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lllTRODUCCIO!I. 

Las investigaciones epidemiológicas sobre la frecuencia y distribución 

de la enfermedad amiblana realizadas en México, al igual que en otras -

partes del mundo, son de naturaleza básicamente descriptiva y s6lo per­

miten establecer algunos factores de riesgo de tipo ambiental, pero no 

han analizado con precisi6n los relacionados con el agente pat6geno y 

con el huésped. 

La frecuencia con que se han encontrado quistes de Entamoeba histolytlca 

en heces var!a entre o.o y 55.S ~. Esta variación esta influido por di­

veraos factores, pero fundamentalmente est& relacionada con.deficiencias 

y diferencia• en las técnicas parasitoscópicas empleadas y a la falta 

de estudios de muestras representativas de la poblaci6n. 

La identificaci6n de la ferio• vegetativa o qu!stica de ~ histolytica 1 

ea fundamental en el diagn6atico definitivo de la amibiaais intestinal, 

eapleando para ello diversa• t¡cnicas coproparsitoac6picas. Sin embargo 

al uao de ftllaa requiere de ti .. pos prolongadoa y en la mayoría de los 

caaoa de por lo meno• trea aueatraa para poder emitir un diagn6stico -

etiol69ico, en caao de ser positivo o descartarlo como negativo, as! -

ce110 de paraon.i altaaente eapecializado para au i11plementaci6n y dif~ 

ranciaci6n aorfol~ico de otro tipo de par~aitos intestinales, en los 

a6todoa que aa1 lo requieren. 

Se han efectuada auchos en•ayoa con el fin de detectar ant!geno soluble 

de Entuoeba hi1tolytica en •ateria fecal, los cuales han mostrado ele::, 

to grado de lnHpecificidad y por lo condguiente los resultados son -

poco confiable•. 
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En ~";t1_, t:: ;t_.,,~ , lo ln· .. ··-~tig..ici·:r·. ~...:- artfgcno soluble presente en he:ces, 

~w hi.zu p .... r r:cdii:1 ,J,_ lfl !.""':·accié1'. dE.: cua:;lt:tin<'ci/:n, qUe consiste en fo­

r:r.::ii:- d ·..:•i::i btlctr. rin l:~t;.;¡Jhylococr;us ~), que actúa com.:> soporte con 

nt•Jlécul¡¡,~ di.? gu.rT.1"16 globulinu cspccí.fic' anti-f.=.. histolytica, dando como 

rc~ultddn urHl r·~acción mLJcroscópic.:i de aglutinaci6n, en case de ser posi 

tivc.1. 

t.st•. rcacc! -m pw=_-ic aportar una nucv.:i ült~rnativa al diagnó~ticc• du la 

a:r.ibiüslr. lnte:;tinol por su rap~dP.z y especificidad de la 1nismtt. 



OBJETIVOS. 

- Mont•r la técnic• de coaglutinación para el diagnóstico de amibi~sis 

intestin•l• 

- Valorar y comparar el método •e coaglutinación, con respecto a otras 

técnicas coprop1rasitoscépicas, as! como su posible implementaci6n -

en laboratorios de rutina, como una prueba confirmatlv• para el dia!l 

nóstico de amibiasis. 



A. /\M: ill/\Sl;. ASP~:::TOS GENERALES 

A. t. Anteceder. t".!s. 

Ln prir~eru .ccfer.~ncia dir~cta sr,bre las amibas cr.mo probable agent<? ca,!! 

san te de un pt\deciinier.Lo humane f"I'.:: hf!cha por Lambl en 1860 (4), quien 

ohservó er. ~00 p1:vtozourios en las heces de niños con disentería. Sin-­

err.b.'1.rgo., el mérito bu sólo del dcncubrimit::nto de l<: uniba., sino tam­

=1ér. rh.: h.:ibú::- f. free ido tlTlil prU!.!ba t::Xpcri:tiP.lltal d(: .::;U papr.-1 patógeno~ t 

pcr:-tenecc il C't·i0t.'rich Lo~ch {/i 1 G,:,3), quier. cr. 1875 cr Le .. ir.grado, ll\u­

!ii.:l J, (c-f!C•--:nt.r.:. Lrofi:it~·;Í.tos del· pdnÍ::;itc (:!1 le materia fecal en un enfeE_ 

110 ciC! dict~n--er1u; estr-· matcrL1l se in0culÓ t=:!!l perros po:- v:f.a rectal pr_2. 

~uci~nrlole~ tll~~~.~~rí~ y c~lltis. I.osh ~~scrlb15 ~l ~rge~iswn con dcta-

lle y lv dcr;t.::inÓ Ent.1r.,n(::..ic .s::.ll• Lor. trubujt..!:i de Kcch {1883), i".artulls 

(1886) 1 Hlava (1887' 1 Osler {18~01,y Le fl~·ur y Cru11ctl~~n (1891) eia-

rtm l.J.S prueba:; c.:cncluycntc~ de> que el rr-L~f:."':?OdCiC e::; el üJC:ltC etlol,2 

L~ 1·'leur y Cn11r.cih·,ar1 dieron el n:-1:r.bre d~ .E'nta.,..rv;.>ha dyzcnterlac a 14 

ar.ilha cricC1nlr.l-:!a er:. el material bi.ctógico de'! laz ¡:<.rsc·n11s ir.fcctndas. 

En 18')3 1 Quincke Y. R:':'ns con!ir-"arc1r'\ lo e:d .. st:,mcl.; di:: r'As .-i(' ur • .:i enpe­

ci~ d~ íl~i~·\S rar~slt~s en ~1 int~~tln~ hu,a::o y :t~~.cubr\~r~n el cl­

clq hi '.}10g1 ci: ~-: l::t a~u~a di~r.o:.tért:-a c<.,n lit trar.r~.~.rr1nr:l.:..n <l<' s11s 

tr.ofc:z,'1{'-ne a 1pli.~h:.·~, :Jl<" ... dl' ~:t,1 la ~,.rm;:-. ir~r.ctantc- (11,5~), !;ca~­

c.i·rn e:; 1003, • d t<ill·~ .- ~tructur.,lr.ter.~" las d .... n ~St-Pc~~:"' di'." <i:nibas ~n­

C"')•1t.ra~u~ f1i~ hu:ritir ..... ~..; n ~'" ¡~;,t·ógena le 11m!lÓ E:nt~P•"Lhil hl!.t~tytlc'l -

ttl·::H: 11 c•1."lf1:;.!dr1J •.!e cr;:'r.truir t('ji·b:.-.} y !.!"!tut.·•·{1h,, .E:.:.!l a 1a c>:;r?-

,¡ 



t:if:' <rJ:! n .... tir•1r> p:id~r p,;.;it.f:g~~no en hU:'."'.:inos. C•Jttl4E"r en 1918 y boecK y 

DrC"bhl~v en 192~1 \5), loqr,.,ror cultivar _ill ~a.§...!. histolytica en -

cult;'\..vo rnixlo. Jac·"71bs en 1947, Shilffer y col., en 1940 y Rnbinsor. en -

1968 (fi) c•1ltl·rnro~i el parilsito ·-n condiciones monoxénicas. Dlamcnd -­

(6,8,11), logró fin'1lmente cstableC"er U!!a metorlolog!a par<'! el cultivo 

dX~nicn d~ ~nte11~~~bd hint0~ytira, c·~n 1:1 c11al n~ ir:ic,6 u~d nueva eta­

ra e~ lti~ ~ntn¿i:s ~·1r~:ll9lc·,s, fis~o16gic-s, in~u~nl6]icns y hioqu!-. 

en la .:ict 1.'.c:illdar:l, s. hi5trilvticr~ Sl' h.i claslficc1do t.,--,1andc. E>n cu~rd:a -

51\ hi~.toria :¡,Jt,ti:<t~ J .su:; cJr..:.ctc.:.::t~ticH;;_bl~)1·-.gicas (6,tti, cr.tre J,1r; 

cr 1 )1n.-ib.>i.rlnl~~ 1 1~Úrne:-n d · i Úcl 0(; 1 habltuL, diutr:ibución de la cro1:w.'..:.i­

