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INTRODUCCION.

Las investigaciones epldemiolégicas sobre la frecuencia y distrlbucién
de 1a enfermedad amibiana realizadas en México, al igual que en otras -
partes del mundo, son de naturaleza bhsicamente descriptiva y sblo per-
miten establecer algun;5 }actores de riesgo de tipo ambiental, pero no

han analizado con precisifn los relacionados con el agente patdgeno y

con el huésped.

La frecuencia con que se han encontrado quistes de Entamoeba histolytica

en heces varia entre 0.0 y 55.5 %. Esta variacibén esta influida por di-
versos factores, pero fundamentalmente estd relacionada con.deficiencias
y diferencias en las técnicas parasitoscépicas empleadas y a la falta

de estudios de muestras representativas de la poblacin.

La identificacibn de la forma vegetativa o quistica de E. histolytica,
es fundamental en el diagnbatico definitivo de la amibjasis intestinal,
empleando para ello diversas té&cnicas coproparsitoscbpicas. Sin embargo
@) uso de ellas requiere de tiempos prolongados y en la mayorfa de los
casos de por lo menos tres muestras para poder emitir un diagndstico -
etiolégico, en caso de ser positivo o descartarlo como negativo, asi -
como de personal sltamente especializado para su implementacién y dife
renciacién morfol8gico de otro tipo de parhsites intestinales, en los

nktodos que as{ lo requieren.

Se han efectuado muchos ensayos con el fin de detectar antigeno soluble

de Entamoeba histolytica en materia fecal, los cuales han mostrado cier

to grado de inespecificidad y por lo consiguiente los resultados son -

poco confiables.



En ooty o , lo investigacifn de ant{genn soluble prescnte c¢n heces,

se hizo pur medio de la roacclén de coaylutinacién, que consiste en fo-

rrar a uu3 bacterin (3taphylococsus aurcus), que actda coma soporte con

moléculas de gamma globulina especffic: anti-E. histolytica, dando como
resultado una reacclén macroscdpica de aglutinacién, en casc de ser posi

tivo.

Lst: reacein puede aportar una nueva alternativa al dlagndstice du la

amibiasis lIntestinal por su rapidez y sspecificidad de la mismu.



OBJETIVOS.

- Montar la técnica de coaglutinacidén para el diagndstico de amibiasis

intestinal.

= Valorar y comparar el método de coaglutinacidn, con respecto a otras
técnicas coproparasitoscéplicas, asl como su posible implementacibén -
en laberatorics de rutina, come una prueba confirmativa para el diag

néstico de amiblasis,



I. Gu.okALIDADES
A. AMIDIASLS, ASPECUTGS GENERALES
A.1. Antecedentes.

La prirera referencia dirscta sobre las amibas ccmo probable agente cay
sante de un padecimicrto humanc fre hecha por Lanbl en 1860 (4), qulien
ohservé en los protozoarios en las heces de nifios con disenterfa. Sin--
embargo, el mérito (no sdlo del descubrimiento de lz amiba, sino tam-
tidn de haber cfrecido una prueba experimental de su papel patégéno),
pertenece a Friedrich Losch {4,6,43), quier en 187% er Leiingrado,(Ru-
sia), cneantrd Lrofousitos del- pardsite en la materia fecal en un enfeg
o de dicenteria; este material se innculd en perrus por via rectal pro

dueiéndcles diserniorfs vy cs)itis. Leosh describi3 al orgenlswo con deta~

1le y lu denerind Entapnebe coli. Los trobajes de Kech (1883), farculls
(16886), Hlava (1887, Usler (18%0),y le Fleur y Truncilman (1891) cie-

ron las pruebas cencluyentes de que el protsroaric ¢s cl agente etlold

gico de la disenterfa y Ael abscese hepdtico (6,11).

Le tleur y Connclilman dieron el noumbre de Entamneha dysenterise a la-

amiba encontrada en el material bicldgico de las puerscnas infectadas.
En 1893, Quincke Y Roos conflrmaron la existencla ﬂc rés do una espe-
cim de anthas rarAsitas en el intestlno humaio v doucubrieron el cl-
clo binligice A2 la amita disentdrica con la trancforracila de sns -
trofazniins a quistes, sle-do é:4a 1a forma irfectante i11.59), Scau-
cinn en ‘15'03,'(1 tall® estructuralmen“s las drg especior de amibas an-

eautradas an humanos; a la patdgena le 1lamé Entawncba histolytlea =

(tione 13 eapazidad de destruir tejidoz) y Sntacccba cell a la espe-



e quz n~ ticne pader patfgeno en hurmanos. Cattler en 1918 y BoecK y

Brobhlav en 1925 {(8), logreron cultivar in vitro a Es higtolytica en -

cultivo mixto. Jacobs en 1947, Shaffer y col., en 1948 y Robinson eon -
1968 () cultivaron el pardsito <n condiclonec monoxénicas. Diamend —-
(6,8,11), logrd finvlmente establecer una metodologfa para el cultive

axénicn de Entamooba histolytica, con 1o cual se inicié ura nueva eta-

ra en log estudics tarf:sléalens, fistoldgic~s, inrurnldzicns y bioqui-
nizos del parisit, asf ccoo de las relaclones catr2 este pardsito y -

sus hudgnedss (szbre tod~ =l ser huraned.
A.2. Closificacin.

En la actualidad, £ bistolvtica se ha clasificedo trande en cuenta -
51 hinstoris hatiral y sus Cargctc:'f.stlcu:_b.lol".gicas (6,11}, entre lan
cuales se pueden renclonar: nerf-~logfa, tamafin, presencia de cuerpos -
cromatoldales, mimera d: Gclec:, habital, distribucidn de la cromasci-
sa ruclesr, formes de repruduccidn, tipo de metabolismn, carscteristi-

cas nutriciomales y de crecimiento in viire, fermacidn de pseudinedos,

tepprratur . de crecimlente, actividad pa

cna y virvlencla, y reaccip

nes Irmungseroligloas (6),

Delido a la cowplejidac para clasiflcar @i
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TaULA D CLASTELCACTGH

Kelno Aninratie

Phylun ——— vralnna
Subphylun Sarcorautigophora
Superclase e e Zarcuding

Clase Thiznpatan
Subrlase Lebosia

Crden Amoel ida

Familia Endamoet-ldae
Género Ertamochk~:

Especle histclytica

A.3, Aspectos blouldgicos.

