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CAPTIULO I

INTRODUCCION

1.1 Staphylococcus aureus RICO EN PROTEINA A.

Verwey en 1940, fué el primero en describir la protefna A, cam unma pro-
tefna antigénica presente en los Staphylococcus aureus patSgenos del tipo A.

Grov propuso la designacifn de proteina A para evitar confusiones con el poli
sacfrido A que también es antigénico. (34,38,82)

En 1966, Forsgren y Sjomquist demostreron la capacidad de la mayorfa de
los sueros humanos de aglutinar frente a Staphylococcus ‘aureus, lo que se atrd

buyS a la presencia de los 1lamados anticuerpos naturales, sin embargo, actual
mente se conoce que en realidad este fendreno o representa una reaceifn inmu-
ne, (38,62) Se ha demostrado que principalmente en los fregmentos Fc y Fe' de
la molécula de IgG reside la capacidad de unirse a la protefna A, ya que cuan-
o se obtienen diferentes porciones de la IgG por reduiceién con A4 mercapto-
etamlehidxﬁ]isismnpapﬁmyseponénencmﬁzctnmmg&ldeagavcm
1a protefna A se cbtienen los siguientes resultados:
a) Cuando se hace reaccionar la protefna A con la Ig6 tratada con 8
mercaptoetanol, solo se obgerva una fuerte precipitacifn con las
cadenas H y no con las cadenas L.
b) La hidrlisis de la IgG con papafna produce residuos Fe, Fe'! y Fab
108 que al reaccionar con la protefma A, solo presentan precipita
cifn los fragmentos Fc y Fe'. las pruebas se 1levaron a cabo con
suercs normales y con IgG de mielomas, obtenierdose los mismos re



sultados, con un registro de precipitacién mis fuerte ocn la IgG
de mieloma, debido a que se encuentra en una mayor cantidad. (34)
Con estos datos podemos decir que la reaccién se lleva a cabo me
diante 1a unién de la protefrd A a la fraccifn Fo de 1a IgG por
lo que ro es una reaccibn immune, ya que el fragmento Fab de la
inmmoglobulina queda libre para enlazarse con su antigeno espect
fico. (62,82)

La proteina A del Staphylococcus fu€ localizada recubriendo la pared ce-
lular de aproximadamente el 90 al 96% de las cepas aisladas de S. aureus estu
diadas. (82) Lla especie Cowan I sintetiza gran cantidad de proteina A, (36,82,
112) y se ha demostrado que contiene el 1.7% de la protefna A, ésto en peso se
co total de cflulas liofilizadas y el 6.7% del peso seco de paredes celulares
aisladas. (96) EL 90% de la proteina A en la bacteria se encuentra en la pared
celular y el 10% estS libre en el citoplasma. (75)

las méléculas de protefna A estfn densamente distribuidas en la superfi-
cie de la bacteria con aproximadamente 80 ODOmléaﬂaspo;‘célula.(BZ)Dnap_
te el crecimiento celular la proteina A ademis se 1ibera hacia el medio de ail
tivo, que camprende aproximadamente un tercio de la protefna A que es produci-
da por la bacteria. Ademis hay cepas de ‘Staphylococcus ‘aureus que son incapaces
de incorporar la protefna A a la pared celular y por lo tanto se libera al me-
dio. (75) Esto se determind por t€cnicas indirectas tales como aglutinacifn
de 1a bacteria con ' globulina y/o por el estwdio de la adhesifn de 1a  §
globulina a la pared celular bajo un microscopio electrénico. (96,115)



El prerrequisito para estudios de la estructura y actividad biolSgica de
1a protefna A, es que la protefna pueda ser separada de la bacteria con un al
to rendimiento y en estado puro. (97)

El papel hiolSgico de la protefna A no esti bien definido, la ventaja po -
tencial de la bacteria es la immobilizacién de anticuerpos, por la wnifn a
la porcifn Fe. (82) Estas Mson algunas" razones de interes de el uso de la pro
tefna A, ademis de ayudar a determinar ciertas actividades biolégicas asoeciadas
con la poreifn Fe. (97)

1.2 CARACTERIZACION BIOQUIMICA TE IA PROTEINA A.

1a proteina A del Staphylococcus ‘aureus es muy estable, es una proteina
que retiene su actividad despufs de ser expuesta a soluciones concentradas de
urea, tiocianato, clorhidrérido de guanidina o a pH y temperaturas extremas.
Taphién retiene su actividad despufs de ser conjugada con algunas moléculas -
cam: eritrocitos, fluorescefma, ferritina, oro, yodo (125) (1251), tritio
(aﬂ)yalg\masamim.scanlainvertasa, gluoosa addasa, percaddasa, fodg
tasa alcalina y biotina. (13,14,48,71,80,82)

la protefna A est8 wnida covalentemente al péptidoglucano de la pared
celular, €1 que fué obtenido por la digestifn de las cflulas con lisostafina.
(45,75,96) La protefna A aislada despuls de la digestibn tiene un peso mole-
cular de 42 000 y su forma es marcadamente extendida, mis que de forma globu-
lar, &sto se determind por el cociente fraccional de 2.1 a 2.2, su visocosidad
es de 29 ml/g y su punto isoelfctrico es de S.1. (7,45,69,75,82,97) la estyuc



ture secwdaxviadalapmteimAensoludSnsehaesmdiadomcient@éntey
revel5 una ot hflice que comprende alrededor del 50% de la molBcula, (22,69)

El anflisis de digestiones tripticas revela que la proteSna A se encuen-
tra compuesta por diferentes aminoScidos dispuestos en nfiltiplos de cuatro, lo
que indica la pmsenma de cuatro regiones altamente homSlogas con secuencias
repetidas de aminofcidos; cada una consiste de una secuencia casf identica de
aproximadamente 60 aminoScidos. la parte N-terminal consiste de cuatro unida-
des arregladas consecutivamente, altamente homSlogas con una masa molecular de
aproximadamente 7 000, la parte C-terminal de la protefna camprende una masa
molecular de 15 000; est§ unida covalentemente al péptidoglucanc de la pared
celular de la bacteria, contiene 150 aminoScides no asociados con la secuencia
repetitiva de las uniones Fc, es una regifn de forma extendida ain la capaci-
dad ‘de enlazarse a la porcibn Fo. (82)

la interaccifn entre la parte Fe de la IgG humana y una unidad de enlace
Fc de la protefra A ha sido estudiada por cristalogrefia de rayos X. (22) EL
gitio de unibn de. la protefna A a la parte Fo fuf localizado en el dominio
%y%,&mmheshummdxmmmmldehmdad&aﬂace
Fo se estableciS. (22,82)