:ia r.uc le.: r, ! ur::.1;...,~ de r1:..¡1n.1ducci0r., tip!J de mctnbol i Z'.".'\O, C•.lr J. e ter Í$ t l-

cus r:utricirin.1h!!i y de Ct'eCi::'iento .!!!. ~' fcrnwciO~ ric pseudr".,.:ic:':!or., 

tcmpi::ratur 1 rk~ c:-ccirni<:r.Lr;, ucti\'ld;1(l ;.1.:tt:.<JL!"'..J J' virulPncLJ 1 y reucr.:1.2, 

a1í•;s 5'' h.:-. rr:curr 1 <.:' ,_ ·itr.:i~; C'fl· -,ctcrl~tic¿s r;~,:J:; cs¡r~clfii:._.~:.. de 11·s ami 

hüZ 1 C 1
-:-,·· r·:•i: rr .. 1.:ici~n -!1: ."Ír:'.d.:; .• ucl·.·!c.·s, c1~r.t•:o.:td- di';' pr-:te{~.nr., ~.!.:.. 

e r.nci· .. ~11r:10:.::l.L..1i-:.::, :• -. .-,.; c:.,:1 c~r•c~1:.~~.,I:~· ...,} ~·-·r·l·~ni<! ts~H·:-.,~.!"f'~J:i-.:· 

:ii .. ':·.c~· e:~;l:.~ ·!;•.i~1- c; .. L.r:t(":-{.t.!.c,>:. ~J 1:\h' ·:~·:.:, ~ ..:ilf!'!'...'.;CL1r ~'' 

¡ ~~~ 1 1 l~ti'1t :.r: ~;é:i,_•!":.s y e. p'2'::-i-:·.r: ·~..:: .-i-_1 L .• <> {ú!. 



l\elno ------------------------- h·ii:r:.-t ·ir~ 

?hylu;r, ------------------------ ~· r -, L · ~:'lü 

SuP¡:hy1 ui.:i --------------------- Silrcr: ~,, ~: i.g' •ph· 1r:i ... 
S11;ierr.lc1~e -------------------- ::~1tc~1~ln; 

Clt.1.$C ----------------------~--- ;·.111 z·,¡ .... _;...!·. 

Sul.Jr:l.:tsc ---------------------- L.r br;i.;i :i 

Crdr:::i -------------------,..----- A moer lda 

F'<lr'li lia ----------------------- t::nrL . .1r.1t.1t!:.·.!.rli:.•~ 

G~neró ------------------------ Er.tan-.oc.·t-·: 

Enpecl" ----------------------- hio tcl yt le,, 

han ca-:ucterlz.arlo. Pe r otro lado 10:1 r'studtr..;; hechc-:; pr;;r :nicrosc~pl·-:! -

elcctrrm1c;1 <ln E. hlsl··lytica r11velé:n la c.1ri:ncL:i d0 ;rttocc:'"lclria!;, --

existencia dl) rihon•1clccpr·Jte!nas en furmü de h~lice en el citoplasma, 

no con estructl!ra~ que- <Jcti'íun cor:i."J micrcvrl losidadt>!; (4~). 

Las amlba:J son aglutinadas pcr .:oncüValin.:i A ~al que r;e In c~ns.!.dl.'.!ra:!o 

como un milrcador del gra(1ó de pntoc1cr.ic!<lud C.:e :~.uchJr. cep.Js). r.:1 gri'l1r: 

la g:-.J:i fluidc~ de la rr.err.U;.:o;ia 1 y '.Jl.<.t r-1~ ida r,...í'c1r.Jcl )r, de :-~ce;;t::n·s 

de superficie, los cu~lcs pucde:-i influir en la udhcr~.1ci.l u."':.ibic1na. -

DE! aislemit:nto:; rcl.::.tiv .. 1nenta puros du E. hlct'olyticJ r.c ha:1 ldc.-rit~f!. 

G 



Sargcaunt y col. (<lO) 1 han c;ar.1cterizado nurr.erosas muºestras cl!.nicas -

pc-r ~irr1.:d~:mc.~, 1uc se P.~:cucntrrln cor.stituldos por enzil""'as del parásitc. 

scparddas ror 0lectrc.f0rc.si~ en gel y s~n: glucosa fosfato,isomerasa, 

f ::sf cg h!cc:-r.u ta.sa 1 L-:nala ln: Nl\.DP 5xidr.:i red u e tasa y hcxocin.-:i.sa 1 las CU,2. 

tes se han utl liza.do !Jilt'i' cl~sificac a los cep.:i.s '.'irulentas de Entamot!ba 

hi!".tolytic,-i. 

A<lh~rcr:cia: Se s~l,e q~u ~xl~ter. do& Jdhesin~z invalucra<las er. la rldhc-

es inhibida por pc.lÍr.v~t·os de t·i-,1cc.-lil gl•..1cns.1:nir1a (1\0). l:sta5 do:... i\dhe-

srn: bacterias, arltrocit?s y cultive~ de c6lulas de mcm!r.~r~s (2,~ü). 

L. c(lulur. hli!r:Co e!; -:eccr.u i-:; que les microvf.~llo~idi.ldC!; se cnc11entren 

:.n c.1r1L:.d·1~ :\:- :-:.- t.--.!::.'.l:: !!J¡1'.._.·.·.ftcL-1le;; de =:r.L1:1'l··,eb-, hist-.ly':ic,,. ea :;~uy 

f'P.T;.:-r.:... <2.s /. <!1! ~.J .... .,:;~, cc-l\l1.~r), !:::;t."1 f",e ~.ü e: 1'1!;ide1-.1<l":.l de 10-13 -



~edlünt~ las t~cni~~s de r3dicy01~·:l(r: 

do y puri~ica~0 ~~~cial~~nt~ <lntfg. ~,·~ 

hecc~ del huésped (5 1 13,22,37). 

Se ha dt::mo~trddo que l<l:; .:.:edCi.."ior:r.o::: iri .• 1ur. .... 1.:·Jicus er .... n.iblnsi.:.:o, :.e uju~ 

tan ü los prlncl.pios gen<;!t:ale!; de lu Inmun=log{a. E::; decir sou ccdc....:l,·-

neG 3cmcj.J.nt.es á las que .... curren ch cual•¡ult:.t ..;.t.ra l:i.:.-ección y pcit- CG.;l 

cigulcntc, participan en ella tunto lus :cnómcrw!l d<-· in:r.uni<lud cclulur. 

ca. 

Lajar canjunlaJier.li.: cor; ló rc::.puestd irnml1;.: c•_l1llur t.•11 .infcccior~c:; se-

Inv~st.iC)LlCior.eü .rccient~s indiciJI• qui-! ld re~pucst: .:.nn.ur,•l. ct:lular cv~··-

pctente, tanto afet·entc como eferente, se <lc:silrrnllil ceint!·d L.i ~ir.lt:.i~-

8 



::is iav" .. L!.v.J., :l ¡1tJr est..u<lic~ rce:tliz.ados in .::::.i!f.2 e l!l .Y!.Y.2. se pienca -

qUt- octúa Je L1 !.d'J-lÍCn te mane1 a: 

, n ,,:I> ,.,,,, ... 
Sensibilizdciór~ Y, ou Lrntocltos T 

Lli:hc:it.o r oupry"- ""'9 
SQL-citutóxico (l J ~ 

Llnfuci te 

rndor ( T ) .. 

activ.:..dos 

Lin:oclto 'L 

ci Lutóxico 

\ 

L.u p.rut~fng (.inmun.Sgcno) ai:¡i!Jiant.J. püt::C.l! !i•'::l ;:-n.st'.t~tddñ de d.;n fori ú~, 

Y' .· .. cl~~L·<.:::; (.t;. l...; :r;::"'.:~i"rlll;.·acl.J. Ue lu!.i linfocitos da C,2. 

~ .. rcsul te.de; ur1u rcspucc.ta ;irolifcra ti va ( 5), que e:i~ c::insidcreiblcrnentc 

9 



y µrvlifE.: Jt.:i.'n c..•5t.111 c!SO<..:ia<l.:is C<Jfl lu pr ·¡oJ11cci:'.:: ~·- lluf0cir.t1a 1 .. .:~¡~t.: ... 