Muchoz aspectos de lu superficle de 1o moubrana de 2, nistclytica se -
han caracterlizado. Pcr otro lado les estudles heches por microscoplia =
electronica de E. hist-lytica revelen la carencia de rmitocondrias, --
existencla du ribonuclecprotefnas en forma de hélice en el citeplasma,
vesfeulas endn y ectopldsmicas, y unu doble membrant lisitintes Ln -=
trofoze{tos amibianos, sc ha identificued: un glicoc:lix vellsso ryter

no con estructuras que actilan com> micrevellosidades (403,

Las amlbas son aglutinadas per concavallna A ‘al que se h: considoraZo
como un marcador del grade de patogenicidad de ruchas cepas). El gradc
ce aglutinacldén de las cepas virulentas, pueden estar rolaclonadasz een
la gran fluidc; de la membrana, y ura ri, ida reparactin de receptires
de superficle, los cueles pueden influir en la adhereacda amiblanae -

De alslamientos relztivamente puros de E. histolyticy sc han ldentlf!



cad~ 19 pldsmidcs (400,

Sargeaunt y col. (40), han caructerizado numerosas md;stras clinicas -
por simodemes, que se erncuentran constituldos por enziras del pardsitc
separadas por clectreforesis en gel y son: glucosa fosfato,isomerasa,
frsfeglucemutasa, L-malato: NADP Sxide reductasa y hexocinasa, las cua
les se han utilizado para clasificar a las cepas virulentas de Entamouba

histolviica.

Adhcrungia: Se sebe gque exlster, dos adhesinas involucradas en la adhe-
rencis a cflulas blanco, tne es sensible de inhibicidn con Neacetil ga-
lactosaming (Gal-i-Ac) ¢ residuos de ¢alact-sa, mientras que la segunda
es inhibida por polimcres de leacetll glucosamina (40). Estas dos adhe-
si?as sen las respunsables dQ adivrencins o la rucosa y submucoss del -

colon en maniferss y rumanos, asi cono también a ntras células como -
sar: bacterias, oritrocitss v cultives de células de mamifercs (2,40).
Se ha 'vistn que para que pucda llevarse ac:d~ la adherenciao amiblana -
 eflulas blanco es aeceraris que las microvelloridades se encuentren
intactas, funciunales y adenis requierea ¢ la presencils de lones cal-

cic en el nelleo (2,40).

Por ntros estudioss se sabe que 1o caparidad de £, bistolvtica para deg

toalr Ltelides fnvenlucran

rrowinguinicos centra ¢l hu

cluys-de seerectin de enzimas, citebtaxlnes y mocanist~s zitolftices o

centacta-re; ondisntoe 140).

La cantidad 3» ¢ telpaz

histolytica es muy

-13

pequeii & e 1o masa celular), &sta se ha coosliderads de 10

qfeily tag pretefs s plstear o

uentran oo concerntraclicnes altos,



medinate téinicas de eluciln ne hes detostzd~ CIf 0 cten froaclonen -

pretiicas © Tecular de 30 wGh 2 127 070 daltonts (22

un Teno J

Mediante las tienicas de radicyodacién - rallesulfsiseién s= tan alsip
d> y purificais parcialmonte antlg nor protélens de trefaza{tos de L.
histolytiea de la cepa WM1-THSS {5,13,22,37),

Por lc antericr ol antigena soluble -=mibiano pueds s-r resultads de di-

ferentes sustangizs cecretadas por L, histolviice (Fnclaidar agiell

dirilgidas cuntra el hulsped), o aquellas particulas pretéicas solubles

resultantes de la destruccidn do trofozolces y guistes, presectes en -

heces del huésped (5,13,22,37).
A.d. Aspectos inmunoldqicos.

Se ha demostrado que las reacviones inauncligicas en swiblas

y 5@ ajus
tan ¢ los principlos generales de la Inmunczlogia. Es declr son resculi=
nes semejantes & las que wcurren en cualquier ctra infeceidn y por con
sciguiente, participan en ella tunto lus fendmencs de inmunidad celular
como los de la huworal, asi como oiros Fendmenos de defensa inuspuclli

Ca.

La respuesta lamune hurorel pirec: no propurcisnar tra roteccldn ade-

cuada contra la infrccidn. Los anticuerpas y el camplewesta sdla pare-
cen prevenlr la invasifn temprans de ruy Jocas coepas wirslestoan, o wra
bajar conjuntamerte con ls respuesta lnmune: culular ea infecclones sew
veras (424,

Investigaciones ceclentes indican que las respucsts inamune, celular cor-—

petente, tanto aferente cono efercnte, se desarrnlla contre lu amibia-



cis invesiva, y por estudies realizados in vitro e in vivo se pienza -

que actda de ls slyulente mareras
Proteicra amibiana
2 Macréfago

Sensibllizacion

e Linfocltes T

Linfocitd T supre-
sor-citutdxico (1.}
Linfocito 7T
citotdxica (Tg)
Linfocite 4 coope- N
rador (T“)

. Blastogéresis
6
Linfocinas Aniba
(iti=§ )
7

Macrdfages

activados

La protefns (inmundgeno) aniblana puece ser yresentada de dus forias,

1) Oicectamente (427, ¢ 2 crucessdo por €l nuerdfago. Lato da por re=

sullade una gencibilizmaclln de linfocitos T, que come consecuenzia vaw

tla e sus swtpotiaclenes de linfociusn T, <onoun increrento ea la sug

Mo ozuprescre secltitfxicon T 1

petlacitn (3) y uo decramints en l.g llie

3
fnghone 4ocwpa cedures (Gle s :c*'i?tllraclS. de lus linfocltos da co

2. resultadc una respucsta proliferativa (5), que es considereblemente

ana relacidn eo limiocites T,:1. taje, » tam
“ o b



bién en wquelics pacientas oo un mes doe tepapiie ea bebsibilizecion -

y prolife aci’n estan asocladas con la producci o linfoclras, wupue
craiuwnte interferdn (iFu-$1(8), «l cual actlva a los macrdiagos en -~

contra del inmunigano (7).

La actividad el cturs celulur contra k. histilytica se ha demastrado tan

to por macrdragss activados come por linfocitus I citutdxices (£,92(42).
he5. Diaguisticoe

La amibiasis se clasiflca en intostinal y exuwreintestinal. 2l diayndsti
co puede hacerse pur métodes seroldglcos er cass de padecimicnt‘os uktrg_
intestlinal o por cutudios coproparasitoscdpicos en casos de amiblasis

intestinal,.

Para la amibiasis extralntestinal, los rltodus serclhgicos utlilizados

en el laboratoric comuv ayuda en el diagnstics de ésta, se Iniclaron en
1914, cuandn Izar demostrd anticuerpos especificos en infeccioncs por -
E. histolytica. Ua graa ndmere de téenlcas se hun desarrollado desde en

torices para obtener una prueba se:sible y confleble (38).

Eatre las técnicas de mayor aplicacidn se encuentran la contrainmunoe-
lectroforaesis (CIEF)(lB,ZQ,d{A); doble difusidén en gel de aaar (18,29,

44); aglutinacién indirecta con ldtex {13,36); fllacién de complerento
(18,28); insunofluorcscencla indirecta {21); hemaglutinacidn pasiva -

(18,28,38,44). En esta Cltims se hun utilizawuv des téenicas para sensi
bilizur gldbulos rojos de carnero coui 1) édcido tinlen y 2) glutaral-n
hide; y una tercera técnica que utiliza eritroclitos humanr::; Lipo "C" -

sensibilizados con cloruro crémico (Crc1,)(38,48).