El nfsmero de aminoScidos calculados en base a su camposicifn es de 378,
con un errer estimado de * 6 aminoficidos, 1o que da un peso molecular de
41 494, (Tabla 1.1) Este peso molecular obtenido experimentalmente es acarde
con el peso molecular de 42 000 establecido anteriormente,



1a presencia de éstos miiltiples sitics de unidn permite que la protefna
A sea iodinada sin la pérdida total de la capacidad de unirse a la inmunoglo
bulina; la nitracifn de todos los residuos tirosil con tetranitrametano supri
me la unidn con la parte Fe¢, el tetranitrametano convierte la tirosina en
3-trinitrotirosina. (82,94) la pérdida de la reactividad de la proteina A des’
puds de 1a iodinacibn es directamente proporcional al nfimero de residuos tiro
sil que fueron iodinados. (82)

Se puede suponer que al tener la proteina A cuatro regiones homblogas,
tiene 1a capacidad de enlazar cuatro immunoglobulinds. Sin embargo, al reali
zar una curva cuantitativa de precipitacién entre la proteina Ay la IgG huma
na se encuentra que el camplejo precipita en la regifn de exceso de IgG..Cono
cidos estos datos se calcula la relacifn molar que existe entre la IgG y la
protefna A, la cual es de 2,1:1, lo que nos muestra que una mol de proteina A
reacciona con dos moles de irmmnoglobulina. (67,70,97) la relacifn molar que
se presenta es debida probablemente a un impedimento estérico que no permite
la unifn de las cuatro inmmoglobulinas a la protefna A. (69) Este cllculo
esti basado en el peso molecular de 42 000 de la proteina A. (67,70,97)

1.3 REACTIVIDAD IE LA PROTEINA A CON LAS ITNMUNDGLOBULINAS.

La protefna A se une a la porcifn Fc de las immunoglobulinas comtenidas
en el suero de casi todas las especies de mamiferos, entre las cuales se pue
den citar, en arden decreciente en su capacidad de enlace: humano, perro, cuy,
burro, caballo, conejo, ratén, hémster, rata, cabra, oveja y pollo. (83) Efec
tuando ensayos cualitativos de la proteina A con el suero, se mostrd escencial
mente que no reacciona con el suero de peces, anfibios, reptiles y aves.



Aminoicidos No. de Residuos
Lisina 52
Histidina o
Arginina Ou
Acido Aspértico 80
Treonina 06
Serina 1y
Acido Glutfmico 60
Prolina 28
Glicina 28
Alanina 36
Valina 08
Metionina 03
Isoleucina 11
Leucina 28
Tirosina o4
Fenilalanina 12
TOTAL 378

Tabla 1.1 Composicifin de amiroScidos de la protefna A hidrolizada con
HC1 6N. (45,97)

IknmdehclaseIgGhmm,sﬁbtiemzwtiVidadmwbdmIng,
Ingeng‘.lasubdaseIgcamptesentamactividad,éstoseatxihxyeasu
secuencia de aminoicidos en la cadena H, es decir, la IgG, no camparte la mis
maseumniamnlasauassubclases,]aoamidaddelgcacmpxwdedellal 3



del total de las immunoglobulinas humanas. I.aIgAzylaIgM,tambiénseurm
bien a la protefna A, aunque en mencr proporcién. Estas determinaciones se han
hecho por examen de suero campleto y un control de protefnas producidas en mie
loma. (61,63)

la IgE se enlaza en pequefias cantidades a la proteina A, pero probable-
mente de diferente manera a las otras immnoglobulinas. Estas moléculas de IgE
se unen aparentemente por la porcifn Fab, mis que por la porcién Fe. (82) En
forma general, la Ig6,a, IgG,b e IgG, de rat8n se unen bien a la proteina A,
mientras que la IgG, se une en meror proporcifn; la mayorfa de la IgA e IgM no
se unen a la protefna A. (63)

Ya que la protefna A se une a la porcidn Fc de la molécula de inmnoglobu
lina (34,62), una consecuencia préictica importante de este sitio de enlace es
que no interfiere en la uniGn con el antigeno por la parte Fab. Por el contra-
rio, probablemente la unién con el antfgeno no induce un cambio conformacional
en la poreifn Fc de 1a molécula de immmoglobulina y de Este modo no aparece
ma modificacifn en la unién con la protefna A; ademfs, pueden formarse comple
jos que son generados con antigenos diferertes, (55) la constamte de equilibrio
para la reaccifn entre la protefna A y dos protefnas humanas de mielom es de
y * 1077 w11, (s4,82)

La protefna A de Staphylococcus aureus, dehido a su gren afinidad por la
pomiﬁn Fec de la IgG, se ha empleado pare variag finalidades entre las cuales
podemos citan: '



a) Purificacifn y concentrecidn de las IgG's de sueros inmunes o de
cultivos de hibridomas por cromatograffa de afinidad,

b) Separacién por cramatografia de afinidad de los fragmentos Fab o
F(ab')é, de los fragrentos Fc o de moléculas completas de inmunoglo
bulinas,

¢) Deteccifn por irmuncensayos indirectos de antigenos o anticuerpos
especificos usando una fase 19quida, s6lida o técnicas de ensayos
citolbgicos, (82)

1.4 CORRELACION ENTRE IA PRODUCCION LE PROTEINA A Y 1A PATOGENICIDAD DEL
Staphylococeus aureus.
Ciertas especies de Staphylococcus aislados recientemente en hospitales
de varios tipos, fueron dlvx,dx:bs dentro de dos grupos; manitol positivos (90
especieé) y manitol negativos (10 especies), Su hahkilidad para producir pro-
tefna A fuf correlacionada con la presencia de otres carecterfsticas metabS-
licas y enzimticas tfpicas de Staphylocoocus aureus.