CJ.a~ .. 1:..;nt1.; l::tl.!rf<..:.rl:il \:a·,¡-)") t6) 1 t:l Cl!Ul .J.C~!.·:a d lu!.,; macr:/};,;igo:.. C!, -

contra del inmun~lJi~no {7). 

Lci dCtivldud '.:!~·-cl....i.:;:, celllli.1r contru f.:. hlr.tdytica !H: ihl do:?n.?::;tradv ta!.!. 

lo por r:.dcrÓiYJ~S uctiv.:.do: co:no p'.Jr lif,f :ciLus l' citLt.·.ÍxicG::'. l/·,9H42). 

La arnibiasls ~·.: clasif:'..ca 1,;:r. i:1lt sLintJ! y ex.· .. cuinte!.;tlr:ul • .i:.l Jid':JflÓ:;l,i 

co put;!de h.icer~t= p .... r 111étodcc jCl"..:1l{~glcüs un cas-: de pad~c.!.mi+.mt'os •..!Xtrs. 

int.:.eotlna.l o poL e::..Ludios copropu.rasit.oscópicos en caso.G de a.mibia!ils 

intestinal, 

Paru la •. rnliht.1sis cxtr.d1.r1t~stlníil, los :""·.";todr1z se1·01:.ylco!.i uLilizddtlS 

en el labo1·atorl" cumu ayuda en el dlagn:1:;.tico d(. ésta, ::;e iniciaron en 

1914, cu.J.n~ln Izar demostró ant.icue ~·pos eopec1f leos. en inf eccioflí•s por -

,h hlstolylica. U11 gru.1 númen de técnlc.:i~ !;;í.! lun dcs.:irrollado dcsdl! t!l 

tvr1C~:.:> par..i obtener una prueba St!:~slbl<.:- y confi..ilJle ( J3J. 

t.;,"1.t1·e las técnicas de mayor uplicación se encuentran la conlrainmunoe­

lcctrofo~aai~ (CIEF){tS,29 1 48); doble difusi6n en gel d~ aaar (18,29, 

44); aglutinación indirecta con látex ( 13, 3G) ¡ 1 l~ación de co:nplP1M:~ntu 

( 18, 2B) ¡ im1uu-.>fluorcscencla indirecta ( 21); hemaglutinaclóu ¡.ia~lv.-:i -

{18,28,38 144). En este. lltl;n..i se hun utilizao·J c!cG tl::cr.lc·Js p.Jt"U sensJ:.. 

bili~ur glóbulos rojos de carnero co;o: 1) ácido t~r.lc-:.i 'I 2} 9lut~u..:'tl...1_:: 

hÍdc; y ur •. l tercera tP.cnlca que utiliZd eri!:rr_,clt:,:, hwrianc:~ tipo 11 C. 11 
-

Sensibilizados con cloruro crómico (CrCl 
3

) ( 38, 48) • 

10 



Actualmente se ha implementado en muchoü laboratorios la técnica inmun~ 

enzim&tica (ELISAl, (Voller y col., 1976, Thomas 1978 1 Yans y col., 

1979, Knoblock y col., y Speiser 1981), (13,19,20,29 1 411. Esta por su -

alta sensibilidad y especificidad (92-98 %), es de las más confiables 

en el hallazgo de anticuerpos circulantes específicos contra En~amoe~a 

hiatolytlca. 

No obstante, aún una de las técnicas mas sensible tiene sus inconvenle,!l 

tes. Una de las limitaciones más importante de las técnicas serolÓgicas 

es que de~ectan anticuerpos circulantes y no todos los pacientes con 1.!!,. 

dJecciones amibianas despiertan una adecuada respuesta de inmunidad hum_2 

ral, ésta es sblo del 50-00 ~ en pacientes con disentería amibiana sev.!!, 

ra, el 05-90 ~ en casos de absceso hepático y sólo unos cuantos pacien­

tes con diarrea amibiana presentan anticuerpos circulantes ( 50). 

La colonización del intestino con cepas patbgenas, despierta una respue~ 

ta de anticuerpos, pero la colonización con cepas no patógenas, raramen-

te induce una respuesta inmune. 

Aunado a lo anterior, sólo algunas técnicas son aplicables a estudios -

serolbgicoa y a pruebas rutinarias del laboratotio, siendo en su mayo­

ria las memos especif1caa 1 debido a que las otras tienen un alto costo 

y dependen del •anejo de qquipo especializado (SO). 

En la mayorla de los casos, para el diagnóstico de la amibiasis intest.!, 

nal se realizan estudios coproparasitóscopicos, ~stos están basados en 

el hallazgo de·la forma vegetativa o qulstico de E. histo~ytica (9,11, 

14,50). Hoy en d!a ea el método más empleado para el diagnóstico de 1,!l 

fecciones amibianas intestinales, teniendo cierto grado de dificultad 

11 



para interpretarlo. 

El examen directo, ya sea de preparaciones frescas, fijadas y teñidas, 

generalmente detectan las infecciones graves, aún así es necesario re­

petir los ex~menes en varias ocasiones, ya que los parásitos pueden pr.!, 

sentarse intermitentemente. Las infeccione& leves de los eliminadores 

de quistes, se pueden detectar mediante técnicas de concentración, como 

la de flotación con sulfato de zinc, y otras (40,50). 

Las diferentes metodologías empleadas en estudios coproparasitoscópi-­

cos para localizar la presencia de protozoarios se resumen en la si"­

guiente lista: 

tl Monta.je húmedo directo salino/yodo. 

2)1Tlnción de hematoxilina-férrica. 

3) TinciÓn de tricromo. 

4) Tinc1Ón con azul de metileno. 

5) Con solución de Sargeaunt. 

6) Tinción clarasol negro E. 

7) Formalina-Yodo-Merthiolathe (MIF). 

Bl Fijación por Schaudinn. 

9) Fijación con alcohoi polivlnÍlico (PAV) • 

10) Formalina 14-10 :l.). 

11) f:lotación por sulfato de zinc. 

12) Flotación .salina. 

13) Sedimentación éter-formol. 

14) Sedimentación formol-etil acetato. 

15) Cultivo. 
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17) I:1munc;:'luorescc.;;cla 

19) Ct.ra:l 

VaJ.:ia~ de c:;t.J.t.. técnica!: em¡;lEadas .Jara exámenes coproparasit,.,scÓpicos 

tlen.en 11 !i :;iguic-nlcs inc-:-nvcnicntc.::;: n:.-:¡uiert-JI d': !.lcrr'P''S prolongados, 

ted~o!Jos, 0n 13 T • .:.y"JrÍa d..: lo:; c.1:,:0:; se m-:cesitan pnr lo :-ienns tn s -­

r·u1..~stras ptli.-a pcd·.>" •::nitir ur. rllñ:Jrll~,~tjc;; ~"!tilÓgico, .;sí cor·io lnmbif;n 

conla:· c~m P·~r.:.;, riill ~x:H:1-i1r,er.Lad·1 p•·r:> ;,u ir .. plcr.c:-1tr"J.clf-n y diferer.cia-

.:r. hr1 vi:;t.~ qu<:: ... Cl dclP.c;:;i~,r; de ant.LJ.:r.•:. r,nlul·l en h-:.•ccs, pa•«1 diag-

pn::F"O ur1.i tJr'1í. :;r.nr.1Lillrbd y esp0clfici(1ad, por ln que hacP u. cst~ t6.s, 

nicil ld n .. ís c·-·r.f i 1hl~, con rcsp• ·eta a ~t!'".1r; t~cnic.1.r. r.cp:-·~:;w.1·J.zi ton~0-
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B. REACCION DE COAGLUTINACION COMO NUEVA OPCION. 

8.1. Reacción de coaglutinación. 

En una reacción de coaglutinación intervienen tres reactivos principa­

les1 - Prote!na A de S\'a~hylococcus ~ 

- Gamma globulina especifica contra un determinado antígeno 

- Antígeno que se desea detectar. 

La reacción entre pr.:ite!na A y la gamma globulina no es en realidad una 

reacción antlgeno-anticuerpo; se considera más bien a este efecto como 

una reacción pseudoinmune, ya que el sitio activo de la fracción Fab de 

la gamma globulina queda libre y sin sufrir modificación alguna (11,45). 