10



Actualmente se ha implementado en muchos laboratorios la técnica inmuno
enzimitica (ELISA), (Voller y col., 1976, Thomas 1978, Yans y col., =
1979, Knoblock y col., y Speiser 1981), (13,19,20,28,41), Esta por su -
alta sensibilidad y especificidad (92-98 %}, es de las mas confiables

en el hallazgo de anticuerpos circulantes especificos contra Entamoeky

histolytica,

No obstante, aln una de las técnlcas mas sensible tiene sus inconvenien
tes. Una de las limitaciones mas importante de las técnicas serolégicas’
es que detectan anticuerpos circulantes y no todos los pagientes con in
flecciones amibianas despiertan una adecuada respuesta de inmunidad humo
ral, ésta es sdlo del 50-80 % en pacientes con disenterfia amiblana seve
ra, el 85-90 % en casos de absceso hepatico y sélo unos cuantos paclien-

tes con diarrea amibiana presentan antlcuerpos circulantes (50).

La colonizaclén del intestino con cepas patbgenas, desplerta una respues
ta de anticuerpos, pero la colonizacidn con cepas no patbégenas, raramen-

te induce una respuesta inmune.

Aunado a lo anterior, s6lo algunas técnicas son aplicables a estudios -
seroldgicos y a pruebas rutinarias del laboratotic, siendo en su mayo-
ria las memos espec{ficas, debido a que las otras tienen un alto costo

y dependen del manejo de qquipo especializado (50).

En la mayoria de los casos, para el diagnéstico de la amibiasis intestl
nal se realizan estudios coproparasitéscoélcos, &éstos estan basados en
el hallazgo de -la forma vegetativa o quistica de E, histolytica (9,11,
14,50). Hoy en dia es el método mds empleado para el diagndstico de in

fecclones amibianas intestinales, teniendo cierto grado de dificultad

11



para interpretarlo,

El examen directo, ya sea de preparaciones frescas, fij)adas y teilldas,
generalmente detectan las infecciones graves, a(n asi es necesario re-
petir los exdmenes en varias ocasiones, ya que los parasitos pueden pre
sentarse intermitentemente. Las infeccliones leves de los eliminadores
de quistes, se pueden detectar medlante técnicas de concentracién, como

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

Las diferentes metodologias empleadas en estudios coproparasitoscopi--
cos para localizar la presencla de protozoarios se resumen en la Sinme
guiénte lista:

1) Montaje hiimedo directo salino/yodo.

2):Tincidén de hematoxilina-férrica.

3) Tincibdn de tricromo.

4) Tincidn con azul de metileno.

S) Con solucién de Sargeaunt.

'6) Tincidén clarasol negro E.

7) Formalina-Yodo-Merthiclathe (MIF),

8) Fijaclén por Schaudinn.

9) Fijacién con alcohol. polivinilice (PAV).

10) Formalina (4-10 %).

11

Rlotacidn por sulfato de zinc.

12

Flotacidn salina.

13

Sedimentacibn éter-formol.

14

Sedimentacién formol-etil acetato.

15} Cultivo.

12



10} BLISA
17) Inmuncfluoresceicla

18) Ctras

Varias de estas técnicas empleadas para exdmenes coproparasitnscdplcos
tienen les slguientes inconvenicentes: rejuieren de llempas prolongados,
tedloses, on 13 meyorfa d: los caros se nccesitan por lo nenns tres -
ruestras para pedoe emitir ur diagnéstico etildgico, asi como también

contar con personal axperimentads pers su inplerentacién y diferencie-

tos intestinales (72,30},

En reclontes estudios se hen adaui=do téenicas rAs avanzadas, para emi

tir el diag

stico d2 ura amiblasis i-testinal oo~ sent el nélode in-

muncenzindtic. (ELISA) e inrunoflucreszencia (50).

Se ha vist: que i3 detecciin de antigens solull  en heces, pava diag=
nestlear amiblasic intestinal por o) mltuds irourcenzimdtico (ELISA),
posec una gras sensikilidad y especificidad, por 1o que hace a esta tlge
nica la nis c~nfiable, con respecto a ~tras téenicas ceprovarasitosab-

pieas, teoiends onao Ine-mventonte =ripeiral cu alloe custs, per lo que

nv hace accesibla egte equlpe A tadoz los laberatorics de rutina.

13



B. REACCION DE COAGLUTINACION COMO NUEVA OPCION.
B.1. Reaccién de coaglutinacién.

En una reaccidén de coaglutinacidn intervienen tres reactivos principa-
les; - Proteina A de Staghxlococcus aureus
~ Gamma globulina especifica contra un determinado ant{geno

~ Antigeno que se desea detectar.

La reaccidn entre proteina A y la gamma globulina no es en realidad una
reaccidn antigenc_antlcuerpo; se considera mas bien a este efecto como
una reaccibn pseudoinmune, ya que el sitlo activo de la fr;cclén Fab de
la gamma globulina queda libre y sin sufrir modificacién alguna (11,45).
Al realizarse la reaccidn pseudoinmune, la gamma globulina queda unida
por el fragmento Fc y expuesta la fraccién Fab de la molécula de gamma

glohulina.

En esta reaccidn pseudoinmune. interviene la bacteria (S. aureus), la
cual es tomada como soporte s4lido para la molécula de gamma globuli-
na soluble. Por lo tanto intervienen en esta reaccidn un soporte sdli-
do y moléculas de gamma globulina y se denomina a la unién como anti-

cuerpos en fase sdlida.

El anticuerpo que se une a la proteina A debe ser espec{fica contra al
gun ant{geno determinado, con lo cual el anticuerpo adquiere més firme
za, se adhlere mas fuertemente al ant{geno y en muchos casos la fase -~
sdlida puede intervenir en la deteccién de alguna reaccién Ag-Ac for-
mando un complejo detectable por aglutinacidn macroscépicF. A esta reac
clbn Ag-Ac, con el Ac adherido a una fase s5lida se le conoce como reac

cibn de coaglutinacién (10,17,18,45).

14



B.2. Prote{na A, Antecedentes.

En 1940 durante el desarrollo de pruebas seroldgicas para la tipifica-
cién de cepas patdgenas de Staphylococcus, Verwey (45) describié la pre
sencia de una proteinnﬂ ul}tamente antigénica sobre la pared celular de -
Staphylococcus como el mayor componente concentrado en una de sus cua-
tro fracciones. Mas tarde Lofkvist y Sjoquist (45) purificaron esta -
proteina de S, aureus, confirmando su naturaleza protéica y descubrie
ron en suero humano normal la presencia de anticuerpos aparentemente -
naturales en contra de ella. Grov col. (45) en una purificacidn més ri
gurosa y un estudio analltico establecieron la identidad del antigeno

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

Forsgren y Sjoquist investigando la paturaleza de la reaccién entre la
proteina A y la IgG, establecieron que la unidn ocurre sélo en la frac
cibén cristalizable (Fc) de la IgG humana, este tipo de reaccidn se le

llamb "Reaccidn pseudoinmune™ (10,17,45).

