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I N T R O D U C C I O N 

Los estafilococos son miembros de la familia Mici-ococcaceae, 

( 26 ) son cocos gram positivos, inmóviles, catalasa positivos, 

aer-óbicos y anaerAb ic os f ac u 1 tat i vos y crecen agrupándose c omftn-

mente en racimos irregulares (griego Staphy 1 e: rae irnos de uvas). < 

1,2 ) . 

El primero en describir al estafilococo en el pus humano, 

fué Roberto Koch en el año de 1878. Dos afios después, Pasteur 

cultivA a este germen en medio liquido y al año s i gui ente Ogston 

(nos t rfi que era patógeno para los an i mal e s de exper i men tac i bn c orno 

los ratones y c o bayos . En i¡3¡=¡4 , Ro senbac h de ser ib i 6 dos esp ec i es , 

éstas fueron distinguidas de acuerdo a su patogen ic i dad para el 

hombre: las especies de Staphy1ococcus aureus fueron consideradas 

como patógenas y las especies de Staphy1ococcus ecidernu dis como 

como las especies no patógenas.*. 1 >. 

Estas esp eci es pueden ser di s11nguidas por las pruebas de 

fermentac i fin del man i tol y por la produce i fin de la coagu1 asa. 

Estas pruebas son positivas para S_¡_ aureus y negativas para 

S. etn dermi di s . ( 2) . 



Las especies de aur eus esusan la mayor-la de las 

infecciones supurativas superficiales¡éstas tienden hab i tualmente 

a permanecer localizadas eri forma de abscesos, diviesos, 

pústulas, f uró.ncul os y en un gran p o re en taj e , son causantes de 

envenenamiento alimentario. Del 20-60% de los seres humanos son 

portado res de este microorganismo eri sus fosas nasal es, su 

capac i dad para produc ir enf ermedad no ha disminuido afm con la 

i nt r-oducc i <5n de los ari t ib i A t icos , ya que son a menudo resistentes 

a uno o más de los agentes an11 mi crob i ano s.< 2,3 >. 

Por otro lado, las especies de estafilococos coagulasa 

negativos, forman un grupo de bacterias consideradas como sapro-

fíticas para el hombre ya que son parte de la f1 ora normal de la 

piel. Además, contribuyen significativamente al metabolismo de 

los productos de desecho de varias substancias excretadas por la 

piel y las g 1 ándu 1 as , proporcionando las condiciones necesarias 

que 1 i m i tan el crecimiento de diversos patógenos.( 3 >. 

Actualmente, son reconocidas más de 20 espec i es de 

estafilococos coagulasa negativos entre ellas están: 

S. ep i dermi d i s , S . saproi' hyticus, S . haemo 1 y 11 cus , S . h o m i n i s , 

5 . cap 11 i s . S.i c ohn i i „ S . s i mu 1 ans . S . warneri . S.fi a u r i c u 1 a r i s , 

S s e i ur i . S. k y 1 o s u s y otros más. < 3 ). 



Ordinariamente, los estafilococos coagulasa negativos son 

mic: roorgan i smo s de baja virulencia que no suelen ocasionar 

infecciones en el hombre a menos que exista una alteracifln de las 

barreras naturales de las defensas del huesped causadas por 

c i rugí a, colocaci ón de catéteres, i nserc16n de pró te s i s, sondas 

de plástico i ri trava se u lares o de una der i vac i fin , o bien, en 

hue spedes i nmunosupri mi dos tales como: neonatos p rematuros, 

pac i en te s con carcinoma o granul oc i t operi la y aquellos que han 

recibido transplantes y que están bajo terapia inmunosupresora. 

< 4 ,5, é>, 7 , 8 >. 

Se ha observado un marcado incremento de la suscept ib i 1 i dad 

a la i n f ecc i ór» por cuerpo extraño causadas por este tipo de — 

microorganismos. <4,5,6,7,8 >. Una probab 1 e exp 1 icac i fin de esto, es 

que los es tafi 1ococos coagulasa negativos son capaces de adhe — 

ri rse y persistír en superf icies de material de plástico. ( 9,10, 

11,12,13,14 >. 

Bayston y Penny <15) observaron, que de las derivaciones 

ventr iculare s irtf ec tadas se producía una s ubs tanc ía mucoide que 

facilitaba la colonización de las superficies plásticas. Estudios 

sobre la composición química de este material demostraron que 

está constituí da de un 40% de carbohi dra tos y 27% de prote 1 ñas 

aprox imadamen te <" lé. >, reciente mente, se ha detectado que la 

gal actosa y la mañosa son los principales carbohidratos presentes 



(17 >. Otros e studi os sugieren que especies productoras de este 

material muco i de 11 amado g 1 ic oca 1 i >; < s 1 i me > , t i erieri mayor 

v i rulene ia cuándo está presente el cue)"• po ex trafio (9,ÍO,11). 

Un factor patogénico adicional en las infecciones por esta-

filococos coagulasa negativos son los cambios ero si vos que se ma-

nifiestan en la super-f ic ie inerte de las vál vulas o catéteres, 

estas alteraciones han sido demostradas después de la adherencia 

de dichos microorgan i smos iri vi tro . (9 , 10 > . Estos estudios exp1i-

can la gran dificultad de la errad icac i Ar» de este tipo de m f e c — 

ciones sin antes remover el cuerpo extraño. 

Se ha reportado que ciertas especies de estafilococos 

coagulasa negativos, se aislan más frecuentemente de cuadros clí-

nicos en el humano(4,5,6). Lo que se conoce actualmente es que 

los mecanismos patogén icos básicos de los m ic roorganismo s cons i-

derados como saprofíticos, sftlo se ponen de manifiesto cuándo se 

produc e un rompimiento directo de las barreras natural es de de — 

f erisa , la presenc i a de C U 6 \ p 0 6 X traño y probablemente ai 

factor de colon izaciin producido por los estafilococos coagulasa 

negativo s. 