Al realizarse la reacción pseudoinmune, la gamma globulina queda unida 

por el fragmento Fe y expuesta la fracción Fab de la molécula de gamma 

globulina. 

En esta reacción pseudoinmune, interviene la bacteria<!:..~!!!!), la 

cual es tomada como soporte sólido para la molécula de gamma globuli­

na soluble. Por lo tanto intervienen en esta reacción un soporte sóli­

do y moléculas de gamma globulina y se denomina a la unión como anti­

cuerpos en fose sólida. 

&l anUcuerpo que •e une a la proteína A debe ser específica c'antra a,! 

gun antígeno determinado, con lo cual el anticuerpo adquiere más flan~ 

za, se adhiere máa fuertemente al antígeno y en muchos casos la fase -

•Ólida puede intervenir en la detección de alguna reacción Ag-Ac for­

•ando un complejo detectable por aglutinación macroscópica. A esta re~c 

c16o ACJ-Ac, con el Ac adherido a una fase sólida· se le conoce como rea~ 

c16n de coagluUnaci6n (10,17,18,45). 
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B.2. Proteina A. Antecedentes. 

En 1940 durante el desarrollo de pruebas serolÓgicas para la tipifica­

ción de cepas patbgenas de Staphylococcus, Verwey (45) describib la pr~ 

sencia de una prote!na.,. a~ tamente an tigénica sobre la pared celular de -

Staehylococcus como el mayor componente concentrado en una de sus cua­

tro fracciones. "'" tarde Lofkvist y Sjoquist (45) purificaron esta -

proteína de s. aureus, confirmando su naturaleza protéica y descubri~ 

ron en suero humaflo normal la presencia de anticuerpos aparentemente -

naturales en contra de ella. Grov col. (45) en una purificación más r.!, 

gurosa y un estudio analltico establecieron la identidad del antígeno 

A como una proteína simple y propusieron llamarle proteína A. (45). 

Forsgren y Sjoquist investigando la naturaleza de la reacción entre la 

proteína A y la IgG 1 establecieron que la unión ocurre s6lo en la fra.5:_ 

ción cristalizable (Fe) de la IgG humana, este tipo de reacción se le 

llamó "Reacción pseudoinmune" (10 1 17,45). 

Kron•all y col. confirmaron la reactividad de la proteína y determina­

ron que la unión se llevaba a cabo en los subgrupos 11 2 y 4 y no había 

interacción con la gamma 03. Ellos establecieron que cada microorganl!_ 

mo de s. aureus cepa Cowan I conten!a aproximadamente 80 000 moléculas 

de proteina A (45). 

La proteína A tiene un.peso molecular de 42 000 d, está covalentemente 

unida al peptldoglicano de la pared celular, es estable a un amplio -

rango de pH, es altamente reSistente a la desnaturali~ación con agen­

tes qu!micoa y fialcoa, y tiene aproximadamente 3 o 4 sitios de unión 
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para la Fracción cristalizable (Fe) altamente hom6logos (17,45). 

B.3. Localización, b1os!ntesis y aislamiento de la proteína A. 

Localización.- Se ha demostrado que ~a proteína A de s. aureus es un -­

componente de la pared celular, esto puede comprobarse por técnicas in­

directas, tales como aglutinaci6n de la bacteria con gamma globulina o 

por estudio del ataque de ésta, a la pared celular bajo un microscopio 

electrón.leo (10,17,52). 

El contenido de la protelna A de la pared celular, que en su mayoría e,!. 

tá constituida por peptidoglicano, indica que la distribuci6n de la pr~ 

teína A en la pared celular es·de un mol por 325 moles de peptidoglica­

no monomérico. Esto está basado sobre un peso molecular para la protel­

na ·A de 42 000 y para peptidoglicano manomérlco de 1141. 

Las paredes celulares aisladas, tratadas con lisostafina, pueden libe­

rar proteína A. Las propiedades inmunológicas y la composición química 

son las mismas que la de la proteína A, aislada de la bacteria intacta. 

Bios!ntesis,- Casi todas las cepas de s. aureus de origen pat6geno con­

tienen proteína A. En la pared celular, la proteína está ligada covale!!, 

temcnte al peptidoglicano, pero el punto exacto de la unión no está es­

clarecido. Durante el crecimiento celular, la prote!na se incorpora a 

la pared celular y también se libera hacia el medio de crecimiento y -

comprende una tercera parte de la proteína A que produce la bacteria. 

Existen también cepas de' s. aureus, que no son capaces de incorporar -­

proteína A a la pared celular y la liberan toda hacia el medio de cree.!_ 

miento. Este fenómeno se observa en cepas resistentes a la meticllina. 
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La proteína A es liberada por la bacteria sin pas~r por un er.tado ctto 

pl&smico soluble, se incorporan a la pared celular, uniJndose covalen­

temente con el peptidoglicano previamente sintetizado (17). 

Aislamiento.- El aisl.amiento de la proteína A se puede hacer por dige!!_ 

tión con lisostafina p~r~ liberar la proteína; posteriormente se prec,! 

pita con sulfato de amonio al 80% y el p~ecipitado se disuelve en agua 

y se dializa a 4° c. La muestra se aplica a una columna de DEAE-Sepha­

dex para realizar una cromatografla, usando como eluyente bicarbonato 

de amonio 0.1-0.4 M pH o. Se observa la ab~orbancia a 280 nm y la con­

centración de la proteína con las fracciones colectadas. Se prueban d.! 

versas fracciones para ver la reactividad de la prote!na A por inmuno­

d1fliai6n en gel de agarosa contra IgG humana (10,17). 

Después de la hidrólisis ácida de la proteína A, el número de aminoác,! 

dos calc:ulado en base a la composición integral es de 3 78, con un error 

e•timado de .t 6 aminoácidos, y la fórmula del peso existente es de --

41 944, Las condiciones moderadas de hidr6lis1s establecen que algunas 

preparaciones de proteína A contienen menos de 0.2 % de hexosaminas. 

Sablendo que la prote!na A precipita dentro de la regi6n de exceso de 

IgG se calcula la relaci6n molar entre IgG y prote!na A, lo cual mues­

tra que una mol da prote!na A enlaza tres o cuatro moles de gamma glo­

bulina (10,17,45), 

B.4. Propiedades fisicoqu!micas. 

La caracterizac16n fisicoqu!mica de la prote!na A ea de importancia P.l!. 

r• la deter11inac16n de la ea tructura qu!mica de la misma y para com­

prender au func16n biol69ica. 
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J:":l peso :r,,_Jleculur Je la protetr.c1 J.. puede determinarse por el equilibrio 

de sedlr.ientación. lawoién puede 1.~cdirse por cromatogiafla en gel de ag.a. 

rosa en guanidinr::;.-HC.:l ú M. Cl ¡;ror.1edio del peso molecular por estos an4, 

lisis e::; dl: 41,900 y el coe!iciente de sedimentación de proteina A es 

de 2.1. Por los procesos de reducción y alquilaci6n llevados acabo en -

lu prote(rw. A confirman que no contiene ningún cnldCe disulfuro (~-S}. 

Estudios quírr.icos mue5Lr.:.i. que lil ·proteína A no contiene cisteína, ni -

ci:llina 
0

y c::;to ::mojic1·e que n.o está compu~stu de cadenas de polipeplido 

u11idds por er. luccs r.o ct.;iva. :en tes ni r:c..r pucn tes disulíuro ( 17). 

En ·alguno..i C!;tudio~-> hidr.odinárnicc::; oe proteína A &e evidencia que no 

se corupot:t.J. como un.'1 ptc.tcd.na globular t!pi.ca¡ debido a qu(! su radio -

fruccional (2.t) y su viscosidad intr!nsecu (294 9/ml), son mucho má5 

altos que para tales prvte!nus y del r:-iismo ortlcn de magnitud qu~ para 

el fibrlnÓgeno. La explicación aer!a, que la proteina A puede ~xistir 

com0 una espiral lineal 1 puede ser una molécula rígido. de for;.1a extendl:_ 

da o ln posibilidad de qut:: contenga regiones de estructura ordenada, -

conectada por más segmentos flexibles de cadenas de polipéptidos.(17). 

B.5. Pro¡,lcdades biológicas. 

