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I NTRODUCGCCTI OGN

Los estatilococos sonm miembros de la familia Phicvococcaceae,
{ 2& ) son <corCos gram positivos, inméviles, catalasa positivos,
aerdbicos yv anaevdbicos facultativos vy crecen agrupandose combn-—

mente en racimos irvegulares (griegoe Staphyleiracimos de uvas).

El primero en describir al estafilococo en el pus humano,
fud Eoberto Foch en el afio de 187&. Dos atios despuds, Pasteur
cultivé a este germen en medio liguide v al afio siguiente Ogston
mostrd gque era patdgeno para 1os animales de experimentacibn como
los ratones y cobayos. En 12Rd, FRosenhach describid dos especies,
dstas fuevorn distinguidas de acuerdo & su patogenicidad para el

homhre: lags especies de Staphvlococcus aureuns fueiron considevadas

como patdgenas y las especies de Staphyleococeons epidermidis como

como las especies no patdgenas.¢ 1 .

Estas especies pueden ser distinguidas povy  las pruehas de
fermentacidn del manitol v por la produccidén de la coagulasa.

Estas pruekas son positivas pava 5. aureds vy aegabilvas pars

17}

. epldermidis. ().
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lLas especies de §. agureus causan la mayorla de las
infecciones supurativas superficiales,&stas tienden habitualmente
a permarecer localizadas en forma de akscesons, diviesos,
pdstulas, furdneulos y en  un gran povrcentale, son cauwsantes de
envenenamients alimentario. Del ZO0-£0% de los seres humanos s0n
portadores de este microorganismo en sus fosas nasales, su
capacidad para produciv enfevmedad no ha disminuldo afn con 1la
introduccidn de los antifhidticos, ya que son a menude resistentes

a uno o mds de los agentes antimicrobianos.( 2,3 3.

Par otro lade, las especies de estafilococos coagulasa
negatives, forman un grups de bacterias consideradas como sapro-—
fiticas pava el hombre ya gue son parte de la flora normal de la
piel. Ademds, contribuyen significativamente al metakbolismo de
ios productas de desecho de varias substancias exucretadaz nor la
piel v las gl&ndulas, proporcionando las condiciones necesarias

gue limitaw el crecimiento de diversos patdgenos.( 3 ).

Actualmente, son reconccidas mas de =0 gspecies de

gztafilococos coagulasa negativos entre ellas estin:s

=2

2. epidermidls, 5. saprophyticus, S, haemolvticus, S. howminis,

8. capi1tis, 5. cohnii, 8, simulans, S. warneyi, §. auriculavis,

— .

w

. Scityi, 8. uylosus y otros mds.d 3 0.

l



Grdinariamente, los estafilococos coagulasa negativos son
micreoarganismos de haja virulencia gue ©o  suelen ocagionar
infecciongs en &1 hombre & menos gue exlista una altevacidn de las
haryeras haturales de las defensas del huesped causadas por
cirugla, colocacibn de catéteres, insercidn de prdtesis, sondas
de pldstice intravasculares o de una dervivacidn, o bien, éen
huespedes inmunosuprimidos taleg como: neonatos prematuros,
pacientes con carcinoma o gramuiocitopenia y  asguellos gue han
regikido framsplantes y gue estdn bajo terapla inmunosupresara.

(4,5,6,7,58).

Se ha observado un marcado incremento de la susceptibilidad
& la infeccidn por cCuerpo extraftic causadas por este tipo de —-—
microorganismos.(d  5,6,7,2)., Una probable explicacidn de esto, es
que los estafilococos coagulasa negabtivos son capaces de adhe——
Tirse y persistir en superficies de material de plastico. ( 9,10,

11,12,13,14 ).

Bayston y FPenny (133 cobhservaron, gue de las derivaciones
ventriculares infectadas se producia  wuna substangia mucoide gque
facilitaka la colonizacidn de las superficies plasticas. Estudios
sghre la composicidn guimica de este material demostiraron gue
estd constitufda de un dOX de carkbohidrates vy 27% de protelnas
aproximadamente (16 ¥, recientemente, s ha detectado gqgus la

galactosa v la manosa son los principales carkobhidratos presentes
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(17 3. Otyros estudios suwgieven gque eBspecies productoras de eshe

matevial mucoide llamado glicocalix {slimey, tienen mayor

virnlencia cudndo estd presente el cuerpo extrafc (F,10,11),

iin factor patogénico adicional en las 1nfecgiones por esta-—
filococos coagulasa negativos son los camilos 8v051ivOos QUE S8 mMa—
nifiestan en la superficie inerte de las valvulas o catéteres,
estas alteraciones han sido demostradas despuds de la adherencia
de dichos microorganismos in vitre.(¥,10 ). Egtos estudios expli-
can la gran dificultad de la erradicacidn de este tipo de infec--

cilones sin antes remover £l cuerpo extrafio.

Se ha reportads gue ciertas especies de estafilococos
roagulasa negativos, se aislan mds frecuentemente ode cuadiros cli-
nicps Bn 21 humanodd,;5,6), Lo gue se conoce actonalmente es que
los mecanismos patogénicos bdsicos de loe micreoorganismeos cConsi-—
derados como saprofiticos, sdlo se ponen de manifiesto culndo se
produce un rompimiento divecto de las barveras naturales de de—-
fensa, la presencia de un cuerpo extrafo vy prohablemente al
factor de colonizacidn producido ypor los estafilococos coagulasa

negativos.