Kronvall y col, confirmaron la reactividad de la proteina y determina-
ron que la unidn se llevaba a cabo en los subgrupos 1,2 y 4 y no habla
interaccién con 1a gamma Gj. Ellos establecieron que cada microorganis

mo de S. aureus cepa Cowan I contenia aproximadamente 80 000 moléculas

de protefina A (45).

La prote{na A tiene un peso molecular de 42 000 d, estd covalentemente
unida al peptidoglicano de la pared celular, es estable a un amplio ~
rango de pH, es altamente reiistente a la desnaturalimacidén con agen-

tes quimices y f£isicos, y tiene aproximadamente 3 o 4 sitlos de unidn

15



para la Fracclén cristalizable (Fc) altamente homblogos (17,45).
B.3. Localizacién, blosi{ntesis y aislamiento de la protelna A.

Localizacidn.- Se ha demostrado que :a protefina A de S. aureus es un --
componente de la pared celular, esto puede comprobarse por técnicas in-
directas, tales comoc aglutinacifn de la bacteria con gamma globulina o

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

electrdnico (10,17,52),

El contenido de la proteina A de la pared celular, que en su mayorfa es
th constituida por peptidoglicano, indica que la distribucién de la pro
tein; A en la pared celular es de un mol por 325 moles de peptidoglica-
no monomérico. Esto estd basado Sobre un peso molecular para la protei-

na ‘A de 42 000 y para peptidoglicanc monomérico de 1141.

Las paredes celulares aisladas, tratadas con lisostafina, pueden libe-
rar protelna A. Las propledades inmunclégicas y la composicién quimica

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

Biosintesis.- Casi todas las cepas de S, aureus de origen patdgeno con-
tienen proteina A. En la pared celular, la protelna esta ligada covaieg
temente al peptidoglicano, pero el punto exacto de la unibn no estd es-
clarecido, Durante el crecimiento celular, la protefna se incorpora a
la pared celular y también se libera hacia el medio de crecimiento y -
comprende una tercera parte de la protefina A que produce la bacteria.
Existen tambi%n cepas de S. aureus, que nO 50n capaces de incorporar -~
proteina A a la pared celular y la liberan toda hacia el medio de creci

miento. Este fendmeno se observa en cepas resistentes a la meticilina.
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La protef{na A es liberada por la bacteria sin pasar por un estado cito
plésmico soluble, se incorporan a la pared celular, uniéndose covalen-

temente con el peptidoglicano previamente sintetizado (17).

Aislamiento.~ El aislamiento de 1a protefna A se puede hacer por diges
tién con lisostafina ;;:5 liberar la protefna; posteriormente se precl
pita con sulfato de amonic al 80% y el precipitado se disuelve en agua
y se dializa a 4° C. La muestra se aplica a una columna de DEAE-Sepha-
dex para reallzar un; cromatografia, usando como eluyente bicarbonato

de amonio 0.1-0.4 M pH 8. Se observa 1; absorbanclia a 280 nm y la con-
centracién de la proteina con las fraccliones colectadas. Se prueban di
versas fracciones para ver la reactividad de la protefna A éor inmuno-

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

Después de la hidrblisis acida de la protelna A, el nimero de aminoici
dos calculado en base a la composicidn integral es de 378, con un error
estimado de ¢ 6 aminodcidos, y la férmula del peso existente es de -
41 944. Las condiciones moderadas de hidrSlisis establecen que algunas

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

Sablendo que la protefna A precipita dentro de la reglén de exceso de
IgG se calcula la relacidn molar entre IgG y protefna A, 1o cual mues~
tra que una mol de protefna A enlaza tres o cuatro moles de gamma glo-

bulina (10,17,45).
B.4. Propledades fisicoquimicas,

La caracterizacidén fisicoquimica de la protefna A es de importancia pa
_ra la determinacifn de la estructura quinica de la misma Yy para com~

prender su funcidn bioldglca.
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El peso molecular de la proteina A pucde determinarse por el equilibrio
de sedimentacidén. laxpién puede medirse por cromatogéafla en gel de aga
rosa en guanidina-HCl 6 M. E1 promedio del peso molecular por estos ané
1isis es de 41,900 y el coeficiente de sedimentacién de proteina A es

de 2.1. Por los procesos de reducclén y algquilacién llevados acabo en -

la protefna A confirman que no¢ contiene ningln e¢nlace disulfuro (5-8).

Estudios quimicos muestrai, que la proteina A no contiene cisteina, ni -
cistina.y e¢sto suglere que no estd compucsta de cadenas de polipeptido

uinldas por erlaces 7o covalentes nl por puentes disuliuro {17).

En -algunus estudios hidrodinépiccs ae proteina A se evidencia que no
se comporta como una prcteina globular tipica; debide a que su radio -
frgCCLOnal (2e1) ¥y su viscosiéad intrinseca (294 g/ml), son mucho mas
altos que para tales proteinas y del mismo orden de magnitud que para
el fibrindgeno. La explicacidn seria, que la proteina A puede existir
comn una espiral lineal, puede ser una molécula rigida de forwa extendi
da o la posibllidad de que contenga reglones de estrﬁctura ordenada, =~

conectada por mis segmentos flexibles de cadenas de polipéptidoes.(17).
B.Y. Propledades bioldgicas.

La proteina A de S. aurcus reacciona con la gamma globulina de mamiferos

y mds especificamente con el fragmento Fc (fraccldén cristalizable) de -
la lgG. Se ha establecido que todos los sueros ‘humanos tlene5 los llara
dos anticuerpus naturales contra esta proteina de la pared celular y se
dencstrd qua 1a capacidad del suero normal humano para aglutinar frente

a 5. aureus, estd basada ern una reaccid- coun este antigeno, el cual se
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le didé el nombre de proteina A para distinguirla del polisacdrido A.

La proteina A reaccicna con gamma globulina de mieloma, observandose en
una prueba de precipitacién, lineas delgadas y tenues en comparacién -

con las bandas de precipitacidén de IgG normal.

Una molécula de IgG estd compuesta de dus tipos de cadenas de polipépti -
do, H (pesadas) y L (ligeras). Se ha demostrado que el fragmento Fab es
td compuesto de purciones de cadenas H y porciones de cadenas L, mien-

tras que el fraguento Fc (nicamente de porciones de cadenas H (10).

Si la protefna A se incuba con 1gG normal o con cadenas H de 1gG normal
[} Igb de micloma, la reacclén de preclpitacidn del sobrenadante con 1gG
normal se inhibe completamente., No hay inhibicidr. con cadenas L de 1gG

normal o de mielomas También se observa que la parte reactiva de la ino>
lécula de IgG son las cadenas H, mlentras que las cadenas L, no reaccig

nan (10).

La reaccidn de la prctefna A con el fragmento Fc y con cadenas H separa,
das, indican que el sitic de actividad real del anticuerpo, localizado
en ¢l fragmento Fab que contlene ambas cadenas H y L, no se involucra -

en la reaccidn.