La proteína A de ~ ~ reacciona con la gamma globulina de mamíferos 

y riás espf!clficamc:nte con el fragmento Fe (fracción cristi:üizable) de -

la lgG. Se ha e.~tablccido que lodos los suero.'.l" 'humdnos tienen los ll3r.:.!! 

dos anticuerµus uaturalc;¡ cuntrd esta proteína de la pare:d celular y se 

derílostró qu·~ Íu capacidad del sut!ro normal humano para aglutinar frente 

a~~' está basadd en unn rcacciÓ~ c~n cute antlgcno, el cual Ge 

18 



le diÓ el nomlJre de proteína A para distinguirla del polisacárido A. 

Lc1 p1oleÍna A .reacciona con gamma globulina de mielorna, observándose en 

una prueba de pr~cipitación, lineas delgadGs y tenues en comparación 

con las bandas de p1·ecipitación de IgG normal. 

Una molécula de lgG está compuesta de d~.is tipos de cadenas de polipépt.!, · 

do, H (pesadas) y L (ligeras). Se ha demostrado que el fragmento Fab e.! 

tá compuesto de porciones de cadenas H y porciones de cadenas L, mien­

tras que el f.ragr11ento Fe únicamente de porciones de cadenas H (10). 

Si la proteína A se incuba con lgG normal o con cadenas H de IgG normal 

o lgG de miclorna, la r~acción de precipitación del sobrenadante con IgG 

normal se inhibe completament~. No hay lnhibic!Óri con cadenas L de lgG 

rior.mal o de mlelomu. También se observa que la p<.Jrte reacLiva de lu ¡no.;;. 

lécula de IgG son las cadenas H, mientras que las cadenas L, no reacci.s. 

nan (10). 

La reacción de la proteína A con el fragmento Fe y con cadenas H sepa.a 

das, i11dican que el sitio de actividad real del anticuerpo, lc..calizado 

en el frdgn1ento f'ab que contiene ambas cadenas H y L, no se involucra· -

en la reacción. 

La IgG human.:1 cuando reacciona para precipitar con la p1~otelnd A de 

s. aureus no es en reali<lat.l una rt!clcción de cvmbindción Ag-Ac, pero in­

volucró ~1 sitio en la parte 1''c de la molécula,. 1mU..:andü probablemente 

la presencia de un sitio'activo de combinación para la pruLe.!na A en la 

~~l¡cula de lgG (10,17). 

Lsandc el método de difuslPn de 0uchterlony, se prueba la prccipllación 



de la proteína A contra subgrupos de cadenas H de IgG y se puede obsc.:. 

var precipitación Únicamente con los subgrupos IgG 1 , IgG 2 y IgG4, mic~ 

tras que la reacción contra subgrupos IgG3 no auestra ninguna rcactivi 

dad, mostrando as! una deficienciu .mti.<Jénica con respecto a los otros 

subgrupos de IgG ( 10). ,. • 

La ausencia de la reacción de la proteína A con IgG 3 puede ser debida 

a una deficiencia estructural distinta en la porción Fe de este subgr.!:!, 

po. Estas diferencias son claramente aparentes usando sueros selectivos 

en la descripción inicial de la cadena de subgrupo IgG3• 

La prote!na contenida en E.:_~ tratada con formol, pued~ ser util.!, 

zada como una part1cula adsorbente de IgG. Esta reacción como se ha d! 

cho no es en realidad una reacción Ag-Ac y puede confirmarse por dese~ 

brimiento de dos sueros de mieloma con alto título de anti-estreptoli­

sina (ASO), que incrementa la capacidad para precipitar la proteína A, 

las actividades aerolÓgicas fueron detectadas en las mismas moléculas 

de inmunoglobulinas. Como puede verse, la actividad ASO se encontró en 

preparaciones del fragmento Fab, mientras que la reactivldad contra la 

proteína A se detectó en preparacionesde la cadena H. Esto indica dif!;, 

rentes localizaciones de esta reactlvidad (17). 

La pre1encia de reactividad de la proteína A en subgrupos de gamma gl_2 

bulina 1, 2 y 4 con auscn.cia de ella en el subgrupo 3 1 indica que la 

reactividad se adquiere en las c1denas H particulares producidas por -

trea genes diferentes. 

B.6. Eatudio químico y comportamiento inmunol6gico. 
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para el fraccionamiento de la proteína A se utiliza un cultivo de 18 -

horas de la cepa Cowan I en agar nutritivo, cosechado y tratado para -

la extracci6n de la prote!na A por precipitaci6n con ácido tricloro -

acético y etanol desp~és de una digesti6n para la liberación de la pr!?, 

te!na A de la pared ceíutar de la bacteria. Los precipitados ácidos se 

colectan, se disuelven en agua destilada y se dializan contra un flujo 

continuo de agua destilada. También se pueden utilizar columnas de in­

tercambio i6niéo para purificar la protelna (10,17). 

Las fracciones se examinan espectrofotométrlcamente, por pruebas de fOf: 

maci6n de anillos de precipitaci6n, y precipitaci6n en gel de agar. Las 

fracciones positivas en las pruebas serolÓgicas se colectan al vacío y 

pueden conservarse dializadas. Esta fracci6n se denomina proteína A P1!, 

rificada 1 que se ha seguido por m~todos convencionales de aislamiento 

de proteína: 

- Extrayéndola por ebullición durante una hora, seguida por precipita­

ción a pH 3 con etanol. 

- Usando filtración en gel y electroforesis. 

- Digestión de!!_~ con lisozima, 9eguida por cromatografía de i!l 

tercambio de DEAE-Sephadex y filtraci6n en gel de Sephadex (17). 

Se pueden tener ventajas utilizando una herramienta inmunol6gica, el -

inmunoadsorbente, para una. purificaci6n rápida de protclna A en un -­

solo paso. El método es para laboratorios.donde la proteína A puede 

ser de uso potencial en la tipificación de inmunoglobulinas. As!, cer­

ca del 92 1t de · IgG humana normal puede combinarse con pro.te!na A. 

Se ha descubierto que las cepas de Staphylococcus ~ que son resi~ 
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tentes a la mel.icilina, no incorporan proteína A sobre su part:d celular 

pero conservan su capacidad para sintetizar la proteina, la cual se ex-

creta por estds c~pas particulares hacia el medio, como cna exotoxina. 

Estan pueden resultar convenienteH para el procedimiento de purifica­

ción de la protelna A por inmunoadsorción (17). 

Lol pn .. ebd de correlación cntt·e la producción de prote!.na A en patogeni-

citlad de Stbphyl~co~cus dureus es sensible y cspec!.fica. 

o.7. Aplicaciones de la reacción de coaglutlnaciún. 

Una e~celcnte descripción de este tipo de prueba puede ser encoutrada -

en resúmcncG de W1.1silauskds (45), 4uién enfatiza que la prueba de aglu­

tinación ha sido Útil en la detección tanto de antígeno soluble, as! C,E. 

n.o'dc c6lulas i11tdctas. Alguno6 ejemplos son la dett!CclÓn de enterotóx¿ 

na termolábil de ~' la dett:cci6n de antígenos de Haerr.ophxlus 

influenzu tipo U {17), y antígeno de Legionella pneumophylax (4~), en -

fluidos corporales, idenlificdción rápidc.l del virus ele influenza, la s!_ 

micuantificación dt~ microglobulina ~2 , y la detección e.Je pldsma scminu.l 

humano (45), acrotipiticación de Neisseria qonorboea 1 scrotipiflcaciÓn 

de Mycobacleria e ldenLificnclÓn de Streptococcus d~l grup? A (17). 

22 



A. Materi~l biolÓgi~o. 

- Cepa r.le Staphylococcus ~ Cowan 1 (hC'l'C-8530, ATCC-12598). 

- AlbJinina ::;.éricu bovina. 

- Gamma 911,,.ibulina monoclonal .Jnti-Entamoeba histolytica (contra un ant!. 

geno Ue pdced de E. histolytica, obtenido en ratón), proporcionado por 

el ln::;..tiluto Nacicnal <le lnVet;tigaciones Btomédicas de la U.N.A.M. 

- Ct~pa de Entnnu.;eliu hi!>tolylicJ HMl-H'.SS. Proporclontida pur el Centre -

MP.dico Hctcional de M~xlco. l.N.S.S. 