For otro lado, el desconocimiento de si poseen mecanismos de
evasidn de la artividad fagocitaria y hactevicida de los leuco-

citos polimarfonucleares, plantean la problemdtica de gue dicha



id
resistencia bacteriana sea debida a la producciédn de substancias
que de alguna manera pudiervan afectar la fagoecitosis o kien la
muerte y digestidn intracelular y por lo tanto, contribuir a la

virulencia de este grupo bacteriano.



HIPOQTE®STIS

La alta frecuencia de infecciones por cuevrpo extrafio

producidas pov Staphylococcus epidermidis, es debido a gque aste
Microorganlsmo  es capaz de evadir los mecarnismos de la
fagjocitosis % diyestadn intracelular Fov leuconcitos

polimorfonueleares.
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OB JETI VDS

Demostrar si los estafilococos coagulasa negativos gue
mds frecuentemente causan pategenicidad para el humano
son capaces de resistir la fagocitosis de lemcocitos
polimorfonucleares obhtenidos de individucs sanos en

presencia de suero normal y suero inactivado.

Demostrar si1  los estafilococos coagulasa negativos son
capaces de resistir  la digestidn  intracelular de
lewcocitos polimorfonucleares obtenidos de individuas

Eanos.

Demostyarr si  hay diferewcia en los tiempos  de
yenel ag1tdn de  las diferentes especies de estafilococos
caagulasa negatives gue pudieran ntevrvenir en  la

virulencia.



MATERTIAL ¥ HETODBORS

1.~ ESPECIES BACTERIANAS LWTILIZADAS Y 85U MaARCADD RADIOACTIVA,

Se ntrlizavon dos especies de estafilotocos coagulasa
negativeos obtenidos del Amevican Type Cultuwie Collection

Staphylocaccus epidermidis (1Jd%99%0) v  Staphylocoocus capitis

(ATEL0Y . De unr cultivo de 18 horas en agar Cascoy de cada uno
de estos microovyganismos, se  tomaron varlias coloanmias v
fueron inoguladas en 4.2 ml de caldo Casoy al cudl se agregd
Q,2 ml de timidina triti1ada (5.0 Cismmol). Despuds de 13

horas de incukbacidn a 37°C¢C, las hacterias fueron cosechadas

y lavadas tres veces con solucidn  salima estéril cow un pH
de 7.2 - 7.4. Posteriormente la  suspevsidy hacteriana  se
ajustd & wna concentracaidvw de 1.0 9~ ALZ x 1of por

espectrofotometrta v confirmade por couteo en placa en el

medio de agayv Casoy en WUFC/ml (13).

11.- DBTENCION DE LFUCOCITOR POLIMOFRFONUCLEARES DE SANGRE

VENDESA FEFIFESILA DE INDIVIDLNS SANDS,

Se ocbtuvievron &0 ml de sangre venosa perifldrica durante dos

ncaslones de cinco sujetos sanos del sexo masculine en

diferentes tuhos estériles, SO ml de esta sanyvre se epartieron

17



e
0

ern allcuotas de 10 @ml en cinco tubos estériles de 16 X 150 mm
covi heparina (10 unidades de heparina gor ¢ada mililitro de
savgre) v los 10 ml restantes se colocavon en tuhgs de 17 ¥ 100

mm tara obtener suers fresco de cada urno d4s estcs sujelos sanos.

Los lpucocitos polymorfonuc leares 56 ohtuviei-on  por
sedimentac1dn en dextvan (Sidma No.D-d/51 Ml 22000 &l &% en

solucidn salina estédvit. A 3 ml de dextvran, se mezclaron con 10
ml de sangre venoca periférica heparinirada. Se incubaron ewn baho
maria a 37°C durante 4% minutos y se recolectd el plasma rico en
leuncocitos con una pipeta pasteur estdirl en tubos de centrifuga
de 15 ml estdiiles. Se centrifugaron a 1850 g (1200 3 pm) durante
15 minutos,se descartd el sohrenadante y el hotdédn leucocitarioc se
lavéd tres veces con el medio de coultivo comevcial FEPMI 1A40
(Sigm=s Na. F-d1303. La poblacidn celular se  ajustd a una

concentracidén de 1 X 10é cdlulas por ml (1),

1i1.~ FUENTES DE MPSONINAS ¥ OPSONIZACION DE BACTERIAS

Se ohtuvieran de S-10 ml de  sangre venosa pervifédiaca de
velnte donadores voluntarios sanos. bas muestias, se colocaron en
tuhos estériles, se dejarvon coagnlar y s& chktuvo el suero de cada
una. FPosteriormentse se wezclaron las sineiros v ose guarda o e
allcuotas de 2 ml en congelacidn a -70°%C hasta su uso como fuente

de ppsoninas.
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Para la opsonizacién bacteriana, se utilizd 8l método
prowuesto por Verkrugh y cols (15>, De cada 2 ml de suerg
congelado a -70°C, 1 ml se dejd en hiele vy 1 ml se inactivd a
Ze%C por 30O minutos. Para la opsonizacidn de  las bacterias, las
mnestras de suavo se  diluyeran al % en medio de cultivo para
cdlulas RPMI 1640,
Las bacterias ya ajustadas a una concentracidn de 1.0 — 7.2
w 10° UFC/ml, se mezclaron tanto cen suero normal como con el
inactivado diluidos al 5% con una relacién velumern & volumen en
matraces Erlenmeyer egstériles de 12% ml. Se colocaron evn hafio
marta a 37°C y en ayitacidn durante veinte minutas,
Posteriormente las bacterias ya opsonicadas fueron centrifugadas
err una nltracentrifruga refrigervacda (Beckman L37oM) a S000 g
(20000 rpmYy  durairte treinta minwntos. HSe descartd el sokrenadante
y las cédlulas bactevianas se vesuspendieron a su volumen oviginal
cov el medio RPMI 140, La suspensidn se mantuvo en hielo hasta

B4 LSO,

V.- DETERMINMACTION DE LA FAGRCITOISIS.