Los resultados mestren que una identificacifn satisfactoria de
Staphylococous aureus en la practica clinica requiere una valarecifn de otros
carectéres especificos de la especie, en sum, la comparacifn con la utiliza-
cién de manitol, aunque es Gtil, 1o es solo camo una medida preliminar a mane
ra de eliminacifn, '

Lla evaluacin de la produccifn de la protefna A puede parecer buena o in
cluso mejor que la evaluacibn de la coagulasa pare éste proposito. (51)



Se ha sabido por largo tiempoyue los productos de Staphylococous aureus
inducen inflamacifn si son inoculados en humanos. Al ser inoculada la proteina
Aunida ala J globulina humana se produce un efecto similar a la reaccifn
de Arthus, que consiste en una lesin en la piel. (38,39)

Estas reacciones de hipersensibilidad en humanos se producen cuando la
protefna A reacciona con la  }' globulina, actuando como una reaccién antf-
geno-anticuerpo, activando el sistema del camplemento y de este modo induce la
formacién de mediadores leucociticticos. (66,85,95,104)

El grado de inflamacifn estd asociado a un incremento en la necrosis, e
sentando hipersensibilidad: &stos signos estfn asociados con niveles altos de
anticuerpos circulantes. (66,85,95,104)

la reaccifn con la protefna A inoculada intredérmicamente en humanos depen
de de la dbsis y hay variaciones individuales en personas saludables. (56) la
respuesta immediata de encerdimento y eritema es similar a la respuesta de 1A
histamina aplicada por via intradémica en sujetos normales y a la respuesta
en individuos atfpicos despus de la aplicacifn del antfgero. la proteSna A
es un mitSgero y ademis causa la liberacién de la histamina de los leucocitos
humanos. (111)



CAPITULO II
OBJETIVOS
La téenica de coaglutinacibn, utilizando la protefna A contenida en el

Staphylococcus aureus, puede aplicarse en el diagnbstico de enfermedades in-
fecciosas que afectan al ser humano, y se ha observado que es de gran impor-

tancia, por los excelentes resultados que se obtienen. El presente trabajo
plantea un panorama general del uso de la técnica de coaglutinacibn en la de
teccibn de antSgenos 6 anticuerpos especificos para diferentes agentes infec
ciosos, ademis se propone una alternativa para el diagnSstico de rutina en
la deteccifin de enfermedades infecciosas, también se plantea cuales podrian
ser las principales ventajas y desventajas que ofrece la técnica de coagluti
nacifn solbre otras tEcnicas de uso comiin en el laboratorio clfnico.



CAPTTULO IIT
GENERALIDADES
3.1.REACCION DE COAGLUTINACION.

Se 1lama reaccifn de coaglutinacidn a la reaccibn pseudoinmune, (34,62) en
la que interviene una bacteria (Staphylococcus aureus), la cufl es temada como

soporte sblido (41) para unir la parte Fo de la molécula de § globulina y de-
jar libre el fragmento Fab para que reaccione con su antigeno especifico, y se
lleve a cabo una reaccifn antfgeno anticuerpo. A esta reaccifn antigeno anti-
cuerpo adherido a una fase s6lida, se le denomina reaccifn de coaglutinacién,
(s,9,23,33,50,60,62,64,77,101,106,110) y se detecta por una aglutinacién macros
chpica.

Los principales factores que intervienen en la reaccifn de coaglutinacién

a) la protefna A, que esti contenida en el Staphylococcus ‘aureus,

b) Mol€culas de irmumoglobulina que principalmente es del tipo IgG
(34,63,70) y en menor cantidad otros tipos de inmunoglobulinas co
mo la TgM e IgA (1,10,15,43,49), &stas inmmoglobulinas deben de
ser especificas contra un determinado anmtfgeno y, por Gltimo;

c) E1 antigeno a identificar.

Al llevarse a cabo &sta reaccifn pseudoinmne l1a irmunoglobulina especifi
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ca queda unida por su poreibn Fc a la cflula del Staphylococcus aureus, quedan
do expuesta la fraccibn Fab de 1a molécula de irmunoglobulina o sea, que sobwe
la pared celular del Staphylococcus productor de protefna A, queda pegada la
inminoglobulina quedando la cflula bacteriana forrada de moléculas de inmmo-
globulina con la capacidad de reaccionar frente a un antfgeno especifico con-
tra la cuSl‘esté dirigida la poreién Fab. (Fig. 3.1)

La reaccibn de coaglutinacifn puede llevarse a cabo con antfgenos solubles
(16,53,106), antfgenos de membrana (53,55), antigeros de superficie (10), antf
genos de lisados celulares (54), antfgenos partfculados (53), antfgenos.de ex-
tractos bacterianos (10) y antfgeros virales. (43,74,80,107)

3.2 PREPARACION DE 1A PROTEINA A.
En la produccifn de protefna A se obeerva su miximo rendimiento en la cepa
&Smﬂimmmm&:anI,yagmﬁuemewﬁuﬁzﬁm,adaﬁsch

poducirla en gran escala, el que la fija a su pared celular. (36,75,82,112)

msmphylomccusmmcepaOGanIsegianbtaenmbosdeensayeque

contienen caldo soya tripticasa y se incuban durente 24 horas a 37 °C, con el
£in de obtener un crecimiento para semilla,

De esta suspensibn semilla se siembran matreces Erlemmeyer que contienen
caldo C.C.Y. (Casein Casein Yeast). Pueden utilizarse otros medios de cultivo
pare 1a produccibén de protefna A, cam Caldo Soya Tripticasa o Medio de Extrac

|
i
]
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to de Carne. (16,31,40,43)

mmdiodemﬂtivcyaest&'ilseimf:ulawnlaserdnadesmphylococms
desarrollada en el Caldo Soya Tripticasa. Se incuba por 24 horas a 37 °C con
agitacién constante, con el fin de obtener una oxigenacifn hamogénea en todo
el medio de cultivo.

La suspensidn bacteriana se transfiere a un tubo de centrifuga, se centri
fuga a 800 g y se lava tres veces con Solucifn Salina Amortiguada de Fosfatos
(SSAFa) pH= 7,2 adicionada de azida de sodic al 1%.