- Mue5lras i:.:iológica5: mdtt~t-ia· ÍP.cal frcscd propcrclna.das por el In!>t:.i­

tuto Nacional de PediatrÍd lante!..i Uli') , ol laboratorio de dnálisis -

olÍ11ico:;; LúM.C: (Xuchli;.ilco,D.f.), y Pl !h...:~>il<Jl Gcnf::!r_tl de t.:éxico :._;sA. 

- :::ontrolc::;.: positivo.- Stciphylococcu;¡ ~ fo1·rado con ga:nma gloUull_ 

:Ju rn.:.:.~clr.r.ul ..::.ti-~. hi5lolytico ... <Jr:tÍ.¿ienrJ soluble arr.11-:i ... ino. 

neg..itivo.- Stdphylococcu5 ~ fon.ado con gamma globulina. :nonoclo­

:ial <lntl-.§.a. hisLolyticr1 + sobrcnti~.fontc de malcria fecal negativa. 

- Suero normal de conejo. Suero de conejo ddsoz:bldo con suspensión do -

Stdphylocgccus ccpl.1 .YtJUd 40. 

o. MeJlos de CJ!Livo. 

- Ayar buyil-Lripticasa 

- Cald.; t.0 ..... y.1-trlpticdGú 

c. Ccr.d.i~ioncs. Óptimas do crt:!clmiento pdra. la producción de: lt.t prote!r.ü 

A. 

La :;epa Cowan l se sicmlnrl· ~n Cdjos de li'eb:i conteniendo agur soyd-tri,E. 
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tlcasa y SI.! i.uctli u dur,ml:.e 24-4.d i10ras u 3'/ü..;. ..;u11 t:!'l ilr, de obLiUner uu 

crecimiento µur.:s sen.illu. 

Estd susµeuslón semilla de s. dureus se siembra en malraccs Erlenmeycr 

conteniendo c.uldo soy~-trlpticdsa previamente esterilizado. Se lncubd -

durante 24-48 horas a ~-~o~ con agitación co11$bmte, con r.!l fin de oote-

ner una oxigenación homogéneu en toJo el ;nedio <.Je cullivo. bajo estas -

condiciones de crecimi1.mto, se obtiene de la cepa Cowan I el mejo.L- ren-

dimiento en la producción de proteína A y ademds, incorporudu u su pdred 

celular. 

Pueden utilizarse otros medios de cultivo pal'd la producción de prote1-

na A, c mo caldo e.e.Y. (Cascin-Casein-Ycast), o mcdiq <le cxtrd~tu d~ -

carne (l?J. 

D. f'ija.ción de proteína A en la brJcteria. 

Una vez crecida la bacteria en caldc. soyit-triplicasu i:;c procede u cose-

char el paquete celular, el que se ceparcl del med.lo por centrifugaciÓu 

d 6000 rpm durante 15-20 minutos. L~s bacterias obtcnl<l<.1.n pcr centrlfu­

gación St! lavan tres veces con buffer P.8.S. pH 7.2 que tiene la Gi­

guientc composición: 

Buffer p.s.s. pH 1.2 

0.15 M -------- 24.0· ml 

Na
2

HP0
4 

____ .;_ __ 0.15 M -------- 76.0 :nl 

NaCl 0.15 M -·----- 100.0 ml 

o .1 ¡;, -------- 0.2 .g 

Los lavados con buffer eliminan todo reoto de prote!nas y su.Jlancias 



que pueden sensibilizar a Staphylococcus. Después de los lavados, se -

suspende el paquete celular al 10 % v/v en el mismo amortiguador con -

o.s % de formol. 

Esta suspensi6n bacteriana con formol se deja durante tres horas a te,m 

peratura ambiente con agitación ocasional, e inmediatamente se lava de 

nuevo tres veces con amortiguador P.e.s. para eliminar el formol y se 

suspende nuevamente al 10 % v/v con amortiguador P.a.s. 

La suspensión bacteriana se trata con calor, sumergiendo la suspensión 

en un baño de agua a eoºc y dejándola expuesta a esta temperatura du­

rante 5 minutos. Se retira la suspenaión del calor y se enfr{a rápida­

mente en un baño de agua a 2-4°C y se mantiene hasta que alcance esta 

temperatura. Una vez tratada la suspensión bacteriana con calor y for-

mol se hacen 2-3 lavados adicionales para eliminar impurezas y se hace 

una suspensi6n final al 10 % v/v en amortiguador P.a.s., con azida de 

sodio al 0.1 %. 

En esta auspensión, la actividad de la proteína A se mantiene después 

de tres meses (permaneciendo en refrigeración a 4°c hasta su uso). An-

tes de usar el Staphylococcus para adsorberlo con la gam'ina qlobulina -

monoclonal anti-!!., histolytica, las bacterias se centrifugan para eli­

minar el sobrenadante y se resuspenden a una concentración final de -

10 % v/v en amortiguador P.e.s. pH 7.2 conteniendo NaCl (150 mM) 1 EDTA 

(1 mMl, NaN 3 (0.2 %) 1 desoxicolato de sodio (0.S %) y tween 80 (0.5 %), 

dejándose a te~peratura ~mbiente durante 15 minutos. 

Posteriormente se centrifuga la suspensión para eliminar el sobrenada!!. 

te y se lava una vez con P.s.s. El paquete celular se suspende en bu-
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ffer P.a.s. al 10 % v/v, conteniendo un mg de albúmina sbrlca bovina -

por ml. 

Esta suspensión bacteriana se puede sensibilizar con gamma globulina -

monoclonal anti-Entamoeba histolvtica. 

E. T~cnica para el acoplamiento de gamma globulina monoclonal anti-!.!, 

histolttica con protelna A de ltaphylococcus ~· 

Para poder tener una reacción de coaglutinación satisfactoria, deben t~ 

marse en cuenta, desde la producción de la protelna A de~~· ha~ 

ta el anticuerpo especifico que se desea unir a la prote!na A. 

En la producción de prote!na A, se observa su máximo rendimiento util! 

zando la cepa Cowan I de !:, ~· que tiene como caractcrlstica, ad~ 

m&s de producirla en gran escala, la fijación a su pared celular, ya -

que algunas cepas de Staphylococcus la secretan hacia el medio de cul­

tivo y no la retienen sobre sl. Por ejemplo Staphylococcus eepa Wood -

46 produce proteína A, pero en menor escala en comparación de la cepa 

cowan I. 

F. Incorporaci6n de la gamma globulina a la proteína A. 

La incorporaci6n de la gamma globulina a la proteína A es especifica e 

inmediata. Se adiciona 0.1 ml de gamma globulina monoclonal anti-f.:. 

histolxtica (anticuerpo m~noclonal de pared), sobre un ml de la suspe!!. 

si6n al 10 ~ de !.!_~cepa Cowan I. 

Después de mezclada la suspensión, se coloca a temperatura ambiente d.!:!, 

rante tres horas con agitación ocasional, a las tres hóras se lava dos 

veces con buffer P.a.s. y ne suspende al 1 ~ en el mismo conteniendo az.!, 
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da de sodio. Esta se mantiene a 40C. y contiene a Stqphylococcus forra­

do de gamma globulina monoclonal anti-E_. Histolytica 1 lista para reac­

cionar frente a el antígeno soluble específico (E_. histolytica), que -­

puede detectarse por reacc~Ón macroscópica de aglutinación. 

G. Tratamiento de muestras. 

El antígeno soluble de E.· histolytica puede ser extraído directamente -

de las muestras de heces del d!a, haciendo una suspensión al 10 % apro­

ximadamente con solución salina isotónica. 

Se adiciona de 9 • 10 ml de solución salina isotónica por cada gramo -­

aproximado de materia fecal. Álgunas veces se agita vigorosamente y se 

deja reposar tres minutos. De la suspensión anterior se toma una peque­

ña porción y se centrifuga a 2000 rpm durante S minutos. 

El sobrenadante claro contiene la mayor parte del antígeno soluble y -

el precipitado puede ser desechado. 

Desarrollo de la prueba. 

1.- La prueba se realiza con el reactivo de coaglutinación al 1 % prep~ 

rado anteriormente (!.:_ ~ forrado de gamma globulina monoclonal 

anti-E_. histolytica. 