Para esta determinacidn se uti1lizd el médtodo descrito por

Vevrhbrugh y cols (1= 3.

l1.- Ev tuhos estdriles de vidrio se afiadievon =imultdieamente O.F

ml de la suspensifn 4de leucocitos v 0.2 ml de la
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suspensidn de bacterias (1.0-3.Z X 106}, previamente
incubadas con:  suero normal, sueve in~ctivado y sin zuero
{utilizado como control negativo). Cada serie de tubogs se
incukd en  hato marvia a 37%°C en agitacidn continua, y se
fueron okbteniendo las muestras a los siguientes tiempas:

02, 19, 30, &0 vy 120 minuwtos. Be colocaron inmediatamente en

hielo para su procesamiento,

Las muestras se centrifugavon a 160 g 200 vpm 3y, vy el hotdn
celular se lavd dos veces con solucidn amertiguadora salina
fosfatos eatdvil pH 7.2 — 7.4 pan-a vemovery las hacterias no
adheridas & los leucocitos. Las tres varliantes fueron

efectusdas por triplicado.

Al potdn celular leuwcocitarios se le afiadid 3 wml de 1lgnido
de centellen vy las cuentas por mivnto (Cpm) emitidas por las
hacterias dentroc de laos lewrocitos se detectaren &n un
contador de centellen marca FPackard. El porcentaje de la
fagocitosis se calcuwld con la siguiente

félrmula:

de

Fagocitosie—cpm del  kotén leicocitario en " X Y biempo ¥ 100

cym del hotdén al tiempo 0
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DETERMINACION DE LA MUERTE ¥ DIGESTION INTFACELULAR,

Se procedid a incuwbar los  polimorforucleares con  las hac-
terias y los sueros de la misma forma gue para la fagooi-
toslis v se lavé el botdn celnlar despues de centrifugarlo a
1a g ¢ 300 vpm 2. La miierte hagteriana se detevming por el

método de Verbrugh yv Ceols., (18 3.

Al hatén celular leucocitario ya lavado se le afiadid 1 ml de
agua destilada estktéril con 0,.01% de albfmina sérica hovina
{(Sigma No.A-7306y para lisar a los leuncocitos. Los
MIETCOTdAaN1ISMES resistentes & la muerte vy digestidn
1mmtracelular foervon liherados v  se  tomaron 0.1 w1l de la
suspensidn para diluirla en 0.3 ml  de  solucidn  szalina
estéril. Las diluciones fainales chtermivdas fueron 1310, 1:i0n,
121000 , 1:10000, 1@ 100000 y 181000000,

De cada wna de las diluwciones, se tomaron ZO pl  para
procedev a4 cultivar por el médtode de goteo seghn Miles vy
Misira {7 ). Ezta tdcuica consiste en 1nocniar sohve la
suparfaicie del  medio fyesco Jde agar Casoy, likre de
Fimedad, tiec gotas por sepado de coda dalicibn COon
pirpeta a1tomdtica en una mitad te la plsca de petri con
el medic {ascoy,., Los 20 wul del 1indéculo (volumen de cada

gota) sokre el medio en tales condiciones, gquedard cir-

cunscrLto 8w oan Avea circitlar de wnus 1o mm oy se aksor-—
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verd en 10-15 minotos. A continuacidn, las placss se in-

cuban en posicidn anvertida a Z7°C por 24-4% horas y des-
puds de este tiempo, 5B seleccilonan para el vecuvento las
d1lucionrs ey donde apa & ca un madximn de veinte colo-—
nias. thtenwer la medix del vecuento vy malitaylicar porv
cincuenta y por 1a inversa Jde la dilucidn correspondien-

te.

d.- FPara ohtener el wdmero total de UFC/ml se acepta gue, el
ndmeyo de coleorias obtenidas corvresponde al ndmero de
micyoorganismos capaces de resistir al  mecanisme de la

muerte vy digestidn intraceluolar.

VI.~ DETERFMINACION DEL TIEMPO DE GLNERACININ DE CUATRED

ESPECTIEFS DE ESTAMILGCOCOS CRAGUILASA NEGATIVGS.

Se ntilaigaron cuatro especies de estafilococes coagulasa

negativos obtenidos del ATCC: S. gpidervmidis (1479905,

S. capatis (278ddy, S, sapvuphytaicus (1TT0%: 0y 8., 50103

(290803, F1  tiempo de generacidn se efectud de acuerdo al

mdtodo propnesto por Grahtree aod Hained111.¢Z™),

Se ntilaiza wun cultive vecienmte Ae 1Y horas en caldo de cada
gsnecie hactari1ana, %] im0 nlason 0.2 ml de cada cullticso en

matraces de Erienmeyey con 100 ml de caldo Casoy, se inwunhan oo en

pafio marta a 79 efn oagrtacibn vy se tomaion allcuoctas &l tiempu
O, 1, T, 3, 4, S, &, 7y 5, 10, 12, nasta 24 y 45 haras.
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El rvecuento colonial se determind por la técnica de goteo de

Miles vy PMisia <22 3. Cada determiviagidn  ce rezlazd  por

tviwlicado.,

Fara calcular el tirempo  de geweracidn por cuenta viakhle se

utilizd la siguiente formula (23 O

g = t log 2
loy k — loy a

donde: t Tiempo (minutos) para o generaciones,

Mo. de hbacterias sn &l inilgcio de la ohservacidn.

hT
h

b= No. de bacterias despide de n generaciores.



