

La importancia de estas diferencias para la interpretacién

de los resultados se presentan en la discusidn.
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DI SCUsSiIiaam

Durante las #ltimas doe décadas, se ha wvistoe gque los
estafilucacas coagilasa negativas, cCaunsan infecciones
relacionadas al wso de catédteres, conocirdas como infecciones por

cuevpo exkrafio ¢ ¥, 10, 11, 12, 13, 14, 15 .

Se estahlecid 1a hipdtesis de gque la alta frecuencia

de infercippes por cuerpo extrafio producidas por  S. epidermadis

en comparacidn con 5. capitis menecs frecuerntemente aislado, era

dehido & que  S. epidermidis era capaz de gresistiv & la
fagazitosis vy digestidn intracelular Jor los 1leucocitos

polimgrfanugclesres.

Estos mecanismos de wvesistencia no especlficos a la
infeccidn no  hablan  side estudiados para este tipo de
mlcroorganismos, va dgue dstos, han si1do considerados como no
patdgenos, en comparacidin con otrous considerados cemo  de mds

ratogenicidad como S. aurens ¢ 1=, 1% ).

Ern los esuperimentos de la fagocitoesis, como se pudo ohservar
en las gradficas, se presenta desde el tiempo de ©-3F minutos pava
las tres wvarilantes gue fFueron atilizadas: sipn suaro, utilizade
como experimento contyeol, con swero wnoermal y con  sueyo inactiva-—

do, con ma tendencia & disminuwir a medida Jue se 1ncrementa el
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tiempo hasta las dos horas estudiadas. Los resultados difieren de
lo veportade por Wevhrugh v cols (¢ 12 5 para microovrganismos Comd
§. awureus. En dichos experimentos, el fendmero fagocltico se
presentd desde el tiempo de I minutos con una tendencia a Aaumen-

tar hasta los veinte minutos que 1ncluyd el estudio,

S5e encontre  diferencia significativa entvre las dos especies

hacterianas. La fagocitosis fud mejor para 5. eptrdermidic gue

pavra . capitis en presencia de sueyo 1nactivado ywe en presencia
de sueroc vnicrmal, evento contrario al reportado por Verhoef y cols
¢ 21 >, en dende elleos efectuaron exgerimentocs de la fagocitesis
con suero novmal , suero inactivado y suero deficiente en el com—
ponente el complemente CZ2 a difeventes tremposs: 1, S, 15 y &0

minutos & Z7°C  para la hacteria S. aureus; encontrvande gue 1a

mejor fagocitosis se manifestd ew presencia de suwero normal gue

con cualguiera de las otras dos variantes wtilizadas pov elles.

Se ha demostrado gue ia tagocitosis en pesentia de suero
sormal es mejor gue con suere  inactivado, ssto  dehido a ygue el
sueroe normal  poses mde  factoires entracelulares gue el suevo
inactivade, como son la presencia de  inmunoglobulinas y cieviaos
factores del complementoc ¢ opsconainas » las cuales facilitan el
fenédmeno fagoclitico. E1 hecho de gque el suevo 1nactivado fuera
mis efectivo para la fagocitesis pudiera evplicarse khajo dos
contextoss 1) gue los amticuerpos por s! sclos fueron excelentes
DESONINAS para csta sspecre bhacteriana y ) que favoreciera la

produccidn porv S. epidermidis de un factor gyue 1ncrementasa
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st adhes18n o fagogitocsis en los primeros mimutos del estudio.

Por la tanto, podemos deducir gue los resultados obtenidas
en este trabaje hajo las corndiones experimentales llevadas a
cabo, pudieiran explicarse hajn el contexto de gue tal vez, el
fendmeno gue se estd presentado desde O-F minutos sea debido a un
mecanismo inicial de adherencia de las hacterias a2 la supevficie

de la  membrana de los fagocitos debhido a wn facter extracelular

bacteriano.

guie vy Belani ¢ le », mencionan gue la adherencie es un
prerreguisl to inicial para 1a patogdrnesis de todas las
infecciones ocasiovatas pov hacterias y gue es necesan ia par a gue
occurya la  ecolonizacidn con  la postevior  produccidn de factoves
extracelulares gqug contribuvan a la visnlencia del germen, por lo
que la persistencria de las infecciones ocasionadas por los
estafilogecos coagulasa negativos phndiera estar velacronada con
la capacidad de producir unas  suthstancia (¢ adhesina »  gue le
prermitiera al micvoorganrlsmo  evadir itiio ©  sarios de  los

mecanismos de resistencia natural a nivel de la fagocitosis.