Despufs de los lavados, se suspende el paquete celular en el mismo amor
tiguador con 0.5% de formaldehfdo, ajustando la concentracifn de la suspensién
al 10% (v/v), se incuba durante tres horas a temperatura ambiente con agitacién
ocasional, e immediatamente se lava ruevamente tres veces con (SSAFa) para eli
minar el formaldehido y se resuspende nuevamente al 108 (v/v) con el mismo
amortiguador. La suspensibn formalinizada se trata con calar, sumergiendo la
suspensifn en un bafio de agua a 80 °C y dejandola expuesta a esta temperatura
deSalOlnﬁJutoscmagitaciﬁncamtante.Semtimlamspemiéndelcalor
y se enfria rapidamente en un baflo de agua que tenga una temperatura de 2 a 4
°C y se mantiene asf hasta que la suspensibn bacteriana alcance la misma tem-

Una vez tratada la suspensién bacteriana con calor y formaldehido se le
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t, — O

, Anticuerpos Especificos S. aureus
Recubierto con Ac's

o o Ky &
to%%8 @

Antigenos
Especificos
Fig. 3.1 Representacifn esquemitica del principio de la técnica de coa
‘ glutinacifn. El sistema se ilustra en forma general para cual

j

Coaglutinacién

Cowan I (ATCC 12598, NCTC 8530) productor de proteina A, oamo
soparte sblido. (9,23)

hacen de 2 a 3 lavados adiciomales. El paquete celular se ajusta a que tenga
una concentracifn final del 10% (v/v) en SSAFa, con azida de sodio.

La guspensifn de Staphylococcus aureus se guarda en refrigeracifn a 4°C
hasta su uso, en estas condiciones su potencia se conserva durante tres meses.

Sexeeuni:dagamhrlammpensiﬁnymenmzteyaqmdewtamns
ra su potencia baja mis répidamente. (9,12,19,23,24,26,48,50,53,54,60,74)
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3.2.1 PRUEBA OONTROL DE LA PRESENCIA DE PROTEINA A EN EL Staphylococcus.

la presencia de la protefna A en las cflulas de Staphylococcus aureus se
comprueba mediante una prueba que consiste en:

Adicionar 0.1 ml de ¥ globulina humana normal, sobre 1 ml de la sus-
pensién al 10% (v/v) de Staphylococcus aureus cepa Cowan I, mezclar la suspen
sibn, y colocarla a temperatura ambiente ‘durante tres haras con agitacifn oca
sional. Posteriormente, lavar dos veces con Solucifn Salina Amortiguada de Fos
fatos (SSAFa) y resuspender al 1% en el mismo amortiguador con azida de sodio.
Esta suspensién es el Staphylococcus aureus forrado con ) globulina humana

normal y puede mantenerse a % °C hasta su uso.

Para obgservar si la ¥ globulina humana normal ha sido adsorvida sobre
la pared del Staphylococcus por la porcifn Fe, la suspensifn final se pone en
contacto con suero de Coombs, esta prueba se lleva a cabo junto con un control
negativo, el cual consiste en que la suspensiSn de ‘Staphylococcus dureus se

pone en contacto con Solucifn Salina IsotSnica en lugar de &' globulina huma
na normal, Loe resultados que se esperan son que el ‘Staphylococcus aureus cepa

Cowan I recubierto con 4* globulina humana normal adicionada con suerc de
Coombs presente una aglutinacibn macroscfpica a los 15 segundos, por el cantra
rio, 1A suspensifn adicionada de la Solucién Salina IsotSnica debe de encantrar
se en una forma homogfnea a los tres minutos.

Esta reaccifn es con el fin de observar la actividad de la protefma A con
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tenida en el Staphylococcus aureus preparado. (40,96,115)

la presencia de la protefna A en el Staphylococcus aureus se determina tam
bién por su capacidad de aglutinar globulos rojos de carnero sensibilizados con
su amfgeno especifico, y haciendo 1a titulacifn de estos. (36)

3.3 RECUBRIMIENIO IEL Staphylococcus aureus OON ANTICUERPOS.

Para este fin, la suspensifn de Staphylococcus aureus al 10%, se pone en

ocontacto con suercs immunes que cortienen anticuerpos especificos a la enfer—
medad infecciosa por identificar, el procedimiento es el siguiente:

A un mililitro de la suspensifin al 10% de Staphylococcus aureus se le agre
ga 0.1 ml del suero que contenga anticuerpos especificos a la enfermedad infec
ciosa por identificar, se incuba durante tres hores a temperatura ambiente agi
tandolo ocasionalmente, se lava tres veoes con (SSAFa), se resuspende al 1%
(v/v) en el pismo amortiguador y se refrigera a 4 °C para ser usada pogterdor-
mente. De esta manera se obtienen las suspensiones de Staphylococcus aureus
recubiertos con anticuerpos. (40,74)

3.4 PREPARACION DE VIRUS, BACTERIAS Y PROTOZOARIOS COMO ANTIGENOS.

los microorganismos que se utilizan como antfgenos se desarrollan en me-
dios de cultivo (1fquidos o s6lidos) o bien en animales de laboratorio, estos
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microorganismos se suspenden en Solucién Salina Amortiguada de Fosfatos (SSAFa)
y se diluyen a tener una suspensi8n al 1% (p/v), (20,59,87)

Esta suspensifn es el antfgeno listo para reaccionar con el S. aureus re

cubierto con el anticuerpo especifico,
3.5 PROCEDIMIENTO DE LA REACCION DE COAGLUTINACION.
Se coloca una gota del reactivo de Staphylocoocus aureus recublerto con

anticuerpos especificos sobre un portasbjetos. Se deja caer jumto a la gota del
reactivo una gota de la muestra del antSgeno problema. Se mezclan las dos gotas

con un palillo de madera y se le da movimientos de rotacibn suaves al prtacbje

tos para homogenizar la suspensifn.

Los resultados se leen en un tempo de 2 a 3 minutos con iluninacidn late
mlsohtemfoxﬂoobsqm.Sedebetmespecialaxidadomleerlaszeamig
nes antes de que ocurra la desecacién de las gotas, ya que de 1o contrario pue
de darse una falsa interpretacifn positiva. (19,59,87)

3.6 PRUEBAS CONTROL.

Se pueden correr paralelamente a la reaccibn, controles positivos y nega
tivos para tener puntos de comparacifn en la lectura.
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3.6.1 OONTROL POSITIVO.
E1 Staphylococcus ‘aureus en el cual se ha "acoplado" los anticuerpos, se
pone en contacto con un antigeno especffico, (23,24,42,91,118)

3.6.2 CONTROLES NEGATIVOS.
Se prueba la muestra problema con una gota de la suspensifn de S. aureus
al 1%.
a) Sin recubrir con anticuerpos. (23)
b) Recubriendolo con suero normal de conejo. (91,106,118)
c) Utilizardo (SSAFa) en el lugar del anmticuerpo. (5,18,23,118)

3.7 INTERPRETACION [E LA REACCION DE COAGLUTINACION.
Se puede hacer la interpretacifn de los resultados de dos maneras:

a) De tal forma que solo se cbserve o no la aglutinacifn a simple vig
ta.

b) Por medio de signos positivos (+) o negativos (~) segln sea el ca-
so,mientmsm&sintmsasea]amacciﬁnseledninmyapcam:idnd
de signos positivos, si no se presenta la reaccifn ser§ negativo (-).
(Tabla 3,1)

La interpetacibn que se hace en el primer caso es:
En las reacciones positivas se observar§ que la mezcla originalmente hamo
génea, presenta aclmilos gruesos de bacterias suspendidas en el 1{quido claro
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1o que indica la presencia de antigenos y anticuerpos correspondientes.