FRESULTADUOS

Los resultados de las experimentos de la fagocitosis se
muestran en las grdficas como el promedio de los porcentajes de
las 3 variantes utilizadas: fagocitosis sinm suero, fagocitosis
con  suero wnormal y fagocitosis con suero  inactivado en los
tiempos wutilizados: de O-3F, 13, 3JI0, &0 vy 120 minutos. EI
porcentaje de la fagocitaosis fuéd ochtenida de 1la Fbrmula

siguiente:

% de Fagocitosis=cpm del hotdn leurocitarioc en"X"tiempo. X 100
cypm del bhotdn al tiempo ©O.

En las graficas 1, 2, 3, 4 v 5 se comparan los resultados de
la fagocitesis «con las tres variakles juntas: sin suero, suero
normal y suere ilnactivado, en cada tiempo experimentade vy entre
amhas especies pacterianas. All! se obsevva gue la fagocitosis
se¢ presenta desde el tiempo O—3 minutos para las tvres variahles,
con una tendencia a disminuir a medida que se incrementa el

tiempo.

En 1 eje de las abscisas, se encuentra el tiempo utilizado
pavra amhas especies hacterianas vy en presencia de las tres va-
riables y en el eje de las ordenadas el %4 de la fagocitosis {(to-
dos los experimentos se vealizaron por triplicado).

2d



En las grdficas 6,7 y 2, se compara la fagocitosis para las
dos especies bacterianas, con una variakle vy su comportamiente
entre todos los tiempo estudiades. Aqui los hallazgos importantes
fueron gue la fagocitesis en presencia de suero inactivado y de

suero normal fud mejor para B. gpidermidis gue para 8. capitis.

A contivuacidn se presentan los valores de p de las cainco
gradficas, en donde se coampara el efecto de 1la fagocitosis sin
suera { centrel » con la fasgocitosis &n presencia de suero
navrmal e inactivade y por otrec lado la fagocitosis en suero
nermal con la fagociteosis en suero inactivade para ambas especies
bacterianas ¢ existe diferencia estadisticamente significativa

cuando p <« 0.05 ),

FAGOCITOSIS

hacteria: S. epidermidis,

Sin suero-— Sin suero- Suero normal—
Tiempo Suero novrmal Suero inactivado Suere inactivado
G-% min. 036 D0 -104
15 min. 011 010 . 240
30 min. 017 L0017 363
&0 min. 011 010 . T99
120 min. . 07 -01d 2357




FAGQOCITOSIS
hacteria: 5. capitis.
Sin suevo- Sin suero— Suerg normal—
{ Tiempo Susvo normal Suero inactivado Suero inactivado
0-3 min. - QOE Q17 ]
15 min OO0 - Q03 Neltiel
20 min. Q2 005 015
&0 min, L0993 L0110 T
120 min. «15g 059 337

En las graficas 1 & la 5%, se okserva uma difererncia

significativa para S. epidermidis entre los experimentos sin

suera y suero normal y con el suevo inactivado, en todos los
tiempos. Mo se encontréd diferencia en la fagocitosis entre el
suero nermal y el suevo inactivado para 8. capitis sclamente se
observd desde O-3 hasta los 30 min en ausencia de suero (control)
v suero normal y de 0-3 hasta &0 min en la fagecitosis sin suero
{eontyold ¥ SUETO inactivado., No se encontrd difevencia
gignificativa entre la fagocitosis con el suero normal vy el
jnactivado para ambas especies bhacterianas, exceptuando el tiempo

30 min. para 8. capitis.
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Grafica 1- Comparacion del efecto del suwero nomal y el swero mactivado en Ia

fagocitosis de S. epidermids y § .capitis al tempo 0-3 minutos.
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Grafica No.2.- Comparacién del efecto del suero nommal y el suero inactivado en la

fagocitosis de §. epidemmidis y §. capitis al tiempo de 15 minutes.
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TIEMPO 30
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Grifica No.J.Comparacién del efecto del suero normal y el suero imactivado en la

fagocitosis de  §. epidermidis y §. capits a los 30 minutos.
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Grafica No. 4- Comparacion

def efecto del swero nommal y el suero mactivado en

la fagocitosis de §. epidermidis y 5. capitis en el tiempo de 60 minutos.
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Grdfica No. 5. Comparacion del efeto del suero nommal y el suwero mactivado en la
lagocitosis de §. epidermidis y S. capits a los 120 mimuos.
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En las grdficas &, 7y & se comparan los resultados entre
las dos bacterias en todos log tiempos estudiados (desde 0-3
hasta 120 min.> para analizar su compovtamiento con cada una de
las condiciones experimentales utilizadas sin suerec, suero normal

y suero inactivado.

En el eje de las abscisas, se encuentran 1los tiempos
utilizades en el estudior O-3, 15, 30, &0 y 120 minutos y en el
eje de las ordenadas el promedio de los porcentajes de 1la
fagocitosis (todos los experimentos se efectuaron Bor

triplicado).