La IgG humana cuando reacclona para precipitar con la proteina A de —-=

5. aureus no es en realidad una reaccidn de combinacidn Aé-AC, pero in-
volucra el sitio en la parte Fc de la molécula,.indlcando probablemente
la presencla de un sitio'activo de combinacién para la protelna A en la

mclécula de IgG (10,17).

Lsandc el método de difusidn de Cuchterlony, se prucba la precipltacidn
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de la proteina A contra subgrupos de cadenas H de IgG y se puede obser
var precipitacién (nicamente con los subgrupos IgG,y I9G, ¥y IgG,, mien
tras que la reaccidn contra subgrupos 196, no muestra ninguna reactivi
dad, mostrando as{ una deficienclis ntigénica con respecto a los otros

subgrupos de IgG (10).°

La ausencia de la reaccién de la proteina A con IgG, puede ser debida
a una deficlencia estructural distinta en la porcién Fc de este subgru
po. Estas diferenclas son claramente aparentes usando sueros selectivos

en la descripcién inicial de la cadena de subgrupo IgGJ.

La proteina contenida en S, aureus tratada con formol, puede ser utili
zada como una part{cula adsorbente de 1gG. Esta reaccidn como se ha di
cho no es en realldsd una reaccién Ag-Ac y puede confirmarse por descyu
brimiento de dos sueros de mieloma con alte tftulo de anti~estreptoli-
sina (ASO), que incrementa la capacidad para precipitar la protefna A,
las actividades seroldégicas fueron detectadas en las mismas moléculas

de inmunoglobulinas. Como puede verse, la actividad ASO se encontrd en
preparaciones del fragmento Fab, mientras que la reactividad contra la
proteina A se detectd en preparacionesde la cadena H. Esto indica dife

rentes localizaclones de esta reactividad (17),

La presencia de reactividad de la proteina A en subgrupos de gamma glo
bulina 1, 2 y 4 con ausencia de ella en el subgrupo 3, indica que la
reactividad se adquiere en las cadenas H particulares producidas por -

tres genes diferentes.

Be6. Estudio quimico y comportamiento inmunolégico.
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para el fraccionamiento de la protelna A se utiliza un cultivo de 18 -
horas de la cepa Cowan I en agar nutritivo, cosechado y tratado para -
la extraccidn de la protefna A por precipitacién con &cido tricloro -

acético y etanol después de una digestibén para la liberacién de la pro
telna A de la pared c;fufar de la bacteria. Los precipitados &cidos 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 iénicdo para purificar la protefna (10,17).

Las fracciones se examinan espectrofotométricamente, por pruebas de for

macidén de anillos de precipitacién, y precipitacién en gel de agar. Las

fracclones positivas en las pruebas seroldgicas se colectan al vaclo y

pueden conservarse dializadas. Esta fraccién se denomina protefna A Pu

rificada, que se ha seguido por métodos convenclonales de aislamiento

de protelna:

- Extrayéndola por ebullicién durante una hora, seguida por precipita-
cién a pH 3 con etanocl.

- Usando filtracidén en gel y electroforesis.

~ Digestién de Se aureus con lisozima, Segulda por cromatografia de in

tercamblo de DEAE-Sephadex y filtracidn en gel de Sephadex (17},

Se pueden tener ventajas utilizando una herramienta inmunolbgica, el -
inmunoadsorbente, para una purificacién répida de protefna A en un ——
8olo paso. El método es para laboratorios donde la proteina A puede -
ser de uso potencial en la tipificacién de inmuncglobulinas. As{, cer-

ca del 92 % deAIgG humana normal puede combinarse con protefna A.

Se ha descublerto que las cepas de Staphylococcus aureus que son resis
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tentes.a. la meticilina, no incorporan protefna A sobre su pared celular
pero conservan su capacldad para sintetizar la proteina, la cual se ex-
creta por estas cepas particulares hacia el medio, como @na exotoxina.
Estan pueden resultar convenientes para el procedimiento de purifica-

cibén de la protefna A por inmunoadsorcidén (17).

La prueba de correlacién cntre da produccién de proteina A en patogeni-

cidad de Staphylococcus aureus es sensible y especifica.
B.7. Aplicaciones de la reaccidn de coaglutinacidn.

Una excelente descripcidn de este tipo de prueba puede ser encontrada -
en éesﬁmcnes de Wasilauskas (45), yuién enfatiza que la prueba de aglu-
tinacién ha sido dtil en la deteccidn tanto de antlgeno soluble, asi cgo
wo‘de células intactas. Algunos ejemplos son la deteccldén de enterotdxi
na termoldbil de k. coll, la deteccién de antigenos de Haemophylus --

influenza tipo B (17), y antigeno de Legionella pneumophylax (45), en -

fluidos corporales, identificacién rdpida del virus de influenza, la se
micuantificacibn de microglobulina By ¥ 12 detecclén de plasma seminal
humano (45), serotipificacidn de Nelsseria gonorhoea, serotipificacién

de Mycobacteria e ldenlificacién de Streptococcus del grupo A (17},
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ils PARTE EXPERLMENTAL.
A. Materiaul bloldgico.

Cepa de Staphylococcus aureus Cowan 1 {KhCTC~-8530, ATCC-12598),

Albumina sérica bovinae

Gamma glubulina monoclonal anti-Entamoeba histolytica (contra un antl
genc de pared de E, histolytica, obtenido en ratdn), proporcionade por
el Instituto Nacicnal de Investigaciones Blomédicas de la U.N.AM.

Cuepa de Entamceba histolytica HM1-IMSS., Proporcionada por el Centre -

Médico Waclonal de Méxlco. L.#.5.8.

Muéstras kioldglicas: materia-fecal fresca proporcinadas por el Instie
tuto Naclional de Pediatria (antes U1F) , 0l laboratorio de andlisis -
olinicos LUME (Xochimllco,B.F.)y y el Hosuital General de Méxlico L3A.

Controles: positivo.-~ Staphylococcus aureus forrado con gamma globuli

fa moneclonal anti-t, histelytica + antigeno soluble amibiano.

negativo.~ Staphvlococcus aureus forrado con gamma globulina monoclo-

nal anti-Eg higtolytica + sobrenadante de materia fecal negativa.
Suero normal de conejo. Suerc de conejo adsorbido con suspensidn de =
Staphylogeccus cepa Wuod 46,

B. Medlos de cultivo.

Agar soya-tripticasa

Caldo soya-tripticasa

C. Condiciones, éptimas de crecimiento para la produccidn de la protefra

A.

La zepa Cowan 1 se¢ sienbra en cajas de Pebri conteniendo agar soya-trip
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o L LG .
ticasa y su incuia durante 24-44 horas a 37°C cuu el [in de oblener un

crecimiento para senilla.