F3e ha publicado gque #&ctos migroorganismos producen nna
substamcia  exbtiacelunlar de glicocalix ( meoco o slime ), 2sta
substancia estd formada por J4O% de carkbohidratos y Z7% de
protetnss ( 1k 3, este material micaso en estos MICVY o0l yAaVil=mas

aumenta la adhesidn a superficies iwnertes como catéteves vy



vdivillas ¢ ademds le pevmite al mcveooirganismo cubrirse de una
matrix protectora gue podrla explicar algunas daficultades
encontradas ern el tratamientoc antimicrobilano de las infecriones
bacterianas por cuerpo  extiafio y posiblemente podrla ademids
pravaniv la vacupsrvacidn de las  hacteraas en  las muestras del

catdter durante los cultivos bacterieldgicos de rutimz,¢ 2,16 ).

£sta pared espesa de moco ( slaime 3 wo Fud regularmente
encantrads 5810 en log catéteres colomnizardos oy los
estafilococos coagulasa wveyatives sine  tambidn  en catiteves
colonizgados por oatros microor gaaismes come son: S. aurens, P

asyugingsa,Acinetohacter calcoacaticus y oti0s micirGoi-ganlsmos

{\Iw ).

Tambidn se pudiera explicar gque la fagocirtosis ohservada en
presencia de sugro inactivado, probablemente pudiera dakevse a
que el calentamienito necesario para ivactivar el suero normal &
& C opor 3O minutos elimine algdn o alguwos componentes presentes
en el sueira normal gue favorezcan  la formacidn  de moco,ya que
ésie, segdn MNokhle v cols. ( 24 > es capdz de interferir su
ingestidn por las fagoritos. Con esto, se podila especular yne
gl suevro mnormal y  probabhlemente  algunas protelnas del suwero
insctivado faverecieran  su produccidn despues de las dos doras,
¢ entre mads tiempo, mayor produccidn del glicocalis Yy que al
principio permite  la adhesidn a las célulsas, pero conuforme se va
producienda, 2yerce una fuanucidn  antifagoecitica. Esta sevia una

razén poir la cudl hay na avarente we)o. fagocitosis con



Gepidermidiz, =1 cual 2o supones resistivia mds & este mecanismo

gue S, r_'apitjg caonciderado Como el menos wititlento.

Por otro lado, leos resultados de Ja digestids wtutvacelular
fueron expresados en unidades Tormaderas de coleonias ¢ UFC/ml 3
para las dos bacterias estudiadas en presencia de las tres

variantes utilizadas. Las unidades formadoras de colonlas 1ndican

el nfmero de hacterias que son capaces de vesistiry & la digestibu

intracelulay.

A

Cabe seffalar qgue ambas especies con las ties variantes,
mastyaron una tendencia a auamentayr las anidades formaderas de
colonias  ( LUFC/ml ) despuds de los 20 minutoes. Esto pudiera
dehecrse a gue los  leuwcocitos polimorfornvcleares tienen Wna viida
media de & — 7 hovas e la circulacién tiemspo gque dismlinty e
cudndo dichag vélulas se entnentran fueyja de nurestio  orgavismo

¢ 13,1% 3. Esto, aunado al incremento del metahboliszma celalar
otasionado por €1 manejo de  las célalas "in vitira', ploliera
intervenir en la disminncidn de la capacidad deyradattiva del

golimorTonuclear.