Los valores de p en las grdficas &, 7 v & se presentan

a continuacidn:

SIN SUERD

TIEMPD

Bacteria [0-31%a 157 | 15— 200 | 30°- &0 £0%— 120°
S, epidermidis .03k 372 . 049 REE:
S. capitis 138 303 .26 162

SUERO  NORMAL

TIEMPO
Bacteria [O-3]'2 157 15— 30 I0 — &D? 50— 120
8. epidermidis 256 222 -« a5 075

S. capitis 253 023 . 054 004




SUERG INACTIVADO

TIEMPOQ
Bacteria (0-3]*a 157 | 1S'~ 30?7 J0G*'— &07? &0'— 120!
8. epidermidis . 058 01 - 009 002
S. capitis - 55d 571 009 . 006

En la grdfica Ne. & en donde se presentan los valores de p
para los resultados de los experimentos para ambas bacterias en
presencia de la fagocitosis sin suero ¢ control) no se observa

diferencia significativa.

En rcambio, en presencia de suero normal se chservd solo
diferencia significativa para §, capitis a partir del tiempo 15
mirr. Por otro lade, en presencia d4e suero inactivade se ohservéd

diferencia significativa para ambhas kacterias: §. epidermidis a

partir de 15 — 30 y §. gapitis a partir de 30 — &0°.
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Fagocitosis SIN SUERQ
CONTROL

18 ... 7 I

TIEMPO

Bl S eridernidis EZZAS. capitis

Grafica No. & . Fagocitoss de los polimoronucleares para S, epidermids y
S. capits en solucion salma. Se wtilizd como control de la fagocitoss s agentes

opsonizantes.
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Fagocitosis SUERO NORMAL
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15’

TIEMPO

B S, epideenidis EZZ S8, capitis

Grafica  No.-  Fagocitosis de  los  leuwcocitos  polmoronucleares  para

§. epidenmids y §. capitis  en presencia de Suero con opsoninas.
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Fagocitosis SUERQO INACTIVADO

TIEMPO

B S. epidernidis (22385, capitis

Grafica No. 8-  Fagocitoss de los  leucocitos  polimorfonucleares  para

§ epidermidic y S. capitis efectiada en presencia de suero mactivado.
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Los resultados de los experimentos de muerte vy digestidn in-
tracelular son expresados en unidades formadeoras de coloniag—-——
¢ UFC ¥ en papel semilogavitmico, graficande en el eje de las --
ahscisas el tiempo utilizado y en el eje de las ordenadas las --
unidades formadovas de colonias por mililitro. Se piresentan los
resultados de cada especie bacteviana y con las tres variantes
wtilizadas: digestidn idintracelular en ausencia de suero, en
presencia de suero novmal y en presencia de suero inactivadeo. -
Las uwnidades formadoras de colonias indican el ndmeroc de bacte-

rias gue resistievon a la muerte intracelular.

En las grdficas # vy 10 se presentan les resultados de 1la
digestidn intracelular con las tres variantes para cada hbacteria
gn los tiempos O0-3, 15, 30, 60 yv 120 minutos. Posteriormente en
las graficas 11, 12 yv 13 se comparan los resultados en farma
independiente de 1la digestidn intracelular en ausencia de suero
{ grdfica 11 », con suero wormal { garafica 12 } vy con sueéro
inactivado ¢ grdfica 13 > entre ambas especies bacterianas. --

{ Todes los expevimentos se realizaron por triplicado ).

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

digestidn en presencia de suero normal.

Comparando el comportamiento entre ambas especies con cada
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una de las variantes ( grdficas 11,12 yv 13 ) se ohserva gque fud
similar, mostrando 8. capitis una mayor resistencia 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 negativos, se presentan en
tas grdficas 14 y 15 realizadas en papel semilogariimico. En el
eje de las abscisas se encuentra el tiempo wutilizado: ¢, 1, 2,
3, 4, 5, &, 7, 8, 10, 12, ¥ 24 horas y en el eje de las ordena—
das las unidades formadovras de colonias por mililitro determi-
nande el tiempo de generacidn por el wmétodo de cuenta viable
calculado con ta siguiente formula ( 23 »: { Taedos los experi-

menitos se vealizaron per triglicado ).

g = t log 2

lcg b — log &

donde: t = Tiempo ( minutos ) para n generaciones.
a = Mo. de hacterias en el inicio de la observacidn.
b = No. de hactevias despues de nn generaciones.

Los tiempos de generacidn que se obktuvieron fuevron los

siguientes.
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TIEMPD DE GENERACION

BACTERIAS CLUENTA VIABLE |.
{ UrcC >
§, sciuri 1% min
S. saprophviicus 16 min
S. epidevmidig FO min
S. capitis 52 min .

Con cada especie de estafilococos se ohtuvd difererncia en su
divisidn celular, mostrando S. capitis mAs retardo en su multi-—
plicacidn, factor gque puede ser importamte en los experimentos

efectuados.

La impertancia de estas diferencias para la interpretacidn

de los resultados se presentan en la discusidn.
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DI SCUS 1 ORM

Duirante las #%ltimas dos décadas, se ha viste que los
estafilocaocas coagilasa megativas, CRusarn infecsiones
relacionadas al wso de catédteres, conocidas como infecciones por

cuerpo extrafo ¢ ¥, 10, 11, 12, 13, td, 15 ).