Por otro lado, el desconocimiento de si poseen mecanismos de 

evasi fin de la actividad fagocitaria y bactericida de los leuco-

citos po1 imor f onuc1ear es, p1 antean la prob1emát i ca de que dicha 



r e s i st ene i a bacteriana sea debi da a la produce ión de substancias 

que de alguna man era pudi eran afectar la fagoc i tos i s o bien la 

muerte y digesti&n intrace 1ular y por lo tanto, contribuir a la 

vi ru1 ene i a de este grupo bacteriano. 



H I P O T E S I S 

La alta f recuenc ia de i nf ere i one s por cuerpo extraño 

producidas por Staphy 1 ococcus e n i d ermidis . es debido a que este 

microorganismo es capas de evadir los mecanismos de la 

fagocitosis y digestión íntracelular por leucocitos 

po1 imorf onuc1eares. 



O B J E T I V O S 

Demostrar si los estafilococos coagulasa negativos que 

más frecuentemente causan patogeníci dad para el humano 

son capaces de resistir la fagocitosis de leucocitos 

po1 imorfonuc1 pares obtenidos de individuos sanos en 

presentí a de suero norma 1 y suero i nact i vado. 

Demostrar si los estafilococos coagulasa negativos son 

capaces de resistir la digestión i n trace 1 u lar- de 

leucocitos po 11mo r f onuc1ear es obtenidos de individuos 

sanos. 

Demostrar si hay diferencia en los tiempos de 

geneiaciñn de las diferentes especies de estafilococos 

coagulasa negativos que pudleran interveni r en la 

virulen ci a • 

Ib 



M A T E R I A L V M E T O D O S 

1 E S P E C I E S BACTERIANAS UTILIZAuAS V SU MARCADO RADIOACTIVO. 

Se utilizaron dos especies de estafilococos roagulasa 

negativos obtenidos del American Type Cultui© Collection 

Stap hylococcu* e p i. derm i di s <14.990 ) y Staphy 1 ococcus cap i t i s 

ú'7840>. De un cultivo de 1S¡ horas en agar Casoy de cada uno 

de estos micro or garu smos, se tomaron vari as c o 1on i as y 

fueron inoculadas en 4.8 mi de ca1 do Cas oy al c ud1 se agregd 

0.2 mi d© 11 mi di na t r 111 ada <5.0 Ci / mmo 1.) . Después de 1S 

ho ras de i ncubac i fin a 37°C, las bacterias fueron co s ec hadas 

y 1 avadas tres veces con so 1 uc i óri salina estéril con un pH 

de 7.2 - 7.4. Posteriormente la sus^en s i fin bac te t i ana se 

ajustó a una conc en t r-ac ífln de 1.0 - 3.2 X 10^ por 

espectrofo tometrla y confirmado por conteo en placa en el 

medio de agar Casoy en UFC/ml (13). 

11.- OBTENCION DE LFUCOCITilS POL IMORFONi iC-LEARES DE SANGRE 

VENOSA PERIFERICA I>E INDIVIDUOS SANOS. 

Se obtuvieron 60 mi de sangre venosa periférica durante dos 

ocasiones de cinco sujetos sanos del sexo masculino en 

difei entes tubos estériles, F,a mi de esta sariyre se • epar 11 e ron 



en alícuotas de 10 mi en ci neo tufo o s estériles de 16 X 150 mm 

con h e p a r m a Cío unidades de heparina por cada mililitro de 

sangre.) y los 10 mi r es t¿*n tes se colocaron en tubos de i -3 X 100 

mm para obtener suero fresco de cada uno de estos sujetos sanos. 

Los leucocitos polímorfonuc1eares se obtuvieron por 

s e d imen t ac i éri en de;, t ran (Si gma No . D-4 751 Ml»j: 82000 .:> al 6% en 

so 1 uc i fin salina estéril. A 3 mi de dextr an, se mezclaron c.on 10 

mi de sangre venosa periférica hepar ini rada. Se incubaron en baño 

mar ía a 37°C durante 45 minutos y se reco1ec14 el plasma rico en 

leucocitos con una pipeta pastear estéril en tubos de centr1fuga 

de 15 mi estéri les. Se ceritri f ugat on a 180 g (1200 i pm> durante 

15 mi ñutos,se desea rté el sobrenadant e y el foo16n 1eucoc i tar i o se 

lavó 11 es veces c on el medio de cultivo comercial RPMI 1 £.40 

(Sigma No. R-4130>. La pofo1ación celular se aj us16 a una 

c oncen t rae i 6n de 1 X 10^ células por mi <. 18; . 

111.- FUENTES DE OPSONINAS V C'PSüN IZ ACION DE BACTERIAS 

Se obtuvieron de 5-10 mi de sangre venosa periférica de 

veinte donadores voluntarios sanos. L=»s muesti dS, se roloc-aron en 

t uho s estériles, se de o ar orí <_oagu lar y se obtuvo el suero de cada 

una. Posteriormente se mezclaron los sueros y se guarda)on en 

alícuotas de 2 mi en c onge1aci fin a -70° C' hasta su uso c orno f uen te 

de opsoninas. 



Para la opsonizacíón bacteriana, se utilizó el método 

propuesto por Verbrugh y cois (13>. De cada 2 mi de suero 

congelado a -70°C", 1 mi se dejó en hielo y 1 mi se inactivó a 

56°C por 30 minutos. Pa ra la op son i zación de las bacterias, ]as 

muestras de suero se di 1uyeron al 5% en medio de cultivo para 

células RF'MI 1640. 

Las bacterias ya ajustadas a una concentración de 1.0 - 3.2 

x 106 UFC/m1, se mezclaron tanto con suero norma 1 como con el 

i nact i vado diluidos al 5% con una r el ac i ón vol timen a vo 1 tunen en 

matraces Er1enmeyer estériles de 125 mi. Se colocaron en baño 

mar f a a 37°C y en agi tac i fin duran te veinte mi ñutos. 