El control positivo se deberd observar con aglutinacibn franca, no asi el

control negativo. (23,33,57,64,91,102,103,116)

Medida

+++

I+

Intensidad
Fuerte o muy
fuerte.

Moderadamente

fuerte.

Reaccidn débil.

Reaceifn negativa.

Reaccidn negativa.

Apariencia

Masas irregulares en par-
te fusionadas en una reji
11a simple.

Granulos pequefios y gran-
des mezclados, se forma rd
pidamente una rejilla.
Formacién de granulos finos
abundantes.

Formacidn de granulos finos
escasos.

No se forman granulos.

Tabla 3.1 Las reacciones 2+ y 3+ usualmente empiezan a aparecer al pri

mer minuto y gradualmente se presentan con mis fuerza a partir
del siguiente minuto, las reacciones 1+ usualmente tardan 2 mi
nutos en aparecer. (5,18,19,20,33,48,59,87,88,106,110)

3,8 MODIFICACIONES A LA TECNICA DE COAGLUTINACION.

la modificacifn a la t@cnica de coaglutinacin se lleva a cabo cuando se
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presenta una reaccién no interpretable o pseudocoaglutinacidn, esto es, cuando
la reaccién de coaglutinacién se presenta en el reactivo ¢ontrol negativo y en

la prueba positiva. (42,91)

las modificaciones propuestas consisten en:

a) la adicién de tripsina al medio de cultivo donde estd contenido el
organismo que se utiliza como antigeno. La adicién de tripsina se
hace después de haber tomado unas colonias de la placa con el ais
lamiento primario y resembrarlas en 0.5 ml de un medio de cultivo
apropiado al organismo, incubandolo por 2.5 horas, observando el
desarrollo, si se presenta un crecimiento granular se le agrega
una pequefia cantidad de tripsina en polvo, incubandolo nuevamente
por 30 minutos. DespuBs de transcurrido éste lapso de tiempo se
realiza nuevamente la prueba en la placa para observar si se pre-
senta la coaglutinacién, (Fig. 3.2) (2,42,91)

Medio de cultivo liquido

5090

_ 90 9)¢
Coaglutinaci6n
Placa primaria

Fig. 3.2 Representacifn esquemitica de la modificacién a la téenica de

coaglutinacidn. (2)
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b) También es recomendado, a la suspensifn acuosa de variag colonias
del cultivo, calentarlas en un bafo de agua a 80 °C por 20 minutos
0 a 100 °C por 10 minutos, después enfriandolas para volver a rea
lizar la prueba de coaglutinacifn. (2,91)

Otro tipo de variante a 1la técnica de coaglutinacifin es el 1lamado Método
Indirecto, en el cual el antfgeno se pone en contacto con su anticuerpo especi
fico, despufs de incubar y lavar esta suspensifn, se pone en contacto con el
Staphylococcus aureus sin recubrdir con el anticuerpo, presentandose la reaccifn

de coaglutinacibn. (74)



CAPTIULO IV
APLICACIONES IE 1A REACCION DE COAGLUTINACTION
4,1 INFECCIONES VIRALES,
4.1.1 TDENTIFICACION SEROLOGICA DE ANTICUERPOS CONTRA ALFAVIRUS.

El géneyo Alfavirus es uno de los cuatro generos que camprenden la familia
Togaviridae. (86) Entre los principales Alfavirus patSgenos para el hombre se
encuentran los virus que producen encefalitis graves, y especialmente los virus
de la Encefalitis Equina Occidental (EEW), Encefalitis Equina Oriemtal (EED) y
Encefalitis Equina de Venezuela (EEV). (21,86)

loe Alfavirus se muitiplican en una amplia variedad de vertebrados y de ar
trbpodos. Los ratones recién nacidos constituyen el animal de laboretorio de
eleccibn pare su propagacifn, los huevos de gallina fecundados comstituyen huks
pedes sensihles y son adecuados para realizar machos estudios, (21,86)

los virus EE0, EEW y EEV en los humanos dan lugar a una fase sistémica de
la enfermedad (con escalofrios, fiebre y dolor), que se debe a una viremia, y
a la que sigue uma fase encefalftica despufs de un perfodo de tiempo variable.

Los virus FE0 dan generaimente lugar a un proceso greve, de elevada morta
lidad, y que produce lesiones neurolfgicas residuales’ graves en los supervivien
tes. En cambio, los virus EEW originan procesos menos graves, de los que la ma
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yoria de los pacientes curan sin secuelas; generalmente afecta a los nifios y

a lactantes. Los virus EEV infectan principalmente a los caballos; su transmi
sifn al hombre provoca un proceso leve con sintomas sistémicos variables, dan
do rare vez lugar a una encefalitis grave, las infecciones graves afectan las
visceras, as{ como el cerebro y la médula espinal.