Poi- otra parte, los microorganismos i1wcluldos en el esturio,
ti1enzn 2l antecedente de anttryrse y desarvollarse con formatcidn
de colomias en medios ausente, de nubtrientes y en presencia de
artefactos artaificiales como sor los catéte o5 y/0 vdlvulas. Este

es confiimardu par les estudio- de Petey y cols, ¢ 2 ). Esteo
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NG S Frace pensar gque dichos MITY QOvYATismos tienden a
multiplicaise, auwmentandc las unidades foimadoras de colonias,
razdn o la cudl ce decardird determinar sUG tiemuos de
gernevacidn, ya gue gpudieran afectar lg intevpretacidn de los
resultados de la fagoeciteosis vy  digestidn intracelalar. Ademnds
cabe szuponer gue los deg menos Liempo de gener acldn pueden

multiplicarse mds rapidamente y por le taute, colonizar mds

pronte, come serla el caso de 5. epidevmidis el cudly presenta

menos  tiempo de generacidn vy  por  lo tanto, su frecuencia de
atslamiento pudiera ser atvibuible & este comportamiento en

comparacién con B. caplitis, de mayor tiempo de genieracidn,

De atuerdo a los resultados de la digestién intracelulen
presentados en las graficas 9<13, se encontrd que S. capitis

mostr® més  resistencia & su degiadacidn gue S, eyvadermadas kajo

las condictiones en Jque se traba)d.

.

sto, prdn ser dekido a lo siguaente:

lo. Gue S. epidermidig podrla tener una mayor capacidad
enzimdtlica para la produccidn del glicecalis: ¢ slaime 3
esto la lleve & una m&s facail adherencia a la ¢élula vy una
mds facil captacrdn ¥y uwna apairente faril Ai1gestidn
wntracelular en los primeros minutos del estudio, ya yue
&1 incremeuwtarse el tiempo, el ferdmeno e fud invairtiendo

Como se puede obhssyvar, los e-perimentos de la digestidy

tntvacelular con suerva novrmal y suero 1nactivado se ve.



Sd
faveoiecidos s8lo en los primeros 20 y &0 minutoes respectivamevnte
vy al incrementarse £l tiempo hasta las dos horas estudiadas, se
presentd una mayor resistencia a su muerte intracelnlary esto

pudiera ger dekido a&:

lo. Sue el ritmo de ls digestidn intracelular es mencr gue el
1itmo de la divisidn del micvoorganismo, demostrdéndose un
anmento paunlatino en las unidades formadoras de colonias de

cada microcarganismo estudirado.

Zo. Ewn 21 caso de S, epidermidie, x medida ¢ue pase el tiempoe,

¢ste, podrie haker producaido mds glicocalix ¢ slime ),
cubir.dncose cada vez de na capa mds gouesa de este
materzal, aumeantandos  suw grosoer y hacidnlose asl mismo, mds
resistante a la degraltacidn de las enzimas intraleuwcocita-

Hias.

Se hace incapié en la pes.hble iuterveucida del papel del
ylicocalix en este trabhajo fundamentado por loe diversos reportes
recientemente puklicados, a cevea de su efecto sohve los
lencocitaos polimorfonucleares y mononucleares.ya que puede
tresentar efectas adversps de los mecanismos de resistenc.a del
flwesped, como s0fn la gquimiotaxis, 1ugestidn y respuesta.
oxidativas de los fagecitos (¢ Zd4 ), as! came wira rdismiviucibn de
la vrespuesta linfoproliferativa de las célunlas mononucleares a

antfigerios hacterianos.(2%). Los resnltados sugyierven Jue este



material se puede 1y produciends cor el tigmpo v gue finalmente
despudés de 1las dos foras puadiera ohservai se unr  efecto
antifagoctiticen ¥ antidegradative vy pory lo tanto desarrollar un

efectoe inmunoinhibitorio sistémico y prohablemente & nivel local.

De acuerdn a loz resultades oktenides de dichos eventos en

este estudic, wno se encontyrd gue S. sprdevmidis resistiera a la

fagocitosis ¥ digestidn intracelular o lencacitas
polimorfonucleares en el lapso de tiempo estudiado, por lo gue no
se puede explicar satisfactoriamente lIa alta fTrecuencra de las

infecciones ocasionadas por 8. egadermidis hajo este corntento,

por la tanto noestra hipltesis no se compyohd,

Como se  pudo observar, 1os resultados fueron contrarios a lo
espevado, por lo gue surgen muchas intervrogantes, come egs ver si
ex1iste algdn compenente o componentes en el suerpg inactivado
versis @ sa@ro  normal  ogue realmente esten favaereciends la
produccion del glicecalisx ( slime ) o s1 realmente &ste afecte la
Tagoncitosis ¥ digestibn intvacelular por lencocitos
palimarfonuslaares evaluando ahora su efecto despuds de las dos
horas estudiadas incluse hasta las df-94 hoias, o kiem, si la

diferencia en los vesultados abtenidos entre las dos especies

hactevianas este velacironada con la prodoaccion del glicocalin.