Posteriormente las bacterias ya opsonizadas fueron centrifugadas 

en una u 1 trac ent r 1 fuga refrigerada <.Bec kman L87nM) a 5000 g 

(20000 rpm> durante treinta minutos. Se descartó el sobrenadante 

y las células bacterianas se recuspendieron a su volumen original 

con el medio F^PMl 1640. La suspensión se man t uvo en hielo has ta 

s u u s o . 

W - - DETERMINACION DE LA FAGOCITOSIS. 

Para esta de t e r ntinac i ón se utilizó el método descrito por 

Verbrugh y cois (io >. 

1 . - En tubos estériles de vidrio se añadieron i muí t éneamente 0.2 

mi de la suspensión de leucocitos y 0.2 mi de la 



suspensión de bacterias (í.o-3.2 X 10 6>, previamente 

incubadas con: suero normal, suero in^ctivado y sin suero 

(utilizado como control negativo). Cada serie de tubos se 

inc ubó en baño mar! a a 37 °C en agitación con t m u a , y se 

fueron obt en i endo las mué st ras a los siguientes tiempos: 

0-3, 15, 30, fc-0 y 120 minutos. Se c o 1ocai on i nmedi atamen te en 

hielo para su procesamiento, 

2.- Las muestras se centrifugaron a lfc-0 g <.800 rpm .) , y el botón 

celular se 1avó dos veces con soluc i fin amortiguado)a salina 

fosfatos estéril pH 7.2 - 7.4 para remover las bacterias no 

adheridas a los 1 e uc oc i tos. Las tres v a n a n t e s fuei on 

efectuadas por trip1 icado. 

3 . - Al botón celular 1 eucoc. i tar i o s se le añad i ó 3 mi de 1lqui do 

de centelleo y las cuentas por minuto (,cpm.) emitidas por las 

bacterias dentro de los leucocitos se detectaron en un 

contador de centelleo ma rea Packard . El po re en ta j e de- la 

fagocitosis se calculó con la siguiente 

fórmula: 

% de 
Fagocitosis-cpm del botón leicocitario en " X " tn-mpo X 1 00 

cpm del botón al tiempo O 



V." DETERMINACION DE LA MUERTE Y DIGESTION 1NTRACELÜLAR. 

1. - Se firoce d i à a i ncubar los po11 mor f on uc1ear e s con las bac-

te rías / los sueros de la m isma for ma que para la fagoci-

tosis y se 1avÔ e1 b otôn celular despues de c en tri fugar 1 o a 

160 g < 800 r ¡.un > . La mue i t e bac ter i ana se de ter m i nô po r e 1 

método de Verbrugh y C'ols. (18 .). 

2 . - Al b o t fin celular 1 eue oc i tar \ o ya 1 avado se le a fiad i 4 1 ml de 

agua des t i 1 a da estéril con 0,01% de al bi>un 11 ia s è n e a bovina 

(Sigma No.A-7906) para lisar a los leucocitos. Los 

microorganismo s resistentes a la muerte y digestíôn 

mtracelular fueron liberados y se tomaron 0.1 ml de la 

suspensi ôn para d i 1 ui r 1 a en 0.9 ml de s o 1 uc i ôn sa ] m a 

estéril. Las diluciones fi nale s obtenidas fueron 1:10, 1 : 1OO, 

1ï1000 , 1 :10000, 1 :ÎOOOOO y 1 : 1000OU0. 

3. ~ De cada una de las d i 1 uc i ones , se tomaron 20 /.t 1 para 

proceder a cultivar por el método de goteo según Miles y 

rlisra (22 > , Esta téci i ica consiste en inocular sobre la 

superficie del medio fresco de agar Casoy, libre de 

humftdrtd , ti es gotas por s e r i a d o de c ida d 11 uc i 6i i con 

p i pe ta a itoiritica en una mi tad 1e la p laca de pe tri con 

el medio Casoy. Los 20 ul del iriôculo (volumen de cada 

gota) sobre el medio en tales condiciones, que dará cir-

cunscrito en un área circuid)'' de unus 1 -> m m y se ahsor -



ver-á en l 0-15 minutos. A c on 11 nuac. i 6n , 1 as placas se i n-

c uhari en po s y c i fin invertida a 37° C por 24-48 horas y des-

pué s de este tiempo, se se 1eccionan para el recuento las 

di 1 uc i omps en donde apa P'ca un má>; i mn de veinte colo-

nias. Obtener la media ¿el recuento y mjltiflicar por 

cincuenta y por 1 * inversa de la dilucifin correspondi en-

te. 

4.- Para obtener- el nímero total de UFC'/m 1 se acepta 

nAmero de colonias obtenidas corresponde al numero 

microorganismos capaces de resistir al mecanismo 

muerte y digestión intracelular . 

VI.- DETERNINAC tON DEL TIEMPO DE GENERACION DE CUATRO 

ESPECIFS DE ESTAFILOCOCOS CüAGULASA NEGATIVOS. 

Se utilizaron cuatro especies de estafilococos coagulasa 

negativos obtenidos del AT Ct : S¿. ey.- i derm i di s <. 14':>,:?o > , 

S. cap 111 s ( 27840 > , S_¿. s ap r uphyt-¿ c us (. 1530S > y snui i 

(29<'>fc.0>. F1 tiempo de generación se efectuó de acuerdo al 

método propuesto por Grahtree and Hi n c d 111 . (. . 

Se utilizó un cultivo reciente de 1ü horas en caldo de cada 

e sp ec i e bacteriana, se i no ulai on <">. 2 mi de cada cul Ci /o en 

matraces de Er 1 e nmeyer con 100 mi de Cdldo C'asoy, se ínuihai ON en 

baño mar la, a 37°C en agitación y se toma i on alícuotas al tiempo 

O, 1, 2, 3, 4, 5, 1", 12, nasta 24 y as horas. 

q"e, el 

de 

de la 



El recuento colonial se determinó pot la técnica de goteo de 

Miles y Misra <22 ). C-ada determinación se realizft por 

t r i p 1 i c a d o . 