4.1.1.1 DIASNOSTICO IE ALFAVIRUS.

las infecciones causadas por Alfavirus se diagnostican mediante el aisla
miento del virus o por métodos serolfgicos. Para el aislamiento del virus en
el caso de un paciente fallecido a causa de una encefalitis, se imoculan emd
siones de cerebro y médula espinal a ratones recién nacidos o en cultivos ce-
lulares, {(21,86)

Los virus recién aislados son identificados mediante titulaciones de in-
hibieifn de la hemaglutinacifn (IH), para determinar el grupo serolfgico a que
pertenece el virus y titulaciones de neutralizacifn (Nt) para determinar su
especie. (21,86)

El diagnfstico serolfgico se establece con suercs del paciente, extrafdos
curante el perfodo aguds de la enfermedad y durante la fase de convalecencia,
(86)

Entre los métodos serolSgicos, se ha descrito un radioirmuncensayo para
medir anticuerpos de Alfavirus en sueros humanos y de otros mamiferos. El exd
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men emplea protefna A como una fase s8lida en la inmunoadsorcién para que el
3H marque complejos virales con la immunoglobulina G. (50)

Los antigenos se obtienen de cultivos de celulas infectadas, o de cerebros
de ratones recién nacidos infectados, extrayendolos con acetora. (21)

la protefna A formalinizada se usa adsorviendola camo una fase s8lida en
el radioinmunoensayo; se utiliza la centrifugacién a baja velocidad para sepa
rar el camplejo virus anticuerpo del virus radiomarcado no unido. En este es-
tudio el procedimiento del radioimmmoensayo es descrito para medir el anti-
cuerpo antiviral especifico contra los virus EEV, EEO y EEW en sueros h\manos
El ensayo ofrece varias ventajas con respecto a la técnica del anticuerpo se-
cundario, como 1o son: como la protefna A se cambina con la mayoria de las mo
léculas de IgG de mamiferos, no es necesario preparar anticuerpos anti-IgG in
dividuales para cada especie examinada,

La reaccidn entre la IgG y la protefna A es muy rdpida; de 1 a 10 miratos
de incubacién es suficiente, la ventaja principal es que el examen total se :
uevaacaboenpox"lomemsdos horas. Los resultados son reprodicibles; los
tftulos obtenidos en examenes reproducidos raremente varian por mucho en una
o el doble de la dilucién. El examen es econSmico; lapmteﬁuAeépmpamda
fScilmente y el virus radiamarcado puede ser diluido de 50 a 100 veces. Lo ms
importante es que el examen es sensible y especifico. (86)

El examen diferencia claramente los anticuerpos de tres Alfavirus (EEV),
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{EE0) y (EXW) en sueroe humanos. (50)

En conclusifn, la proteina A como mediadora en el radioinmuncensayo es
una herremienta serolfgica nipida, sensible’y especifica para la medicibn de
anticuerpos de Alfavirus de una gran variedad dé sueros de mamiferos. (S0)

4,1.2 IDENTIFICACION SEROLOGICA DE ANTIGENOS Y ANTICUERPOS DE HEPATITIS
DEL TIFO B.

1a hepatitis sigue siendo una de las pocas enfermedades viricas hunanas
conocidas cuyo agente causal no se ha transmitido a animales de laboratorio ni
se ha cultivado de manera sistemitica en cultivos celulares. la enfermedad pue
de transmitirse de dos formas: Por via intestinal-oral (hepatitis infecciosa)
o por inyeccifn de sangre infectada o sus derivados (hepatitis sérica). (21)

los agemtes que causan la hepatitis infecciosa se transmiten ficilmente
a.vohnrtarioshnme,tanmporviaomlcumparerml,yapamcenenla
sangre y en las heces. En cambio, el agente causal de la hepatitis sérica se
trenamite normalmente por la inoculacifn parenteral, aunque existen datos epd
demiolbgicos que sugieren que puede producirse también una diseminacifn por
contactos personales, .1a ingestifn de plasma infectado puede también producir
hepatitis.

Los virus son considerados lo bastante distintos como parae recibir nombres
distintos HI (o A) y HS (o B) en referencia al virus de la hepatitis infecciosa
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y el virus de la hepatitis sérica respectivamente. (21)

En favor de la existencia de los virus distintos de la hepatitis se encuen
tra el descubrimiento del antfgeno asociado a la hepatitis (AAH), que también
recibe el nombre de antfigeno Australia, HS o HB (hepatitis B), ya que aparece
tan s8lo en pacientes afectos de hepatitis sérica.

El descubrimiento de este antigeno ha permitido la identificacifn diagnSs
tica de la hepatitis sérica (B). (21)

lazespmstaenelbanhealainfecaiﬁhporelvinisde]ahepaﬁtis'es
variable y oscila desde la infeccifn benigna y la hepatitis mo ictérica, hasta
la ictericia grave, la degeneracién hepitica y 1a muerte; la enfermedad mani-
fiesta es a mermxdo debilitante y de larga convalecencia. Aunque se han descrd
malg\msdi_f-emrniasdjnimsamhrepadtisﬁfecdosa(A)yh}epati
tis sfrica (B), la distincifn entre ambas debe basaree en la actualidad en:

a) La durecifn del periodo de incubacibn, que es de 15 a 40 dfas en
el caso de la hepatitis infecciocsa y de 60 a 160 dias en la hepa-

titis sérica.

b) la presencia de AAH en la sangre y en las células de los pacientes
afectos a 1a hepatitis sérica (B).

El virus de la hepatitis infecciosa (A), puede detectarse en el contenido
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cduodenal y en las heces, asi como en la sangre y en la orina, durante la fase
preictérica y principio de la fase ictérica y persistir en la sangre por espa
cio de michos meses.

En la hepatitis sérica (B) el virus se encuentra generalmente en el torren
te sangufneo durante la fase preictérica, la fase ictérica, y también durante
meses e incluso afios despuds de la enfermedad.

Ambas infecciones afectan, en primer lugar, al higado, lo cual da los sig
nos y sintamas observados. la ictéricia suele ir precedida de arorexia, males-
tar, niuseas, diarrea, molestias abdaminales, fiebre y escalofrios.

la hepatitis sérica suele ser una enfermedad mis grave, llegando en oca-~
siones el Indice de mortalidad hasta el 50%, mientras que la hepatitis infec-
ciosa raras veces supera el 1% (afin cuando la convalecencia es a menudo prolon
gada), (21)

4.1.2.1 DIAGNOSTIOO DE LA HEPATITIS DEL TIFO B,

Un redicimmmoensayo ripido para la medicifn de antigenos y anticuerpos
de la hepatitis del tipo B se ha descrito, en el cual la proteina A que contie
ne el Staphylococcus aureus es utilizada como soporte.

El principio de campetencia es utilizado para realizar la prueba con el
antfgeno, mientras que el anticuerpo es medido por enlace directo con el anti
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geno de la hepatitis B radicmarcado. (31)

La separacifn de antfgenos radiomarcados unidos a sus anticuerpos hamSlo
gos y antigenos radiomarcados no unidos, es de gran importancia en todos los
inmunoensayos. En la prueba presentada aquf, la proteina A que contiene el

" Staphylococcus aureus se usa para este proposito.