S8 estahlecid la hipdtesis de qgue la alta frecuencia

de infecciones povr muerpo extrafo producidas por 8. epidermidis

en comparacidn gon 5., capitis mencs frecuentemente aislado, eva

debhido & que  S. epildevmidis era capaz de vesistivr & la

faguzitosis v digestidn intracelular For las leucocitos

polimagi-faonuslesres.,

E=tos mecanismos de  vegistencia no especlificos a la
infeccidn no  hablian  side estudiados para este tipo de
mlCrooryanismos, Y& Ggue Astes, han gsi40 considerados Como no
patédgeros, en comparaciédn con  otrous cCconsiderados como e mds

patogenmicidad como S. aurgns ( 1E, 1% ).

Erv los expevimentos de la fagocitosis, como se pude okservar
en las ygrdficas, se presenta desde el tiempo de O-3 manutos para
las tres wvarlantes gque Fueron wbtilizadas: sin susro, utilizado
como euperimento tontrol, con suerg wormal y Ccon  suero inactiva-
do, con una tendencia & disminuar a medida Jue se 1NCrementa el

ds
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tiempo hasta las dos horas estudiadas. Los resultados difieren de
o reportado por Verherugh v cols (¢ 18 3 para mlcroorganismos comd
§. aureus. En odichos experimentos, el fewdmeno fagocltico se
presentd desde el tiempo de & minutos con una tendencia & Aaumer—

tar hasta los veinte minutos gque tnclioayd el estudio.

S5e gncontro diferencia significativa entve las dos especies

bacterianas. La fagocaitosis fud mejor para S. eprdermidis gue

para S, capitis en presencia de suero inactivade yue en presencia
de sueroc wnormal, evente contyario al reportado por Vevhoef v cols
21 3, en donds e2llepg efestuaron experimentos de la fagocitosis
caon suero novmal, suerpo inactivado y suero deficiente en el com-—
ponente del complemente CF a diferventes taempos: 1, 5, 15 v &D

minutos & Z7°C para la bacteria 5. aureus; encontrande gue la

mejor fagoucitosis se manifestd en presencia de suwero novrmal gue

con cualguiera de las otras dos variantes wtilizadas ypovr ellos.

Se ha demastrado gue l1a tagocitosis en presentia de suevo
novrmal es mejov gue con suere  inactivado, esto  debido a wque el
sugira  nhrmal  posee mds factores entracelulares gue el suevo
inactivado, como son la presencia de  inmunoglobulivas y cievios
factores del complemento ¢ opsoninas > las cuales facilitan el
foenémeno Fagocitico. El hecho de gue el suero 1nactivado fuerva
més efectivo para 1a fagocitosis pudiera evplicarse hajoe dos
contextos: 13 gque los anticuwerpos pov s! soelos fueron excelentes

opsoninas para zsha sspecie hacteriana y 2) dque favorecieva la

produccadn por 5. epidermidils de un factor gue 1ncremeantasa
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st adhes1dn o0 fagocitosis en los primeros minutos del estudio.

Por la tante, podemos deducir gue los resuliados obtewnidos
en este trabajo hajo las condiones edpevimentales llevadas a
cakbo, pudieran explicarse bajo el contexto de gque tal ve=m, el
fendmeno gue se estd presentado desde 0-3F minutos seo debido a un
mecanisme inicial de agherencia de las hacterias a la supervficie

de la membrana de los fagocitos debido a un factor extracelular

bacteriano.

Buie v Belaniy ¢ 1le 2, mencionan gque la adhevencia &5 un
prerreguislto inicial para la patogdresis de todas las
infecciones oCasionatas por kacterias y que gs necesan ia pan & que
ocurya la colonizAacidn con la postevior produccitn de farttoves
extracelulares gue contyribuyan a la virnlencia del germen, por lo
gque la mersistencia de las dinfeccionese ocasionadas por los
estafirlococos coagulase negativos pndiera  estar velacironada con
la capacidad de prodacir unad  stbhstancia (0 adhesina ¥ gue le

permitiera  al Migvoovrganlsmo  evadir o o /savios  de  los

mecanismos de resistencia natural & nivel de la fagooitosis.

S ka publicado gque &etos miCroorganismos producen nna
stubstancia extracelular de  glicocalix moco o slime ), 2sta
supbstancia estd formada por 40% de cayhbohidratos w 7% de
proteinss ( i&a 3, ecte material mncoso en estos MICYoOIJANIlISMGS

aumenta la adhesidn a superficies inertes como catdteves y



vdivulas v ademds le permite al mcocrveooirganismo cubrirse de una
matrix protectors gue podrla explicar alguanas dificultades
encontradas #n el tratamiento antimicroblane de  las infecriones
bacterianas por cuerpoe  extiafio y pesibklemente podvria ademds
prevenir la rvscuperaci1dn de las  bacteraas en las muestiras del

catdter durante los cultivos bacterieldgicaos e rutinzc( 9,16 ).

m

sta pared espesa de moco { slime ¥ na Fuéd rvegularmente
encantirada 5810 BT log catéteres colaonizados por los
estafilocncos coagulasa wvegatilives sino tamb1dn en catéterves

colonizades por otros microo ganismas Ccomoe  sent 5. aurens, P

asiuginosa,Acinetobacter calcoaceticus vy o0%4'0s MiCcro0igaril8mos

{ le .