Para calculai- e1 tiempo de generae iôn por cuenta viable se 

ut 111 zô la siguiente f órmu 1 a <.23 ) : 

g = t 1 o g 2 
1 o g b - 1 o g a 

donde: t = Tiempo (minutos.) para n ge ne i ar i ones. 

a = No. de bac ter i as en e1 inicio de la observación, 

b = No. de bacterias desp .tê = de n generaci or es. 



R E S U L T A D O S 

Los resultados de las experimentos de la fagocitosis se 

muestran en las gráf i cas como el promedi o de los porc entaj es de 

las 3 variantes utilizadas: fagocitosis sin suero, fagocitosis 

con suero normal y fagocitosis con suero inactivado en los 

tiempos utilizados! de O-o, 15, 30, 60 y 120 minutos. El 

porcentaje de la fagocitosis fué obtenida de la fórmula 

s i gui ente: 

% de Fagocitosi s=cpm del botón 1eucoc i tari o en"X"t i empo. X 100 
cpm del botón al t i empo O. 

En las gráficas 1, 2, 3, 4 y 5 se comparan los resultados de 

la fagocitosis con las tres variables j untas: sin suero, suero 

normal y suero inact ivado, en cada t i empo experimentado y entre 

ambas especies bacterianas. Allí se observa que la fagocitosis 

se presenta desde el tiempo 0-3 minutos para las tres variables, 

con una tendencia a disminuir a medida que se incrementa e1 

t i e mp o . 

En el eje de las absc i sas, se encuentra el t i empo utilizado 

para ambas especies bacterianas y en presencia de las tres va-

riables y en el eje de las ordenadas el % de la fagocitosis (to-

d o s l o s experimentos se realizaron por triplicado). 



En las gráticas 6,7 y 8, se compara la fagocitosis para las 

dos espec i es bacterianas, con una variab1e y su comportamiento 

entre todos los ti empo estudiados. Aquí los hallazgos importantes 

fueron que la fagocitosis en presencia de suero inactivado y de 

suero normal fué mejor para ep i de rmi d i s que para S». can i t i s . 

A con t inuac i <5 r< se presentan los va lo res de p de las cinco 

gráficas, en donde se compara el efecto de la fagocitosis sin 

suero < cor» t rol > con la fasgocitosis en presencia de suero 

normal e inactivado y por otro lado la fagocitosis en suero 

norma 1 con la fagocitosis en suero inactivado para ambas espec i es 

bacterianas < existe d i ferene ia estadísticamente significativa 

cuando p < 0.05 >. 

FAGOCITOSIS 

bacteria: ep i dermi di s . 

T i empo 

Sin suero-

Suero normal 

Sin suero-

Suero inact ivado 

Suero normal-

Suero inact ivado 

0-3 min. .036 . 006 . 104. 

15 min. .011 .010 .240 

30 min. .017 .017 .863 

60 min. .011 .010 .599 

120 m i ri. . 007 .014- .257 



FAGOCITOSIS 

bacteria: S. cap i t i s . 

Ti empo 

Sin suero-

Suero normal 

Sin suero-

Suero inactivado 

Suero normal-

Suero inactivado 

0-3 min. . OOS .017 . 399 

15 min . 003 .003 . OSO 

30 min. .023 . 005 .015 

60 min. .093 . 010 . 063 

120 min. . 154 . 059 .937 

En las gráficas 1 a la 5, se observa una diferencia 

s i gn i f icat i va para epidermidis entre los experimentos sin 

suero y suero normal y con el suero inact ivado, en todos los 

tiempos. No se encontró diferencia en la fagocitosis entre el 

suero normal y el suero inactivado para SJJ. cap i t i s solamente se 

observó desde 0-3 hasta los 30 min en ausencia de suero (contro1) 

y suero normal y de 0-3 hasta 60 min en la fagoc i tos i s sin suero 

(contro1) y suero inac t ivado. No se encontró d i ferenc ia 

s i gn i ficat i va entre la fagocitosis con el suero normal y el 

inact ivado para ambas espec i es bacterianas, exceptuando el ti empo 

30 min. para cap i t i s . 
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• 1 I S. epidemidis S. capitis 
TIEMPO 0 - 3 ' 

SIN SUERO SUERO HOffltoL SUERO INftCTIUtfO 

Gráfica 1.- Comparación del efecto del suero normal y el suero inactívado en la 

fagochosÉ de S. epldennids y S .capitis al tiempo 0-3 minutos 



Fagocitosis 

S. epiderwidis JL capitis 
TIEMPO 15' 

SIN SUERO SUERO NORMAL SUERO INACTIWlBO 

Gráfica No.2.- Comparación del efecto del suero nonnal y el suero inactivado en la 

fagocitosis de S, epidennidis y S. capitis al tiempo de 15 minutos. 



Fagocitosis 

íes % 

S_. ep ideniidis S. CdPÍtis 

TIEMPO 30' 

SIN SUERO SUERO MORRAL r 7 ^ SUERO INACTIUADO 

Gráfica No.3.Comparación del efecto del suero nonnal y el suero inactivado en la 

fagocitosis de S. epidenmdis y S. capits a ios 30 minutos. 
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S. ep idem Mis capitis 
TIEMPO 6 0 ' 

SIN SUERO SUERO NORMAL ( - J SUERO INACTIUABO 

Gráfica No. i - Comparación del efecto del suero nonnal y el suero inaetivado en 

la fagocitosis de S. epidennidis y S. capitis en el tiempo de 60 minutos. 
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TIEMPO 120' 

SIN SUERO SUERO HORMAL F ~ 1 SUERO IHftCTIVABO 

Gráfica No. 5. Comparación del efeto del suero normal y el suero mactivado en la 

fagocitos^ de S. epidennidis y S. capitis a los 120 minutos. 