CORNCLUSIONE?S

Coni los resultados obtenidos en este trakajo se puede

conelurr gues:

jn. La fagocitosis de amhbas bacterias se presenta desde el

tiempe O0=2  mivivtos con una tendencia a dismivuiyv a medl-—

da giue se 1ncrementa el tiempo.

2. La fagocitosis en presencias de suwero normal y suero
inactivado Tud mejor para S. epidermadls gue para
G, Capitis.
Jo. Les experimentos can suerc normal e inactivado, favoie-

cern lx digestidy intracelnlar sblo en los yovameros 30 vy
=20 minntes  respectivamente y al wnci emeutayse el tiempo,

se precsentd mayor i1esistencia a la muervte intracelular.

Se propone gue:

El suera favorece la produccidn del glicoralixw (slime),
Yy @&szte, contribuye & la resistencla autifagoctitica y & la
degradacidn intracelular pov los lencoecirtas polimovfornu-cleares,
resiblemente al  gpresentarse el tiempo de gewerva~-18n  de cada nua
de las especies de estafilococos coagitlasa nega— tivos.

gl



57

Si la propuesta es cirerta, habria que estudiar:

la. 1 @1 sueroc normal y/o el suero imactivado realmente

estédn favoreciendo la groduccidn del glagocaliy (slime)d™

20 Es 21 glivcocslix ¢ slime ) producidoc por los
estafilococos coagulasa negativos el gue efectivamente

gctd afectancds la fagocirtosis y digestiby intracelular?

A ta diferencix observada en la fagocitosis y dAigestidn
intracelular entre las dos hactei1as, estd s elacionada

con la cantidad del glicocaliy ¢(slime’ pvoducide?

da. Evretird acase otro factor de patogenacardad gue no lo
hemos visualaizado vy gue tal vez es el gue lleva a

6. epidermidis a cansar la mayoer frecuencaia de las

infecciones por cusrpo extraho”



FESUMEN

Los estafilecocos coagulasa negativos, son microcorganismos
de haja virulencia. No suelen ocasionar infecciones en el homhbre
a menos que efista wna altevacidn de las hkarveras naturales de
defensa, como es el usoc de catdteres. Actusalmente se ha
reportado wuna alta frecuencia de infecciones producidas por

Staphyloceceus epidermidis en comparacibn con otras especies

mevios frecuentemente asisladas como Staphylococeus capitis, lo gue

nos llevd a estudiar si B, epidermidls es capaz de resistiv a la

fagocitosis vy digestidn  intracelular por lencocitos palimorfo-

nacleares.,

La fagocaitosis de amhas  hactevias se presentd desde el

-

iempa O-F minm. hasta los 30 min. con uma tendencia a dismintir a

o

medida gue se 1ncrementa el tiempo. La fagocitosis en presewncia

de suern wnormal e inactivado fud mejor para 5. epidermidis gue

para 8. capitis. Los experimentos con suero vormal e imactivadg

favorecieren la digestidn intracelular sdlo en los primeyros 7O vy
A0 minutoes vespactivamente y al incrementarse el tiempo se pre-—

senitd resistevicia a la muerte intracelnlay.

De acuerdo a los resultados ohtenides, se encontrd gue tanto

[h

8. epidermidis como S. capitis, mostraron una tendencia & resis—

tir a la fagocitosis y a la digestidn intracelular por leucocitos

Sz
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polimorforncleares aln en presencia  de suero normaly enistiendo
sdlo diferencia en el tiempo gue la presentarow. Esta capacidad
antifagoclitica vy antidegradativa podrla ser debida a la produc-—
cién cde uma substancia tipo adhesina conocida como glicocalix

¢ Slime } producida pov estas bacteriixs gque estdé afectando los
resnultados v gue la diferencia de compertamiente entre las dos
hacterias sea dehida, & gue su produccibn e£std relacionada con el

tiempo de  generacisdn de cada especie.
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