Esta suspeusitén semilla de S. aureus se siembra en matraces Erlenmeyer

conteniondo caldo soya-tripticaesa previamente esterilizadeo. Se lncuba =
durante 24~48 horas a 5;0& con agitacidn constante, con ¢l fin de oote-
ner una oxigenacién homogénea en todo el medio de cultivo. bajo estas -
condiciones de crecimiento, se obtiene de la cepa Cowan I el mejor ren-
dimiento en la producclén de protefna A y ademds, incorporada & su pared

celular.

Pueden utilizarse otros medios de cultivo para la produccidn de protel-
na A, ¢ mo caldo C.C.Y. (Casein-Casein~-Ycast), o mediy de extracto de =~

carne (17).
D, Fijacién de protefna A en la bacteria.

Una vez creclda la bacteria en caldc soya-tripticasa se procede a cose-
char el paquete celular, el que se separa del medlo por centrifugacidn
a 6000 rpm durante 15-20 minutos. Las bacterias obtenidas pecr centrifu-
gacldn se lavan tres veces con buffer P.B.S. pH 7.2 que tlene la si-
guiente composicidn:

Buffer P.B.S. pH 7.2

KH,PO, 0.15 M 24.0-m1
Na,HPO, eem 0.15 M 76.0 ml
NaCl 0.15 M e 100,0 ml
Nal, G.1 4 0.2 g

Los lavados con buffer eliminan todo resto de protelnas y sustancias -



que pueden sensibilizar a Staphylococcus. Después de los lavados, se -
suspende el paquete celular al 10 ¥ v/v en el mismo amortiguador con -

0.5 % de formol.

Esta suspensién bacterlana con formol se deja durante tres horas a tem
peratura ambiente con agitaclén ocasional, e inmediatamente se lava de
nuevo tres veces con amortiguador P.B.S. para eliminar el formol y se

suspende nuevamente al 10 % v/v con amortiguador P.B.S.

La suspeﬁsién bacteriana se trata con calor, sumerglendo la suspensidn
en un bafio de agua a 80°% y dejdndola expuesta a esta temperatura du-
rante 5 minutos. Se retira la suspensidn del calor y se enfria ripida-
mente en un bafio de agua a 2-4% y se mantiene hasta que alcance esta
temperatura. Una vez tratada la suspensidn bacterlana con calor y for-
mol se hacen 2~3 lavados adicionales para eliminar impurezas y se hace
una suspensidén final al 10 % v/v en amor tiguador P.B.S., con azida de

sodio al 0.1 %.

En esta suspensibn, la actividad de la proteina A se mantiene después

de tres meses (permaneciendo en refrigeracién a 4°C hasta su uso). An-
tes de usar el Staphylococcus para adsorberlo con la ganma globulina -
monoclonal anti-E. histolytica, las bacterias se centrifugan para eli-

minar el schr dante y se r penden a una concentracibén f£inal de -

10 % v/v en amortiguador P.B.S. pH 7.2 contenlendo NaCl (150 mM), EDTA
(1 mM), NaN, (0.2 %), desoxicolato de sodlo (0.5 %) y tween 80 (0.5 %),

dejindose a tepmperatura ambiente durante 15 minutos.

Posteriormente se centrifuga la suspensidn para eliminar el sobrenadan

te y se lava una vez con P.B.S. El paquete celular se suspende en bu-
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ffer P.B.S. al 10 % v/v, conteniendo un mg de albimina sérica bovina -

por ml.

Esta suspensién bacteriana se puede sensibilizar con gamma globulina -

monoclonal anti~Entamoeba histolytica.

E. Técnica para el acoplamiento de gamma globulina monoclonal anti-E.
histolytica con protelna A de Staphylococcus aureus.

Para poder tener una reaccidn de coaglutinacibn satisfactoria, deben to
marse en cuenta, desde la produccidn de la protefna A de S, aureus, has

ta el anticuerpo especifico que se desea unir a la protelna A.

En la produccidn de protelna A, se observa su mximo rendimiento utili
zando la cepa Cowan I de S. aureus, que tiene como caracterf{stica, ade
més de producirla en gran escala, la fijacidén a su pared celular, ya -
que algunas cepas de Staphylococcus la secretan hacia el medio de cul-
tivo y no la retienen sobre s{. Por ejemplo Staphylococcus mepa Wood -
46 produce protef{na A, pero en menor escala en comparaclén de la cepa

cowan I,
F. Incorporacidn de la gamma globulina a la protefna A.

La incorporacién de la gamma globulina a la protefna A es especi{fica e
inmediata. Se adiciona 0,1 ml de gamma globulina monoclonal anti-E,.
histolytica (anticuerpo monoclonal de pared), sobre un ml de la suspen

816n al 10 % de S. aureus cepa Cowan I.

Después de mezclada la suspensibn, se coloca a temperatura ambiente du
rante tres horas con agitacidn ocasional, a las tres horas se lava dos

veces con buffer P.B.S. y gse suspende al 1 % en el mismo conteniendo azi
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da de sodio. Esta se mantiene a 49C. y contiene a Staphylococcus forra-
do de gamma globulina monoclonal anti-E. Histolytica, lista para reac-
cionar frente a el antigenc soluble espec{fico (E. histolytica), que --

puede detectarse por reaccidn macroscépica de aglutinacidn.
G. Tratamiento de muestras.

El antigeno soluble de E. histolytica puede ser extraldo directamente -
de las muestras de heces del dla, haciendo una suspensidn al 10 % apro-

ximadamente con soluclén salina isotdnica.

Se adicliona de 9 a 10 ml de solucién salina isotdnica por cada gramo --
aproximado de materia fecal. Algunas veces se agita vigorosamente y se
deja reposar tres minutos. De la suspensidn anterior se toma una peque-

Aa porcidn y se centrifuga a 2000 rpm durante 5 minutos.

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

el precipitado puede ser desechado.
Dewarrollo de la prueba.

1.~ La prueba se realiza con el reactivo de coaglutinacién al 1 % prepa
rado anteriormente (S. aureus forrado de gamma globulina monoclonal
anti~-E. histolytica.

2.- En una placa para aglutinacidén se colocan en tres distintas areas -
de reaccidn:
Una gota del sobrepnadante 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 coaglutinacidn a cada area

de reaccidn.

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

movimiento rotatorio por 2 a 3 minutos.
Interpretacidn de la prueba.

1.~ El control positivo deberd dar una aglutinaclén macroscépica a la -

cual pueden ser referidas las muestras problema.

2.~ El control negativo deberd dar una suspensidén homogénea, que debe -

tener la muestra negativa.

3.- La lectura deberad realizarse dentro de los primeros 3-4 minutos. Si
postetiormente llegari a dar positiva la prueba, no debe ser tomada

en cuenta esta reaccidén, se recomienda repetir la prueba.
H. Pruebas control.
H.1l. Control de actividad de la protefna A.