En las gráficas 7 y 3 se comparan los resultados entre 

las dos bacterias en todos los tiempos estudiados (desde 0-3 

hasta 120 min.> para ana1 i zar su comportamiento con cada una de 

las condiciones experimentales uti1 izadas sin suero, suero normal 

y suero inactivado. 

En el eje de las abscisas, se encuentran los tiempos 

utilizados en el estudios 0-3, i5, 30, 60 y 120 minutos y en el 

eje de las ordenadas el promedio de los pore entajes de la 

fagocitosis (todos los experimentos se efectuaron por 

triplicado). 

Los valores de p en las gráficas 6, 7 y 3 se presentan 

a cont inuac idn: 

SIN SUERO 

TIEMPO 

Bacteri a [0-3]'a 15' 15'- 30' 30'- 60' 60'- 120' 

S. ep i dermi di s 

S. cap i t i s 

. 036 

. 138 

. 372 

. 303 

.069 

. 268 

.110 

. 162 

SUERO NORMAL 

TIEMPO 

Bacter ia [0-3]'a 15' 15'- 30* 30 - 60' 60'- 120' 

S. epidermi dis .856 

.258 

.222 

.023 

.388 

.056 

.078 

.004 S. capitis 

.856 

.258 

.222 

.023 

.388 

.056 

.078 

.004 



SUERO INACTIVADO 

TIEMPO 

Bacteria C0-33'a 15' 15'- 30 * 30'- 60' 60'- 120' 

S. ep i dermi di s .058 .OIS .009 . 008 

S . cap i t i s .854 .571 .009 .006 

En la gráfica No. 6 en donde se prese ritan los valores de p 

para los resu 1tados de los experimentos para ambas bacterias en 

presene ia de la fagocitosis sin suero < control) no se observa 

diferene ia si gn i f icat iva. 

En cambio, en presencia de suero normal se observó solo 

diferencia s i gri i f icat iva para S^. cap i t i s a partir del tiempo 15 

min. Por otro 1ado, en presene ia de suero inac t ivado se observó 

diferencia significativa para ambas bacterias : S;. ep i dermi d i s a 

partir- de 15 - 30' y S^ c ap i t i s a partir de 30 - 60'. 
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fr-3' 15' 38' 

TIEMPO 

^ w 
38' (¡9 120' 

S. epideywidis S. capitis 

Gráfica No. 6 .- Fagocitos^ de los polimoifonucleares para S. epidermidis y 

S. capitis en solución salina. Se utilizó como control de la fagocitosis sin agentes 

opsonizantes. 



Faaocitosis SUERO NORMAL 

166 % 
98-1-
88 
78 
66 4 

TIEMPO 

¿L epiderwidis S. capitis 

Gráfica No.7.- Fagocitosis de los leucocitos polimorfonucleares para 

S. epidennidis y S. c^his en presencia de suero con opsoninas. 



Fagocitosis SUERO INACTIVADO 

íee % 
9 8 1 
8 8 -

78 -

TIEMPO 

S. epiderttidis S . cap i t i s 

Gráfica No. 8.- Fagocitosis de los leucocitos polimorfonucleares para 

Sí epiderniids y S. capiris efectuada en presencia de suero inactivado. 



Los resultados de los experimentos de muerte y digestión iri-

trace 1ular son expresados en un i dades formadoras de colon ias 

< UFO > en papel semilogaritmico, graficando en el eje de las — 

absc i sas el t i empo uti 1 i zado y en el eje de las ordenadas las — 

un i dades formadoras de colonias por mililitro. Se presentan los 

resultados de cada especie bacteriana y con las tres variantes 

ut i 1 i zadas : digestión i n trac el ul ar er» ausenc i a de suero , en 

presene ia de suero normal y en presencia de suero inact ivado. -

Las un i dades f ormadoras de co1on ias ind ican el mimero de bacte-

rias que resistieron a la muerte intraeelular. 

En las gráficas 9 y 10 se presentan los resultados de la 

digestión i ntrace 1ular con las tres vari antes para cada bacteria 

en los tiempos 0-3, 15, 30f feO y 120 minutos. Posteriormente en 

las gráficas 11, 12 y 13 se comparan los resultados en forma 

independi en te de la digestión intraee1ular en ausenc i a de suero 

< gráf ica 11 ), con suero normal < gráf ica 12 ) y con suero 

inactivado < gráfica 13 > entre ambas especies bacterianas. 

< Todos los experimentos se realizaron por triplicado ). 

Se puede observar en las gráficas 9 y 10 una di sminuc i írn de 

las uni dades formadoras de colonias por mililitro para ambas 

bacterias a los tres minutos mostrando mayor efectividad la 

digestión en presencia de suero normal. 

Comparando el comportamiento entre ambas especies con cada 



una de las variantes ( gráficas 11,12 y 13 ) se observa que fufe 

similar, mostrando S_¡_ cap i t is una mayor resistencia a la muerte 

intracelular en el tiempo estudiado < 2 horas >. 
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Los resultados de los tiempo de generae i fin de las cuatro 

especies de estafilococos coagulasa negativos, se presentan en 

las gráficas 14 y 15 realizadas en papel semilogaritmico. En el 

eje de las abscisas se encuentra el tiempo utilizado: O, 1, 2, 

3, 4, 5, 6, 7, 8, 10, 12, y 24 horas y en el eje de las ordena-

das las un i dades formadoras de colonias por mililitro determi-

nan do el t i empo de generae i fin por el mé todo de cuenta viab1e 

calculado cor» la siguiente formula ( 23 >: < Todos los experi-

mentos se real i zaron por tri p1icado >. 

g = t 1 o q 2 

log b - log a 

donde: t = T i empo < minutos > para n generae iones. 

a = No. de bacterias en el inicio de la observacidn. 

b = No. de bacterias despues de n generaciones. 

Los tiempos de gene rae i óri que se ob t uv i eron fueron los 

s i gui en tes . 