2.- En una placa para aglutinación ae colocan en tres distintas áreas -

de reacción: 

Una gota del sobrenadante problema. 

Una gota del sobrenadante control positivo. 

Una gota del sobrenadanete control negativo. 
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3.- Se le adiciona una gota del reactivo de coaglutinación a cada área 

de reacción. 

4.- Mezclar per,ectamente con aplicadores distintos. Agitar la placa con 

movimiento rotator~o.por 2 a 3 minutos. 

Interpretación de la prueba. 

1.- El control positivo deberá dar una aglutinación macroscópica a la -

cual pueden ser referidns las muestras problema. 

2.- El control negativo deberá dar una suspensión homogénea, que debe -

tener la muestra negativa. 

3.- La lectura deberá realizarse dentro de los primeros 3-4 minutos. Si 

postet~ormente llegará a dar positiva la prueba, no debe ser tomada 

en cuenta esta reacción, se recomienda repetir la prueba. 

H. Pruebas control. 

H.t. Control de actividad de la proteína A. 

Con el fin de observar l& actividad se puede realizar la siguiente rea_s 

ción. Se puede pegar primeramente gamma· glohulina normal a la proteína 

A, de la misma manera que la gamma globulina monoclonal anti-Entamoeba 

histolytica. 

L• suspensión final se prueba con un suero de Coombs y se observan los 

resultados siguientesi 

s. aureus (Cowan I) 
sensibilizado 'con + 
1.globulina humana 
normal. 

Suero de Coombs- Aglutinación macroscópica 
a los 15 seg. 

Sol. salina I. - Suspensión homogénea a los 
J min. 
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En esta reacción tnmbién poedemos observar si la gamma globullna se ha­

adsorbido ~obre la pared de Staphylococcus por la fracción Fe. 

H.2. Control de actividad del r~activo preparado (s. aureus forrado de 

galllll\a globullna monmclonal anti-E. histolytica). 

Para la prueba del control positivo, se hace reaccionar; s. aureus fo­

rrado con gamma globulina monoclonal anti-E. histolytica frente a un e~ 

tracto de heces en solución salina conteniendo antlgeno soluble de E!_ -

histolytica HM1-IMSS. Por otro lado se coloca sobre el extracto control 

positivo una suspensión de Staphylococcus forrado con suero normal de -

conejo, observándose los siguientes resultados: 

Staphylococcus sensibilizado 

con gamma globulina monoclo­

nal anti-E. histolytlca 

Staphylococcus sensibilizado 

con suero normal de conejo 

Extracto de heces con E. histolytica 

(Eh/Eh). 

Aglutlnaci6n de 1 a 2 minutos 

Eh/Eh 

Suspensión homogénea en 3 minutos. 

La suspensión de Staphylococcus sensibilizado conj\.globulina monoclonal 

anti-E. histolytica se coloca también frente a 5oluclón salina isotóni­

ca, para observar si hay alteraciones de la misma sunpenslón o presen­

cia de autoaglutinación del reactivo preparado. 

I. Determinuc.tón de la sensibilidad del reactivo pr~parado. 

Preparación.- El ant!geno soluble llmiblano se preparó a partir de ~ -

hintolytica cepa 11~1-lMSS' de cultivo axénlco, a la cual se inactivó por 
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repetidos c~mbios d~ temperatura, de 75 a oºc, y se centrifug6 a sc¡1JO -

rpm durante 15 minutos. Al sobrcnaddnte obtenido se le determinó la C!l!1, 

tidad de proteína por el método de Lowry (3.3 mg/ml). A éste se le den~ 

minó ANTIGENO AMIBIANO .,so.LUBLE. (ver apéndice). 

A partir del antígeno amibiano soluble prepara.do anteriormente se real! 

zaron los diluciones respectivas y se adicionaron éntas a un gramo de -

materia fecal (fresca· y negativa por examen coproparasitoscópico), como 

muestra la tabla I. Se mezclaron y se dejaron reposar por 24 horas des-

pués de las cuales se procedio a probarlas y determinar la sensibilidad 

del reactivo preparado. 

No. Mtra 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12, 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 

Mat. fecal 

1 g 

" 

Conc. Antlgeno ami 
biano solublc(mq/ml l 

3. 3 
2.64 
1.96 
1.32 
1.09 
0.66 
0.33 
0.264 
0,198 
0.165 
0.132 
0.099 
0,066 
0,033 
0.026 
0,0198 
0.0132 
0.0066 
C(+) Control positivo 
C(-) Control negativo 

TABLA Io DE1'ERMINACION DE LA SENSIBILIDAD DE:L -

REACTIVO PREPARADO, 

Materia fecal con diferentes diluciones del an­

t!geno amibiano soluble. 
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III. RESULTADOS Y DISCUSION. 

En este estudio se probaron un total de 200 muestras fecales, a las CUJ!. 

les se les realizó previamente un estudio coproparasitoscÓpico por téc­

nicas de flotación y examen al microscopio, en el Instituto Nacional de 

Pediatr1a (antes O.I.F.l, en el Hospital General de México SSA. y en el 

Laboratorio de Análisis Cl!nlcos LOME (Xochimilco). 

Las musetras fueron tratadas de acuerdo a la técnica descrita anterior-

mente y se probaron por la reacción de coaglutinación ya descrita, obt.!!, 

niéndose los siguientes resultados: 

SENSIBILIDAD DEL REACTIVO PREPARADO. 

La tabla II muestra los resultados obtenidos para determinar la sensib! 

lidad del reactivo (~ forrado con gamma globulina monoclonal ---

anti-E. histolytica), 

No. Mtra. Mat. fecal Conc. A·g sol. Resultado. 
(m /ml) 

1 1 g 3.3 ++++ 

2 2.64 ++++ 

3 1.9B ++++ 

4 1.32 ++++ 

5 1.09 

6 0.66 ++++ 

7 0.33 ++..- .. 

B 0.264 + t+4-

9 0.190 ++++ 

10 0.165 + +t-t 

·11 0.132 ++• 
12 0.099 ++ 

13 0.066 

14 0.033 
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Continuación de la tabla II. 

No. Mtra. Mat. fecal Conc. Ag Sol. Resultado. 
<mg/mll 

15 g 0.026 

16 0.0198 

17 0.0132 

18 0.0066 

19 C( .¡ ++++ 

20 e<-> 

TABLA II. SENSIBILIDAD DEL REACTIVO, 

Este método tiene una sensibilidad que permite detectar~ 100 µg de pr~ 

te!na de antígeno amibiano ooluble por gramo de heces, que equivalen a 

más de 200 trofozoí tos ( 5 3) • 

En estos resultados se nota una alta sensibilidad del reactivo prepara-

do (S. aureus forrado con gamma globulina monoclonal anti-~. histolytica) 

que lle9a a detectar hasta 100 µg de ant!geno amibiano soluble por gramo 

de heces. 

Las pruebas se realizaron por triplicado y se comparó en cada caso con 

los respectivo& controles positivo y negativo. La alta antigénicidad de 

f..!. histolytica tal vez es uno de los factores que realzan la sensibili-

dad del reactivo, aunado a esto la gran sensibilidad que tiene por si -

misma la reacción de coaglutinación (45). 

Por lo anterior puede verse que el reactivo es capaz de detectar canti­

dades muy pequeñas del antígeno amibiano soluble presente en heces, lo 

que podr!a ayudar a diacriminar muestras parasitadas de las no parasit~ 

das. 
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ESPECIFICIDAD DEL RF.ACTIVO PREPARADO. 

Los resultados de las 200 muestras probadas por examen coproparasitos-

cópico y reacción de coaglutinación se muestra en la tabla III. 

Parasito ene. por: Examen CPS Reac. Coaglutinacion ~ positividad 
+ E. histolytica -

E. hlstolytica 47 46 1 98 " 

24 12 12 50 " 

A. lumbricoides 30 1 29 3. 3 " 

T. trichiura 8 o B o.o " 
E. hominls o o.o " 
G. lamblla o 1 o.o " 
Negativas 85 26 59 30.5 " 

Sulltotales 200 92 108 

Totales 200 - 200 -

TABLA III. ESPECIFICIDAD DEL REACTIVO PREPARADO. 