Este inmunoensayo en fase s6lida tiene varias ventajas como lo son:

a) la reaccifn entre la proteina A y el sitio de combinacién en la mo
lécula de JgG es casi instantfnea.

b) Parece no haber diferencia en las propiedades de cambinacién entre
la proteina A y la IgG libre y unida al antfgeno.

¢) El antfgeno marcado redicactivamente que haya reaccionado con su
anticuerpo especifico desarrolla, con la protefna A, una fase s6li
da la cual es muyy ficilmente sedimentada por centrifugacibn a baja
velocidad. No siendo necesario antes del conteo lavar el sedimenmto
despuls que el sobrenadante que contiene el antfgeno marcado no uni
do ha sido eliminado.

Estas propiedades y el corto perfodo de incubacibn necesario para que la
reaccibn se camplete entre el antigero y el anticuerpo, permite un ensayo rfpi

do.

En la prueba de adicifn del antfgero marcado a la mezcla de reaccibn des
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pufs de la incubacifn primaria del suero desconocido y su wolumen equivalente
de antisuero, aumenta la sensibilidad en diez veces, comparando con la obteni
da con la mezcla similtanea de todos los camponerttes.

Esta técnica es altamente especifica no requiriendo examenes de neutrali
zacifn para especificidad. La prueba con Staphylococcus para el anticuerpo de
la hepatitis B tiene mis o menos la misma sensibilidad que la prueba de hema-
glutinacifn pasiva, ademis de ser altamente especifica,

las pruebas son utilizadas en casos de donadores de sangre y pacientes con
valecientes a la enfermedad. (31)

En este immunoensayo el ant{gend se obtiene a partir de suero humano, en
el cual no son detectados anticuerpos contra el virus de la hepatitis del tipo
B. El antfgeno es separado y purificado por medio de un gradiente de concentra
cifn de cloruro de cesio. (31)

El antisuero se obtiene a partir de pacientes que presenten una cirrosis
hép&tica y de pacientes convalecientes despufs de haber sufrido la infeccibn.
(31)

#:1.3 IDENTIFICACION SERCLOGICA DEL VIRSS EL HERPES SIMPLE.

El Herpes simple pertenece a la familia de los Herpes virus, a la cual
pertenecen tanbifn virus como el de la Varicela zoster y los Citomegalovirus,



- 30 -

ya que poseen caracteristicas fisicas, quimicas y biolSgicas semejantes entre

.
81.

El Herpes simple permanece, a merudo, en la fase de latencia tras producir
se la infeccifn primaria, habitualmente en edad infamtil, y puede activarse re
petidamente por estimulos posteriores. (21)

Mediante titulaciones de neutralizacifn, pueden distinguirse dos variantes
inmmunolSgicas que se denominan tipos 1 y 2 que presentan un elevado nivel de
reactividad cruzada entre ambos. (21)

El hombre es el hufsped natural del Herpes simple, (63) pero también son
sensibles un nimero relativamente importante de animales, entre ellos, los‘n_a_
tones lactantes o adultos, cobayos, hfmsters y conejos.

la infeccifn inicial ge produce a través de uma erosifn de las micosas
(de ojos, boca, fa:-irgeygenitalés)odelapiel,d:ndesepmduoelamlti—
plicacifn del virus. Desde este pumto, el virus se difunde a los garglios lin
fhticos regionales, donde se lleva a cabo la miltiplicaci6n secundaria. En oca
siones, los virus se diseminan sin limite, por carencia de anticuerpos, a tra
vés de la sangre y alcanzan frganos distantes.

las lesiones se presentan en regiones camo lo son: ventanas nasales, ge-
nitales, uretra, cimea y zomas traumatizadas. Brtre las camplicaciones mfs
graves se incluye la meningoencefalitis o uma infeccifn generalizada de la piel.
(21,7%)
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las diferencias existentes en la capacidad patSgena de los tipos 1y 2 del
virus del Herpes simple son importantes. Los virus del tipo 1 producen princi-
palmente lesiones bucales y oculares, y se transmiten a través de las secresio
nes respiratoria y oral, miemtras que los virus del tipo 2 se aislan principal
mente de lesiones amales y genitales, y se transmiten mediante contactos genita
les. las madres que presentan lesiones genitales constituyen la fuente princi-
paldelai'.nfecciﬁndelos recién nacidos con el virus del tipo 2, infecciones

que a merudo son graves y pueden provocar la mierte.
%.1,3.1 DIAGNOSTICO DE HERPES SIMPLE.

Llas técnicas de laboratorio se utilizan "ocasionalmente" para confirmar
el diagnSetico clinico y ayudar al diagnSstico diferencial, son:

a) La prueba de diagnSstico mSs rfpida, sencilla y econfimica, consiste
en la demostracifn, en extensiones obtenidas de la base de las vésS
culas, de la existencia de cflulas gigantes miltinmcleadas caracte-
risticas (eosinofilos intramucleares). (21)

b) DetecciSn de antigence especificos en las cflulas de la lesifn por
medio de immnoflucrescencia. (21)

c) Aislando los virus, inoculando el material de las lesiones (1fquido
vesicular) en los cultivos celulares sensibles, en ratones recifn
mcid.osohienenlamtxmaecvioalmmideazhhmfmdados.

d) Por medio de técnicas de neutrelizacibn o fijacifn del complemento
(8610 infecciones primarias), cuando el titulo de anticuerpos es
elevado. (21)



- 32 -

El descubrimiento de Staphylooodcus aureus rico en protefna A en su super

ficie, y los estudios de sus propiedades, han dado lugar al desarrollo de varios
métodos inmmolégicos y serolSgicos que se han adicionado como una nueva opeibn
en el diagnSstico virolégico.

El Staphylococcus productor de proteina A se recubre con el anticuerpo es
pecffico en contra de los virus de Herpes simple tipo 1 y tipo 2 obtenidos en
conejos, de esta manera queda preparado para que en el momento en que se ponga
mcontacm;:onsuantigemrmﬁlogoseueveambohmcci&ndemagmﬁng
cibn. (17,74)

El antfgeno se obtiene a partir de un cultivo celular infectado con el vi
rus de Herpes simple. (17,74)

la reaccifn de coaglutinacifn se lleva a cabo al ponerse en comtacto una
gota de la suspensifn de Staphylococcus aureus recubierto con anticuerpos y
una gota del cultivo celular que est€ infectado con el virus de Herpes simple,
ya sea del tipo 1 o del tipo 2. (74)

El método de coaglutinacifn, para la deteccifn de cflulas infectadas por
€l virus de Herpes simple, puede ser realizado fScilmente, siendo &ste especi
fico y reproducible. (74)



-33 -

%.1.,4 IDENTIFICACION SEROLOGICA DIEL VIRUS DE 1A RUBEOLA.