TIEMPO DE GENERACION 

BACTERIAS CUENTA VIABLE 

< UFC > 

S. se i uri 13 min 

S. saprophvticus 16. min 

S. epidermidis 30 min 

S. cap i tis 5 2 min 

Cor» cada especie de estafilococos se obtuvó diferencia en su 

división celular, mostrando cap i t i s más retardo en su multi-

plicación, factor que puede ser importante en los experimentos 

efectuados. 

La importane ia de estas di ferene ias para la interpretac i ón 

de los resu 1tados se presentan en la discusión. 







D I S C: U S I O N 

Duran t e las ftlt imas dos décadas, se ha visto que los 

estafilococos coagulas* negativos, causan infecciones 

relacionadas ai uso de catéteres, conocidas como infecciones por 

cuerdo ex trali'o < 9, 10, 11, 12, i3, 14-, 15 .> . 

Se estableció la hipótesis de que la alta frecuencia 

de i r<f ere i on es por cuerpo ex t rañ'o p r-oduc i das por ep i dermi di s 

en comparación con cap i 11s menos frecuentemente aislado, era 

debido a que e p i • i e r m i d i s era capaz de resistir- a la 

fagocitosis y digestión íntracelular por los leucocitos 

pol ímor-fonuc 1eares. 

Estos mecanismos de resistencia no específicos a la 

infección no hablan sido estudiados para este tipo de 

ÍTUC roorgavi i smos, ya que éstos, han sido considerados como no 

patógenos, en c omparaci ón con otros cons i derados como de más 

patogen íc i dad como S_¡_ aureus <. 18, 19 >. 

En 1 o © X per i méritos de la f agoc i t os i s , como se pudo observar-

en las grátfxr.as, &e presenta desde el tiempo de 0-3 minutos para 

las tres variantes que fueron utilizadas: sin suero, utilizado 

como experimento control, con suero normal y con suero inactiva-

do, con una tendencia a disminuir- a medida que se incrementa el 



t i empo hasta las dos horas estudiadas. Los resultados difieren de 

1 o repo rtado por Verforugh y cois < 18 ) para míe roor gan i smos como 

5. a».()•• eus. En dichos experimentos, el fenómeno fagocltico se 

presentó desde el tiempo de 3 minutos con una tendencia a aumen-

tar hasta los veinte minutos que incluyó el estudio. 

Se ene ontro di f erenci a significativa entre las dos especies 

bacterianas. La fagocitosis fué mejor para S^ ecade r m id i s que 

para S_._ cap i t i s en p re sene i a de suero inac 11 vado que en p re sene i a 

de s uero norma 1, evento contrario al reportado por Ve r hoef y cois 

< 21 ), en donde ellos efectuaron experimentos de la fagoc11o s i s 

con suero norma 3. , suero inac t i vado y suero deficiente en el com-

ponen te del complemento C2 a d i f eren te s tiempos: 1 , 5, 1!5 y 60 

minutos a 37°C para la bacteria S_¡_ a u r e u s; encontrando que la 

mejor fagocitosis se man i f e stó en presencia de suero normal que 

con cualquiera de las o tras dos variantes ut i 1 i zadas por ellos. 

Se ha demostrado que la fagocitosis en presencia de suero 

ñor mal es me j or que c orí suero i nac 11 vado , esto debido a que e 1 

suero normal posee más factores e >. t r ace 1 u ] ar e s que el suer o 

inac t i vado , como son la presencia de m m u n o g 1 obu 1 m a s y ciertos 

factores del complemento ( opsoni na« > las cuales facilitan el 

f enómen o fagocítico. El hecho de que el suero inac 11 vado fuer a 

más efectivo para la fagocitosis pudiera explicarse bajo dos 

contextoss 1> que los anticuerpos por si solos fueron excelentes 

opson m a s para esta especie bacteriana y 2) que favoreciera la 

producción por ep i dermi d i s de un factor que incrementan a 



su adhesión o fagocitosis en los primeros minutos del estudio. 

Por lo tanto, podemos deducir que los resultados obtenidos 

en este t raba j o baj o las concl i ones experimentales 11 evadas a 

cabo, pudieran explicarse bajo el contexto de que tal ve^, el 

fenómeno que se está presentado desde 0-3 minutos sed debido a un 

mecanismo inicial de adherencia de las bacterias a la superficie 

de la membrana de los fagocitos debido a un factor e;:trace 1 i.i 1 ai-

bacteriano . 

G'u i e y he 1 <an i < 11- > , m enci onan que la adherencia es un 

prerrequ i sit o inicial para la patogénesis de todas las 

infecciones ocasionadas por bacterias y que es necesai ia pai a que 

o c u r ra la c o ] o n i z ac: i ó 11 c. o n la posterior producción de factores 

extracelülar?s que contribuyan a la virulencia del germen, por lo 

que la persistencia de la«; infecciones ocasionadas por los 

es taf11ococ os coagulaba n^ga t i vos pudiera estar relacionada con 

la capacidad de producir una substancia < adh^sina > que le 

permitiera al microorganismo ¿vadir uno o /cirios de los 

mecanismos de resistencia natural a nivel de la fagocitosis. 

3e ha publicado que éstos microorganismo^ producen una 

substancia extraee 1 ular de glicocalix < moco o slime .) , esta 

substancia está formada por- 40% de caí boh i d ra tos y 77% de 

proteínas ( 16 }, este material mucoso en estos microorgani cmos 

aumenta la adh e 5 ión a superficies inertes como catéteres y 



válvulas y además le permite al microorganismo cubrirse de una 

mati-i >; pro tec tora que podría explicar a 1 gurí as dificultades 

encont r adas en el tratami ento antímíc robi ano de las i nf ecri ones 

banteriana-j por cuerpo exti afio y posib 1 emente podría ademá» 

preven ir la recuperacifiri de la^ bacterias en las mués t ras del 

catéter durante los cultivos bac t e r i o 1 <5gi co s de rutina. <. ). 