Tambidn ge  pudiara explicar gue la fagocitosis phservanda en
presencia de suero inactivade, probabkblemente pudiera deherse a
gue gl calevtamignto necesarlio para inactivar el suvero wnoimal a
T Copor 30 minutos eliming algdnw o alygwos componentes piresentes
en el suers normal  gue favorezcan  la formacidn  de moco,ya ue
¢sie, segldn hMNoble v cols. (¢ 24 » esa capdz de anterferir su
ingestidn por laos Ffagoritos. Con esto, se podila especular uyne

gl suero wormal oy probablemente  algunas  protelnas  del svero

tnsctivado favorecieran  su produccidn despues de las dogs dovas,
¢ entre mads tiempo, mayor produccidn del glicocalir ¥y Jque al

principid permite la adhesidn a las c@lualss, pero conforme se va
producienda, eperce una funcidn antifagocitica. Esta seria una

razdn por la cudl hay tna apatente mej)or fagocitosis con
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Sepidermidiz, »l cudl s supone, TEsistivia  mAds & este mecanismo

Gue S, Capitii conesicderado combd vl menos wiitlento.

Poy atiyo lado, los resultados de la Argestids tntracelaular
fueron expresados  en unidades  Tormadoy as de colonias ¢ UFC/mi 3
parva las das  pacterias  estudiadas en  presencia de las tres

varisntes utilizadas. Las unidades foymadoras de colonlas 1adican

el nfmero de hacterias que son capaces de vesistiv & la digestidy

intracelnlar.

-

Cabe seffalar  gue ambas especies con las tres variesntes,
moztvaron una temdencia a aumentar las wiidavdes fovrmadoras de

colonias ¢ UFC/s@l ) despuds  de los 30 minutos. ELsto pndiera

deherse a gne los  leucocitos polimorforuvcleares tienen Una vida

}

media de & 7 horas en la circulacién tiempo fque Adismiiy e
cudndo dichas células se encuentran faera de nuesti o organismo

¢ 12,1% . Esto; amunadse al aincremento del metakbolismo celnlar
orasionads por €1 manejo  de  las célinlas "in vitio", pioliera

interveniyr en la dismivicidn de la capacidad deygradattiva del

gelimorfonuclear.

Pgi- otra pacte, los micraocrganismos 1wcluldos en el estuwrdio,
ti1enen =1 aptecedentes de antryirse v desarvyollavse con formaci1dn
de colonias en medins ausente, de natrientes v en presencia de
artefactos artificiales como sov los catéte o5 yvAo vdlvulas. Este

€s canfiimardo por los estudio- de Peter y Cols. ¢ 3 2. Eszto



O
Tkt kace PEnEAT gue dichos MICYy 3T yAanismes tienden &
multiplicaise, aumentande las unldades foimadoras de colonias,
razdn  por  la cudl c=se  decadid determinar suUs tiempos e
gereracidn, vya gue pudieran afectar la intevpretacrdn de los
regsultados de la TfTagoocitosis v digesti1dn intracelilar. Ademnds
cabe suponer gue los de menos  Liempo de  deneraclén pueden
multiplicarse mas répidamente vy  povy 1o tauto, colonizar més

pronte, como segvta el caso de . epidevmidis el cudl, presenta

meros  tiempo de generacidn vy por lo tanto, su frecuewcia de
arslamiento pudieva ser atvibuible & este comportamiento en

Comparacidn con 8. capitis, de mayor tiempo de gewnecracidmnm.

De atuwerds a los resultados de la digestidn intracelulan
presentados en las graficas 9~-13, se encontrd gue S, capitis

mosbrd mAds rvesistencia & su degiadacidn gue S, epaidermidis hajo

las condiciones en gue se traba)d.

sto, pudo ser dehido & lo siguiente:

lo. Gue §. epidermidis podrla teney una mayor capacidad
enzimética para Ia produccidn del glicoecelis ¢ slime 3 oy

estn la lleve & una més faAcarl adherencia a la célula vy una

2
ita

g2 facil captacitdn vy wna apauente Fadril digestidn
wntiracelular en los primeros minutos del estudio, va yue
al incrementarse &l tiempo, el fendmeno ce fud invairtiendo
Como se pueds obhseyvavr, los e-perimentos de la digestiduy

tntracelular con suero novmal y suwevo 1nactivado se ve
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favoirecidos sdlo en los primeros 30 y &0 mivinbos respectivamevnte
y al incrementarse el tiempo hasta las dos horas estudiadas, se
presentd una mayvor vesistencia a su muerte intrvacelulary e-to

pudiera sev delido a:

lo. Sue el ritmo de la digestidn intracelular es mencor gque el
1itmo de la divisidn del micvoovrganismo, demostrandese un
aumnento panlatine en las unidades formadoras de colonilas de

cada microarganismo estudiado.

2a. Enn 2]l caso de 5, epildermidis, & medida gie pase el tiempo
2 » I 'l

dste, podiris haber prvoducide mds glicocalix ¢ slime 3,
culbrraidncdose cada vez de una Capa mds goruesa de este
material, auwAantando sa grosor y haciédnileose asl mismo, mis
resistente a la degratacidn de las enzimas intraleuwcocita-—

riAG.

2  hace incapidé en la pos.hle interveuci1dn del papel Adel
glicocalix en gz3te trabajo fundamentado por los diver=os reportes
recientemente pulxlicados, a <cerca de su efecto sobre los
lencocitos polimorfonucleares v mononucleares.ya Jue onede
rresentar efectaes adversps de los mecaniemos de resistenc.a del
huesped, Como san la HUImlotaxls, ingestidn  y  respuestac
nxidativas de los fagocites { 24 3, ast como wira risminucidn de
1a respuesta linfoproliferativa de las células mononucleares a

antigenos bacterianos.(2%). Los resnltados snyieren gque este
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material s  puede 1vr  produciends con el tigmpo vy gue Finalmente
después de las dos horas pudiera ohserval se wir efecto
antifagocitiocn v antidegradative v pory lo tanto desavrollar un

efecte inmunoinhibitorio sistémico v probablemente a nivel local.