Con el fin de observar la actividad se puede realizar la siguiente reac
cién. Se puede pegar primeramente gamma globulina normal a la proteina

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

La suspension final se prueba con un suero de Coombs y se observan los

resultados siguientess

Suero de Coombs- Aglutinacién macroscdpica

S._augeus (Cowan I) a los 15 seq

sensibilizado con +

»-globulina humana

normal. Sol. salina I. - Suspensidn homogénea a los
3 min.
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En esta reaccidn también poedemos observar si la gamma globulina se ha-

adsorbido sobre la pared de Staphylococcus por la fraccldn Fc.

He2. Control de actividad del reactivo preparado (S. aureus forrado de

gamma globulina mondclonal anti-E. histolytica).

Para la prueba del control positivo, se hace reacclionar; S. aureus fo-

rrado con gamma globulina monoclonal anti-E. histolytica frente a un ex
tracto de heces en solucidn salina conteniendo antigeno soluble de E, -
histolytica HM1-IMSS., Por otro lado se coloca sobre el extracto control
positivo una suspensién de Staphylococcus forrado con suero normal de -~

cone jo, observandose los siguientes resultados:

Staphylococcus sensibilizado Staphylococcus sensibilizado
con gamma globulins monoclo- con suero normal de conejo

nal anti-E. histolytica

. +

Extracto de heces con E. histolytica Eh/Eh

(Eh/Eh).

Aglutinacién de 1 a 2 minutos Suspensidn homogénea en 3 minutos,

La suspensibn de Staphylococcus sensibillzado con jlglobulina monoclonal
anti-E, histolytica se coloca también frente a solucidn salina isotdni-
ca, para observar sl hay alteraciones de la misma suspensién o presen-

cia de autoaglutinacidn del reactivo preparado.
1. Determinacidn de la sensibilidad del reactivo preparado,

Preparacidén.- El ant{geno soluble amibiano se prepard a partir de E. -

histolytica cepa HM1-IMSS' de cultivo axénico, a la cual se inactivd por
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repetidos cambiocs de temperatura, de 75 a OOC, y se centrifugd a SGOO -
rpm durante 15 minutos. Al sobrenadante obtenido se le determind la can
tidad de proteina por el método de Lowry (3.3 mg/ml), A éste se le deng

mind ANTIGENO AMIBIANO SOLUBLE. {ver apéndice).

A partir del antigeno amibiano soluble preparado anteriormente se reali
zaron las diluciones respectivas y se adicionaron éstas a un gramo de -
materia fecal (fresca y negativa por examen coproparasitoscdpico), como
muestra la tabla I. Se mezclaron y se dejaron reposar por 24 horas des-
pués de las cuales se procedio a probarlas y determipar la sensibilidad

del reactivo preparado,

No, Mtra Mat. fecal Conc. Antlgeno ami
biano soluble{mg/ml}

1 149 3.3

2 " 2.64

3 " 1.98

4 " 1.32

S " 1.09

6 " 0.66

ki " 0.33

8 " 0.264

9 " 0,198

10 " 0.165

1 . " . 0.132

12: " 0.099

13 " 0.066

14 " 0.033

15 " 04026

16 " 0.0198

17 " 0.0132

18 " 0.0066

19 : " C(+) Control positivo
20 " Cc(=) Control negativo

T@BLA I. DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD DEL -

REACTIVO PREPARADO.
Materia fecal con diferentes diluciones del an-
tigeno amibiano soluble,
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I1II, RESULTADOS Y DISCUSION.

En este estudio se probaron un total de 200 muestras fecales, a las cua

les se les realizd previamente un estudio coproparasitoscdpico por téc-

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

rediatria (antes D.I.F.), en el Hospital General de México SS5A. y e.n el -
Laboratorio de Analisis Clinicos LOME (Xochimilco).

Las muse‘tras fueron tratadas de z;cuerdo a la técnica descrita anterior-

mente y se probaron por la reaccién de coaglutinacidén ya descrita, obte
niéndose los siguientes resultados:

SENSIBILIDAD DEL REACTIVO PREPARADO.

La tabla II muestra los resultados obtenldos para determinar la sensibi
1idad del reactivo (S.aureus forrado con gamma globulina monoclonal —e-

anti-E. histolytica).

No. Mtra. Mat. fecal Conc. Ag sol. Resultado.

(mg/ml)
1 149 3.3 +red
2 " 2.64 it
k] " 1.98 +et e
4 " 1.32 +red
5 " 1.09 +ies
3 " 0.66 44
7 " 0,33 Tt e
8 " 0.264 tree
9 " 0.198 Tree
10 " 0. 165 Tred
-11 " 0,132 4t
12 " 0.099% ++
13 " 0.066 -
14 " 0.033 -
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Continuacién de la tabla II.

No. Mtra., Mat. fecal Conc. Ag Sol. Resultado.

. (mg/ml)
15 1gq 0.026 -
16 " 0.0198 -
17 Tea 0.0132 -
18 " 0.0066 -
19 " Cl+) e
20 " C(~) -

TABLA II. SENSIBILIDAD DEL REACTIVO,

Este método tiene una sensibilidad que permite detectar > 100 ug de pro
teina de antigeno amibianc soluble por gramo de heces, que equivalen a

mas de 200 trofozofitos (53).

En estos resultados se nota una alta sensibilidad del reactivo prepara-
do (S. aureus forrado con gamma globulina monoclonal anti-E. histolytica)
que llega a detectar hasta 100 ug de ant{geno amibiano soluble por gramo

de heces,

Las pruebas se realizaron por triplicado y se compard en cada caso con
los respectivos controles positive y negativo. La alta antigénicidad de
E. histolytica tal vez es unc de los factores que realzan la sensibili-
dad del reactivo, aunado a esto la gran senslbilidad que tiene por si -

misma la reaccién de coaglutinacién (45).

Por lo anterior puede verse que el reactivo es capaz de detectar canti-
dades muy pequeflas del antigeno amibiano soluble presente en heces, lo
que podria ayudar a discriminar muestras parasitadas de las no parasita

das.
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ESPECIFICIDAD DEL REACTIVO PREPARADO.

Los resultados de las 200 muestras probadas por examen coproparasitos-

cdpico y reaccidn de coaglutinacidén se muestra en la tabla III.

Parasito enc. por: Examen CPS Reac. Coe_glutinacic'm % positividad
+ E. histolytica -

E. histolytica 47 46 1 98 %
E. coli 24 12 12 S0 %
A. lumbricoides 30 1 29 3.3 %
T. trichiura 8 0 8 - 0.0 %
E. hominis 5 aQ 5 0.0 %
G. lamblia 1 ' 0 1 0.0 %
Negativas 85 - 26 59 30.5 %
Subtotales 200 92 108 -

Totales 200 ~ 200 -~ -

TABLA ITI. ESPECIFICIDAD DEL REACTIVO PREPARADO.

Los resultados anteriores podemos graficarlos de la sigulentes manera:

%
% positividad 100
4 “
o
3 § 2 g
5 S 8 o 3 3
50 .
g A 6 & 49 ¢
n 8 Lol E E z
-l 3 o) o L]
= - + £ -
ul A b alogl ‘30.5 %
98 % 50 % 3.3 % 0.0 % Parasitos.