Los rcaultados anteriores podemos graficarlos de la siguientes manera: 
% 

% posltividad 100 
UI ,,; 

~ 
~ 
'O • " ... > o 11 

il 
.... 

u " ~I 
.µ 

50 ·~ .. "' " s:. "' ~I 
.a u ~ 
B ... z 
~ " .... .µ 

.;! ..il ..;1 .:1 .;1 ,;I 30.5 % 

98 'f. 50 ';(, 3. 3 % o.o% Parasitos. 

Flg. 1 GRAtºICA DE ESPECIFICIDAD DEL REACTIVO 

Esta gráfica no:¡ muestra la capacidad d15criminativa que posee el rea.E, 

tivo preparado (S. aureus.forrado con gamma globulina monoclonal a~ti-
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E. histolylica>, notándose un~ elevada especificidad para delectar 

E. histolytica (98 %l. Por otro lado Entamoeba coli parece no ser bien 

reconocida por el examen coproparasitoscÓpico, teniendo en cuenta que -

en la mayoría de los casos su identificación al microscopio se hace di-
, . 

ficil distinguir Entamocba coli de una E. histolytica, ya que muchas v~ 

ces se confunde una de otra, por el tamaño, siondo necesario para esto 1 

gran habilidad y experiencia por parte del ex~minador. Inclusive muchas 

veces una infección con~ va acompañada de E. histolytica (43). 

Nuestro reactivo, es altamente eficiente debido a que la gamma globull-

na monoclonal que está adsorbida sobre el s. aureus es espc~lfica con-

tra la pared de E. histolytica 1 por lo que tiene la capilcldad de discr! 

minar a ~ de E. hlstolytica. 

Los resultados de las muestras coproparasitoscÓpicas, pueden dar falsos 

negativos, debido a que depende de que la enfermedad no esté en un es­

tadio inicial y/o que no haya tratamientos preulos¡ por lo que siempre 

se sugiere realizar estudios seriados. Por lo anterior la prueba de -·­

coaglutinación en cas~s negativos puede demostrar la presencia de la -

enfermedad. 

En el caso de Giardla lamblla, Enteromonas hominis y Trichuris trlchiura 

por lo tanto la positividad por reacción de coaglutinación fue de o.o % 

notándose un alto grado de esp~ciflcldad <lel reactivo. No obstante el -

número de muestras estudiadas, no es representativa para descartar una 

probable reacción cruzada con Entamoeba histolytica. Por lo que un est~ 

dio más detallado podría o no dar la confirmación de nueStros resulta-

dos. ~l ser probado el reactivo con otros parásitos intestinales, se -
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nota una discriminación elevada de estos, con casos aislados de positi­

vldad por ejemplo;~ lumbricoides (3.3 %), de ios cuales sólo po­

demos decir, que pudieran haber pasado desapercibidos algunos quistes -

de~ histolytica en el examen coproparasltoscópico y por lo tanto dar 

reacción positiva por la técnica de coaglutlnación, ya que muchas veces 

una enfermedad parasitaria intestinal puede ser debida a otros parási­

tos, o en su defecto que el paciente sea un portador sano de Entamoeba 

histolytlca al que no se le presentó un tlpico cuadro cl!nlco amibiano, 

sino el debido a otro parásito. 



IV. CONCLUSIONES. 

La reacción de coaglutinación es una técnica inmunológica confiable pa-

ra la identificación de Entamocbu histulytica en heces, es sensible, e.! 

peclfica y no depende ~-e .lü experiencia en el reconocimiento de la for­

ma vegetativa o qulstica del p~rásito. Además tiene la ventaja qu~ la -

prueba se realiza en un tiempo corto. 

El reactivo preparado para este estudio (S. aureus forrado con gamma -

globulina monoclonal anti-~. histolytica), tiene una alta sensibilidad, 

pues es capaz de detectar hasta 100 ~g de antígeno amibiano soluble por 

gramo de heces; y una elevada especificidad para discriminar Únicamente 

E. histolytica de entre otros parásitos intestinales. No obstante el -

haber encontrado positlvid~d a E. histolytlca también en muestras posl-

tivas a~ (12 11uestr.sl y negativas (26 muestras) obtenidas por -

'xamen coproparasitosc6pico. Esto Último se puede deber a que los quis-

tes de E. histolytica pasaron inadvertidos al momento de realizar el -

examen (ver análisis de resultados). 

Al comparar las ventajas de la t~cnlca coproparasitoscópica con la de 

coaglutinación, se desprende que esta Última es superior, pues se evita 

la dificultad que implica el escrutinio y discriminación de parásitos 

al ~icroscopio. Esto hace que la reacción de coaglutlnaclÓn s~a uno nu~ 

va opción para el didgnóstlco de amlbiasis intestinal, lo que le permi­

ttrla fuera implementada en laboratorios de rutina, como una prueba co.!l 

firmatlva de amibiasis intestinal y prevenir ur1 prob<ible caso de amibl,! 

sis extraintestinal, que pudiera llegar a provocar un absceso hepático, 

debido a la frecuencia que tiene este pardsito en la población de nues-
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tro pa!~. 

Uesumiendo, podemos decir que la reacción de coaglutinación puede ser -

de gran utilidad al sector salud en nuestro país por las ventajas que 

ofrece, poro para su implementación se hace necesaria la afinación de 

la técnica. 

Con el auge que actualmente han adquirido el estudio y producción de ~ 

anticuerpos monoclonales, en un futuro esta técnica puede tener las -

vent<1jas de alta sensibilidrJd y especificidad a un bajo costo, que es 

comparable a otras técnicas que por su alto costo (ELISA), las hacen -

inaccesibles a muchos laboratorios clÍnicoz de rutina. 
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V. APf;tlDICF.. 

DETERMINACION !JE PRO'l'EHIAS POI< EL METCDU UE LD"f/HY • 

Reactivos: 

aJ Sulfato de coht"e pentahidratado al 1.0 't. 

Disolver 1 g de sulfato de cobre pentahidratado en 50 ml de agua de!, 

tilada, aforar a 100 ml con agua destilada. 

b) Solución de tartrato de sodio y potasio al 2 9 0 %. 

Disolver g de tartrato de sodio y potasio en 50 ml de agua destll~ 

da, aforar a 100 ml con agua destila.da. 

e> Solución de carbonato de sodlo al 2.0 %. 

Disolver 2 g de carbonato de sodio en Sú ml de hidróxido d~ sodio 0.1 

mol/l, aforar a 100 ml con solución de hidróxido de sodio. 

Solución l. 

- Se prepara mezclando 1 ml de la solución de sulfato de cobre pentahi­

dratado y 1.0 ml de la solución de tartrato de sodio y potasio en 100 

ml de la solución de carbonato de sodio <es necesario hacerla justa­

mente antes de su uso). 

- Reactivo de fenol Folin-Ciocalteau (comercial} 2 N: antes de usarlo -

se diluye volumen a volumen con agua dcstJ.lada pat·a ponerlo 1 N. 

- Solución de albÓmina sérica bovina conteniendo 100 ug/ml. 

Disolver 0.1 g de albúmina cérica bovina {ASB) cristalizada y purif.!_ 

cada en 500 rnl de agua destiludcl, se afora a 1000 .. ml con agua desti­

lada. 
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Método: 

- Preparación de la curva estandar: 

- En una serie de tubos de ensayo, se preparan a partir de la soluc16n 

de ASB, diluciones que contengan 20, 40, 60, 80 y 100 ug de proteína 

por ml. 

- En otros tubos, se mide 0.1 ml de la muestra de ant!geno (Ag). 

- Se completa el volumen a 1.0 ml con agua destilada. 

- Se añade 3.0 ml de la soluci6n I. 

- Se agita y se deja reposar 10 minutos a temperatura ambiente. 

- A cada tubo se le agrega 0.3'ml de reactivo de fenol Folin-Ciocalteau 

N, 

- Se agita y se deja reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente. 

- Se hace la lectura de la o.o. en un color!metro a 500 nm de longitud 

de onda. 

Interpretación. 

- Se graflca la o.o. contra la concentración usando papel milim~trico. 

- Se obtiene la concentración de prote!nas del antígeno por interpola-

ción de los valores de o.o. en la curva patrón. 
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