De zeuevdo & los resultados oktenideos de diches eventos en

este estudic, no se enconterd gque S, epidermidis resistiera a la

fagyocitosis ¥ digestidn intracelular por leucooitos
polimorfonucleares en el lapso de tiempo estudiado, wor lo gue no
se puede explicar satisfactoriamente la alta frecuwencia de las

infecclones ocasionadas por B, gpadermidlis bajJo este contenbo,

por lo tanto nuaestra hipdtesis vo se comprobd,

Come se  wodo observar, los resultados  fueron contravios a lo
esperado, por lo gue surgen muchas interrogantes, come gs ver si
ex1ste algdn gcomponente © componentes e el suero 1wactivado
YErsus  suero normal gque realmente peten favoreciends la
producoion del glicacalix ( slime ) o s1 realmente dste afecte la
fagoritosis W digestidn intvacelular por lencocitos
palimorfonusleares evaluando  ahora su  efecto despuds de las dos
horas sstudiadas incluso haszta las dE-%&  hovas, o ien, si la
diferencia en los yvesgultados obtenidos entre las dos especies

hacterianas este velacionada con la prodancecion del glicocalix.



COoONCLIEHS I ONES®S

Con  los resultados obtenidos en  @ste trahajo se puede

coneluir gue:

io. La faguocitosis de ambas bacterias se preszenta desde el
tiempo O3 minutos ocon una tendegncia a disminuiyv a medi-—

da que se increments el tiempo.

Zo. La fagocitosis en presencis de suero noirmal y sueron

tnactivade fud mejor para 5. epaidermidis gue para

§

If’
:

is.

Al

Jo. Las ewgpevimentos con suerce normal e inactivadeo, favoie-
cen la digestidén intracelulay s8leo en los povameros 30y
0 minutes  respecitivamente y al nci émeunbtay se el tiempo,

se prezentd mayor rtesistevncia a la muevie intracelular.

Se propone gue:

El =suevro favorece la producciédn del glicocalix (slimed,
y é&zte, contribuye & la resistencia antifagocltica y & ls
degradacidn intracelular por los lencocitos polimovfonu~cleares,
rosibkblemente al presentarse el tiempo de genera~-18.  de cada nua
de las especies de sstafilococos coagildasa nega—- tivos.,

pal =3



P e

Zn.

di .

Gi la propuesta es cierta, hahria gque estndiar:

%1 8l suero normal y/o el suers inactivado realmente

estdn favoreciendo la produccaién del glicocalix (slime)™

Es 2l glivocalix ¢ slime 3 proeducido por los
estaftilococos coagulasa negativos el gque efectivamente

ectd afectando la fagocitosis y digestidn intracelular™

La diferencia obssrvada en la fagocitosis v digestadn
intracelular entre las dos kacterias, estd elacionada

con la cantidad del glicovalix {slimed prvoducido?

Existird acasc otro factor de patogenicaidad gue no lo
hemos visualizrado vy gue tal wvez es 2] gue lleva &

5. epidermidis a causarr la mayov frecuencia de las

infecciones por cuerpo extrafo™

57



tns estafilococos coagulasa negativos, son microorganismos
de haja virulerncia. No swuelen ccasionar infecciones en el hombre
& menos que g<ista una altevacidn  de las karrervas naturales de
defensa, como es el ouso de cabtdteres. Actualmente se ha
reportado una alta frecwencia de  infecciones yproducidas por

Staphyvlococous epidermidls ern  comparaclibn con ptras especies

menos frecuentemente aisladas como Btaphylocogcous capatis, lo gue

nos lisvd a estudiar 51 B. egpidermidls es capaz de vesistir a la

fagotitosis vy  digest:idn  intracelular por lencocitos polimorfo-

naclearas.,

La fagocitozis de amhas hacterl1as se  piesentd desde el

-~

iempa -3 min. hasta los 50 min., con uwna tendencia a disminudir a

i

medida gque se 1nCrements el tiempo. La fagocitosis en presencia

dg sueyrg mormal = ipactivado fud mejor para S. gpidermigdils gue

para 8. capitis. Loz experimentos con suegro normal e inmagtiwvadg
favorecieron la diggstidn intracelular sdlo en los primeigs WD vy
40 minutos vespectivamente vy al incrementarse el tiempo se pre-

sentd resistevicia & 1a muerte intracelnlay .

De acuerdo a los resultados obtenidos, se encoutrd gue tanto

L)

S. epidermidis como 5. capitis, mostraron uwnma tendencia & resis-—

tir a la fagocitosis v a la digestidn intracelular por leucocitos

e



5
polimerfornuclieares adn en presencia  de suero normal, enistiendo
sdlo diferencia en el tiempo gue la presentaron. Esta capacidad
antifagocitica v antidegradativa podrla ser debaida a la produc-—

c16n de uma substancia tipo adhesina conctlda como glicoecalin

¢ Slime } producida por estas bacterias gue estd afectando los
resultados ¥  gue la difevencia de compertamiento entre las dos

hactertas sea dehida, a gue su produccibn estd velacionada con el

tiempo de  geweracidn de cada especie.
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