£sta pared espesa de moco ( slime ) no Fué regularmente 

encon trada sólo en los cat ó tere s colonizados por los 

es taFi 1ococos coagulasa negativos sino también en catéteres 

co 1 on i 2<ados por otros microoi ganismos como son: S^ aurens, P. 

«eruginosa,Ac inetobacter calcoac etícus y otros microorganismos 

< 16 ) . 

Tamb i ím se pudiera explicar que la fagocitosis observada en 

presencia de suero inactivado, p r obab 1 e/nen t- e pudieia deberse a 

que el calentamiento necesario para inactivar el suero no i mal a 

56 C por 30 minutos elimine algftn o algunos componentes presentes 

en el suero normal que favoiezcan la formación de moco,ya que 

éste, segón Moble y cois. C 24 > es capáz de interferí r su 

ingestión por los fagocitos. Con esto , se pod i 1 a especular que 

el suero normal y p r obab1ement e alguna s pr u t e1nas del s ue ro 

inactivado favorecieran su producción despu.es de las dos doias, 

( entre más tiempo, mayor producción del glicocali> > que al 

principio permite la adhesión a las células, pero conforme se v* 

pruduciendo, ejerce una f une i Ón antifagoc11ica. Esta seria una 

razón por la cuál hay una apai ente mejoi fagocitosis con 



^epidermidis, el cuál se supone, resistirla más a este mecanismo 

que Sj. capí t i s considerado como el meno« virulpnto. 

Por otro lado , los resultados de 3 a digestión ii.tr ac e 1 ular 

fueron expresados en unidades formado)as de colonias ( UFC/ml > 

para las dos bacterias estudiadas en presencia de las tres 

variantes utilizadas. Las unidades foí maderas de colonias indican 

el n Cimero de bacterias que son capaces de resistir a la d i ge s 116u 

i n trace 1u1ar. 

Cabe señalar que ambas especie« con las ti es variantes, 

mos t r-aron una t endene ia a aurnentar las ui11 dades f ormadoras de 

colonias < UFC/ml > después de los 30 minutos. Esto pudiera 

deberse a que los leucocitos po 1 i mor fonu.c 1 ear e s tienen una vida 

media de 6 - 7 horas en la ci reu1aci fin tiempo qup disminuye 

cuándo dichas células se encuentran fueia de núes ti o organismo 

< 13,19 ). Esto, eiunado al incremento del metabolismo celular 

ocasionado por el manejo de las células "in vitio", pudiera 

interven ir t-n la di sminuc i fin de la c apac i dad degi adat t i va del 

po11mo r forme1ear. 

Por otra parte, los microorganismos incluidos en el estudio, 

tienen el cin t ees den t e de nutrirse y desarrollarse con f ormac 15 n 

de colonias en medios ausente, de nutrientes y en presencia de 

artefactos artificiales como sor los catéte- es y/o válvulas. Esto 

es con f i i'inadu por los estudio- de Pet~r y cois. <. 9 ), Esto 



nos hac e pensar que dichos microorganismos tienden a 

multiplicarse, aumentando las un i da des f o i meado r as de colonias, 

razón por- la cuá 1 se decidió de te rmi nar sus ti empo s de 

gene rae i ó n , ya que p ud i e r ari afectar la in terpr etaci 6n de los 

re s u1 ta dos de la fagocitosis y digestión intrac e1ulco-. Además 

cabe suponer que los de menos tiempo de geneiauión pueden 

muítip1 i carse más rápidamente y por lo tanto, colonizar más 

pronto, como serla el caso de e p i d e r m i d i s el cuál, presenta 

menos ti empo de gene rae i ó n y por lo tanto , su f r ec uenc. i a de 

a i. s 1 ami en t o pudi era ser at r i b u ib 1 e a este comport ami en t o en 

comparación con S_¡_ c: a p i 11 s , de mayor- tiempo de generación. 

De acuerdo a los resultados de la d i ges 11ón i ntrace 1ulai 

presentados en las gráficas 9-13, se encontró que S_¡_ c.ap i t i s 

mostró más resistencia a su degradación que S^. epi dermidi s bajo 

las condiciones en que se trabajó. 

Esto, pudo ser defo i do a lo s i gu i e-n t e s 

io. Que ep i de r mi d i s podría tener una mayor capacidad 

en:? 3 mítica para la producción del glicocali;: (. slime > y 

esto la lleve a una más fác11 adherencia a la célula y una 

más fácil captación y una apaiente fá^il digestión 

mtracelular en los primeros minutos del estudio, ya que 

al incrementar se el tiempo, el fenómeno se fué invirtiendo 

Como se puede observar, los e•perímentos de la digestión 

mtracelular con suero normal y suero mactivado se ve i 



f avoi-ec i do s sólo en los prime ros 30 y 60 minutos re spec t i vameri t e 

y al incrementarse el tiempo hasta las dos horas estudiadas, se 

presentó una mayor resistencia a su muerte i ri t r ac e 1 u 1 ar ; e¿to 

pudiera ser- debido a: 

lo. Que el ri tmo de la digestión intrace1ular es menor que e1 

i i tmo de la división del microorganismo, demostrándose un 

aumento paulatino en las unidades formadoras de colonias de 

cada microorganismo estudiado. 

2o. En el caso de S^ ep idermi di s. a medida que pase el tiempo, 

éste, podría haber- producido más gl i c oca 11 x < s 1 i me > , 

cubr-iíndose cada ves de una capa más gruesa de este 

material, aumentando su grosor / haciéndose asi mismo, más 

resistente a la degradación de las enzimas intraleucoci ta-

ri a s . 