Fig. 1 GRAFICA DE ESPECIFICIDAD DEL REACTIVO

Esta grafica nos muestra la capacidad discriminativa gue posee el reac

tivo preparado (S, aureus forrado con gamma globulina mono‘clcnal anti~
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E. histolytica), noténdose una elevada especificidad para detectar --

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

reconocida por el examen coproparasitoscpico, teniendo en cuenta que -
en la mayoria de los casos su identificacidn al microscopio se hace di-

£leil distinguir Entam;eﬁa coli de una E. histolytica, ya que muchas ve

ces se confunde una de otra, por el tamaiio, siendo necesario para esto,
gran habilidad y experiencia por parte del examinador. Inclusive muchas

veces una infeccidn con E. coli va acompafiada de E. histolytica (43},

Nuestro reactivo, es altamente eficiente debido a que la gamma globuli-
na monoclonal que esta adsorbida sobre el 5. aureus es especifica con-
tra la pared de E, histolytica, por lo que tiene la capacidad de discri

minar a E. coli de E, histolytica.

Los resultados de las muestras coproparasitoscdpicas, 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 previos; por lo que siempre
se sugiere realizar estudios seriades, Por lo anterior la prueba de ~-
coaglutinacién en casos negativos puede demostrar la presencia de 1; -

enfermedad.

En el caso de Glardia lamblia, Enteromonas hominis y Trichuris trichiura

por lo tanto la positividad por reaccidén de coaglutinacibén fue de 0,0 %
notindose un alto grado de especificidad del reactivo. No obstante el -
nimero de muestras estudiadas, no es representativa para descartar una

probable reacclén cruzada con Entamoeba histolytica, Por lo que un estu

dio mis detallado podrf{a o no dar la confirmacidn de nuestros resulta

dos. Al ser probado el reactivo con otros parasitos intestinales, se -
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nota una discriminacidén elevada de estos, con casos aislados de positi-

vidad por ejemplo: Ascaris lumbricoides (3.3 %), de los cuales sdlo po-

demos decir, que pudieran haber pasado desapercibidos algunos quistes -
de E, histolytica en el examen coproparasitoscdplico y por lo tanto dar

reaccidn positiva por la técnica de coaglutinacién, ya que muchas veces -
una enfermedad parasitaria intestinal puede ser debida a otros parasi-
tos, o en su defecto que el paciente sea un portador sano de Entamoeba
histolytica al que no se le presentd un tlpico cuadro clinico amibiano,

sino el debido a otro parasito.

e
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IV, CONCLUSIONES.

La reaccidn de coaglutinacidn es una técnica inmunolégica confiable pa-
ra la identificacién de Entamocba histulytica en heces, es sensible, es
pecifica y no depende de la experiencia en el reconocimiento de la for-
ma vegetativa o quistica del parasito. Ademds ticne la ventaja que la -

prueba se realiza en un tiempo corto.

£l reactivo preparado para este estudlo (S, aureus forrado con gamma -
globulina monoclonal anti~E. histolytica), tiene una alta sensibilidad,
pues es capaz de detectar hasta 100 ug de ant{geno amibiano soluble por
gramo de heces; y una elevada especificidad para discriminar Gnicamente
E. histolytica de entre otros parasitos intestinales, No obstante el -
haber encontrado positividsd a E. histolytica también en muestras posi-
tivas a E. coll (12 muestras) y negativas (26 muestras) obtenidas por -
"pxamen coproparasitoscopico. Esto iltimo se puede deber a que los quis-
tes de E. histolytica pasaron inadvertidos al momento de reallzar el ~

examen (ver an&lisis de resultados).

Al comparar las ventajas de la técnica coproparasitoscdpica con la de

coaglutinacién, se desprende que esta Gltima es superior, pues se evita
la dificultad que implica el escrutinio y discriminacidn de paréasitos

al microscopio, Esto hace que la reaccidn de coaglutlnacién sea una nug
va opcibn para el diagndéstico de amibiasis intestinal, lo que le permi-
tirfa fuera implementada en laboratorios de rutina, como una prueha con
firmativa de amiblasis intestinal y prevenir un probsble caso de amibia
sis extraintestinal, que pudiera llegar a provocar un absceso hepitico,

debido a la frecuencia que tiene este parasito en la poblacidn de nues-

6



tro pafe.

Resumiendo, podemos decir que la reaccidn de coaglutinacidn puede ser
de gran utilidad al sector salud en nuestro pals por las ventajas que
ofrece, pero para su implementacidn se hace necesaria la afinacién de

la técnica.

Con el auge que actualmente han adquirido el estudio y produccidn de :
anticuerpos monoclonales, en un futuro esta técnica puede tener las -
ventajas de alta sensibilidad y especificidad a un bajo costo, que es
comparable a otras técnicas que por su alto costo (ELISA), las hacen -

inaccesibles a muchos laboratorios clinicos de rutina.
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APENDICE,

DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METCDU DE LOWRY.

Reactivos:

a)

b

[+

Sulfato de cohre pentshidratado al 1.0 %.
Disolver 1 g de sulfato de cobre pentahidratado en 50 ml de agua des

tilada, aforar a 100 ml con agua destilada.

Solucidn de tartrato de sodio y potasio al 2,0 %.
Disolver 2 g de tartrato de sodio y potasio en 50 ml de agua destlla

da, aforar a 100 ml con agua destilada.

Solucidén de carbonato de sodio al 2.0 %.
Disolver 2 g de carbonato de sodio en 50 ml de hidrbxido de sodio 0.1

wol/l. aforar a 100 ml con solucibén de hidrdxido de sodio.

Solucién I.

Se prepara mezclando 1 ml de la solucidn de sulfato de cobre pentahi
dratado y 1.0 ml de la solucidn de tartrato de sodio y potasio en 100
ml de la solucidn de carbonato de sodic (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 destilada para ponerloe 1 N.

Solucién de albimina sérica bovina conteniendo 100 ug/ml.
Disolver 0.1 g de alblmina sérica bovina (ASB) cristalizada y purifi
cada en 500 ml de agua destilada, se afora a 1000.ml con agua destl-

lada,
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Métado:
- Preparacidn de la curva estandar:

- En una serie de tubos de ensayo, se preparan a partir de la solucidn
de ASB, diluciones que contengan 20, 40, 60, 80 y 100 ug de proteina
por ml.

~ En otros tubos, se mide 0.1 ml de la muestra de antigeno (Ag).

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

~ Se aflade 3,0 ml de la solucidn I.

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

- A ;ada tubo se le agrega 0.3 ml de reactivo de fenol Folin-Ciocalteau
1N,

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

- Se hace la lectura de la D.O. en un color{metro a 500 nm de longitud

de onda.
Interpretacién.

- Se grafica la D.O. contra la concentracién usando papel milimétrico.
- Se obtiene la concentracién de proteinas del ant{geno por interpola-

cibn de los valores de D.O. en la curva patrén.
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