Se hace incap i é en la pos J b1e intervención del pape 1 del 

gl icoca1 i x en este trabaj o fundamentado por los diversos reportes 

recientemente pub1icados, a cerca de su efecto sobre los 

1 eucoc i tos po1imor f onucleares y mononuc1ear es.ya que puede 

presentar efectos a d ver sos de los mecanismos de r e s i s t e n c ^ del 

huesped, como son la quimiotaxis, ingestión y respuesta, 

oxídativas de los fagocitos ( 24 ), asi como una disminución á» 

la respuesta 11nfopro1 iferativa de las células mononucieai es a 

antígenos bacterianos. <.25) . Los resultados sugieren que este 



material se puede ir- produciendo con el tiempo y que finalmente 

después de las dos horas pudiera observa»se un efecto 

ant ifagocitico y an tidegradativo y por lo t an t o de sari-o 11 ar un 

efecto inmuno inhib11ori o sistémico y probablemente a nivel local. 

De acuer-do a los resultados obtenidos de dichos eventos en 

este estudio, no se encontrfi que ep i de »-mi di s resistiera a la 

fagocitosis y digestión intracelular por leucocitos 

po 1 imo rforiuc leares en el 1 ap so de t i empo estudiado, por lo que no 

se puede explicar satisfactoriamente la a 1 ta frecuencia de las 

infecciones ocasionadas por 3_;_ e p i d e r m i d i s bajo este contexto, 

por lo tanto nuestra hipótesis no se comprobó. 

Como se pudo obs er-var , los resultados fueron contrarios a lo 

esperado , por lo que surgen muchas i n t e r rogn n tes, como es ver si 

existe a 1gtin componente o componentes en el suero mactivado 

versus suero normal que realmente es ten favoreciendo la 

product: ion del glicocal ix < slime ) o si realmente éste afecte la 

fagocitosis y digestión i ntrace 1ul*»- por leucocitos 

po1imorfonuc1eares evaluando ahora su efecto después de dos 

horas estudiadas incluso hasta las 48-96 ho¡as, o bien, si la 

di f erenc i a en los resultados obtenidos entre 1*s dos especies 

bacterianas este relacionada con la prodnccion del glicocalix. 



C O N C L U S I O N E S 

Con los resultados ob t en i dos en este t rabaj o se puede 

cont: 1 u2 r que; 

3o. La fagocitosis de ambas bacterias se presenta desde el 

t i empo 0--3 minutos con una tendencia a di sminui r a medi-

da que se incr emen ta el tiempo. 

2o. La fagocitosis en presencia de suero noimal y suero 

i nar i i vado fué mejor para S_¡_ epidermidis que para 

S . cap i t i s• 

3o. Los experimentos con suero normal e inactivado, favore-

cen la digestión intracelular sólo en los primeros 30 y 

6ü minutos respectivamente y al inci emeiitai se t-1 tiempo, 

se presentó mayor- resistencia a la muerte intracelular. 

Se p ropon e que: 

El suero favorece la producción del glicoralix (.slime) , 

'y éste, c on t r íbuye a la resistencia ar 111 f agoc í 11 ca y a la 

degradación intracelular- por ios leucocitos po 11 mor f or iu-c 1 enr es , 

po 5 i b 1 emen te al presentarse el 11 empo de ge ner a - i ó i, de c*da una 

de las especies de estafilococos coagulasa riega- ti vos. 



Sí la propuesta es cierta, habría que estudiar: 

Si el suero norma 1 y/o el suero inac11vado realmente 

están favoreciendo la producción del glicocalix (slime) 

Es el g 1 íc oca 11 >: ( s 1 i me > pr oduc i do por los 

estafilococos coagulasa negativos el que efectivamente 

está afectando la fagocitosis y digestión intercelular'^ 

La diferencia observada en la fagocitosis y digestión 

intracelular entre las dos bacte» ías, está i elacionada 

con la cantidad del glicocalix (slime) producido? 

Ex is11rá acaso otro fac tor de pato gen ici dad que no lo 

hemos visualizado y que tal vez es el que lleva a 

5. ep i de rmi d i s a causar la mayor frecuencia de las 

infeccione s por cuerpo ex t ra fio'"' 



R E S U M E N 

Los estafilococos coagulasa negativos, son míeroorganismos 

de baja virulencia. No suelen ocasionar infecciones en el hombre 

a menos que exista una alteración de las barreras naturales de 

defensa, como es el uso de catéteres. Actualmente se ha 

reportado una alta frecuencia de infecciones producidas por 

StaphyIpcpccus ep i dermi d i 5 en comparaci&n con otras especies 

menos frecuentemente aisladas como Stap hyl ococcus cac-itis, lo que 

nos llevó a estudiar si ep i dermi di s es capas de resistir- a la 

fagocitosis y digestión mtrace1u1ar por leucocitos po1ímorfo-

nucleares. 

La fagocitosis de ambas bacterias se presentó desde el 

tiempo 0-3 min. hasta los 30 min. con una tendencia a disminuir a 

medida que se incrementa el tiempo. La fagocitosis en presencia 

de suero normal e inactivad.o fué mejor- para S_¡_ ep i dertni d i s que 

para cap 111 s . Los experimentos con suero normal e inactivado 

favorecieron la digestión íntracelular sólo en los prime)os 30 y 

é.U minutos respectivamente y al incrementarse el t i empo se pre-

sentó resistencia a la muerte intrace 1ulai . 

De acuerdo a los resultados obtenidos, se encontró que tanto 

S,. ep i de rm i d \ s como cap i 11s, mostraron una tendencia a resis-

tir a la fagocitosis y a la digestión intracelulai por leucocitos 



po 1 imorf onuc 1 eares a ón en presencia de suer o normal, existiendo 

sólo diferencia en el tiempo que la pres entaron. Esta capacidad 

ari t i f agoc 111 ca y an 11 de grada 11 va podría ser debi da a la p roduc-

ción de una substancia tipo adhesi na conocida como glicocalix 

( Síime ) producida por estas bacterias que esté afectando los 

resultados y que la diferencia de comportamiento entre las dos 

bacterias sea debi da, a que su producc i bn esté relacionada con el 

11empo de generaci ón de cada especie. 
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