1a Rubfola es una enfermedad viral que desde hace afios ha ocasionado gran
des epidemias, las cuales treen como una de las consecuencias mis importantes,
problemas teratogénicos para los nifios cuyas madres contrageron la Rubéola du-
rante el embarazo. (73,109)

El virus fud aislado por primera vez en 13962, en un cultivo celular, por
dos grupos de investigadores simultaneamente. Este descubrimiento condujo a
una rdpida evolucién en los métodos seroldgicos y virolbgicos para el estudio
de 1a infeccifin. Desde entonces el virus se ha podido replicar en diferentes
medios de cultivo celulares: Vero, RK13, HB21, etc. El efecto citopStico que
produce el virus no es muy marcado por 1o que tambifn se utiliza el mftodo de
interferencia para su deteccifn. (21,58)

El hamixe es el fnico hufgped natural del virus de la Rubfola. Se han tra
tado de infectar experimentalmente otros animales, pero estos estudios no han
progresado satisfactoriamente, por 10 que no se practica para una propagacifn
viral, sin embargo, algunos primates se han usado extensamente para la posible
diseminacifn de cepas vacunales. (58) !

L4 RubSola es uma infeccidn viral exantemitica con un cuadro clinico leve.
(29) El exantema aparece entre los 14 y 25 dias despufs de la infeccifn con el
virus de la Rubfola.
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Los virus pueden ser aislados a partir de secresiones nasofariengeas (y,
en agunos casos, de las heces y de la orina) desde 7 dfas antes de la apari-
cifn del exartema hasta 7 dias despuSs. Es probable que las secresiones respi
ratorias constituyan el vehfeulo principal de la transmisifn del virus, (21)

La respuesta irmune produce diferentes tipos de anticuerpos, detectados
por técnicas cam lo son: Inhibicifn de la Hemaglutinacién (IHA), Irmunofluo-
rescencia (IF), Fijacién del Complemento (FC'), etc. (46)

los anticuerpos IgM en la Rubfola asi ocmo en cualquier proceso de respues
ta inmune son los primeros en aparecer; postericrmente, la respuesta immune re
side en los anticuerpos IgG. Sin embargo, en el sfndrome de la Rubfola congéni
ta los anticuerpos que se encuentran presentes son del tipo IgM, los que se de
ben haber sintétizado por el feto, ya que Estos son incapaces de cruzar la pla
centa. Un alto titulo de anticuerpos anti-rubfola del tipo IgM al nacer, es
diagnSetico seguro de la Rubfola congérita. (u6)

%.1.4,1 DIAGNOSTICO DE RUBEOLA.
El diagnfstico de:laboratorio se logra mediante mftodos directos e indirec
tos. En 1os primeros se detecta el virus y en los segundos se detectan los anti

cuerpos anti-rubfola producidos por el organisno infectado.

Entre los métodos directos se pueden citar: Identificacifn del virus al
aislarlo de las secresiones de nascfaringe y orofaringe, inoculando en lineas
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celulares como lo son las Vero, por interferencia de otros virus camo lo son

los ECHO o, por Irmunoflucrescencia. (89)

Entre los métodos indirectos estin la Neutralizacién (M), la Fijacién del
Complemento (FC'), Inmunofluorescencia Indirecta (IF), Inhibicidn de la Hemaglu
tinacibn Viral (HAI), Hemaglutinacidn Indirecta (HI), Aglutinacifn en Litex (1),
Ensayo Inmmunoenzimitico (ELISA) y el Radio Immunoanilisis (RTA). (1,30,43,89,98)

Para detectar la Rubdola congéhita o una infeccidn reciente, se detecta la

IgM. los anticuerpos IgM se miden por técnicas como lo son:

a) Reduccién de IgM con 2 mercaptoetanol, reduccién de IgG con ditio
triol, remocifn de la IgA e IgG con proteina A, adsorcién o inmung
precipitacién con anti IgA y anti IgG. (1,19,30,98)

b) Separecifn de IgM por centrifugacifn en gradiente de densidad o por
métodos cromatogréficos. (1,19,30)

e) Irmuroadsorcifn de anticuerpos del suero mediante antfgenos fijados
a una fase sflida e identificandola con una anti YgM. (1,30,98)

El método de coaglutinacibn se ha descrito para hacer el diagnSstico de
Rubfola, la técnica a realizar se efectfia con una cepa de Staphylococcus aureus,
rico en protefna A.

El Staphylococcus aureus formalinizado, se recubre con anticuerpos conte
nidos en sueros de origén humano, estos anticuerpos son especfficos contra el
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virus de la Rubfola. De preferencia se utilizan aquellos sueros que pregenten

titulos de anticuerpos elevados. Esta suspensién se pone en contacto con su an
tigeno hamblogo (en &ste caso son células infectadas con el virus de la Rubfo-
la), presentandose la reaccidn de coaglutinacién, identificandose de &sta mane
ra los antfgenos virales.

Se utilizan como controles:
a) Células infectadas mis Staphylococcus aureus proteina A negativo.
(Cepa Wood 46).

b) Células no infectadas m§s Staphylococcus aureus protefna A positi
vo. (Cepa Cowan I). '

En los cuales no se presenta la reaccién de coaglutinacién,

El método de coaglutinacifn es muy sensible, esto se comprueba recubrien
do el Staphylococcus con diferentes diluciones del suero inmune, con estas sus
pensiones se realiza la prueba de coaglutinacifn, resultando pogitiva hasta di
luciones altas del suero, o sea que con una cantidad minima de anticuerpos, la
reaccifn de coaglutinacién sigue identificando antfgenos virales.

Es altamente especifica ya que el Staphylococcus no se adhiere a el antf-
geno; solamente se adhiere si las cflulas presentan antigenos virales y si el
Staphylococcus esta recubierto con anticuerpos hamSlogos.

Los resultados que se cbtienen indican que loe antfgenos virales en la su
perficie de la cflula pueden ser detectados ficilmente mediante el mftodo de
ooaglutinacidn, ya que presenta una alta especificidad y sensibilidad, ademSs
de ser econfmica ya que no requiere de material y equipo costoso. (1,43)
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4,2 INFECCIONES BACTERIANAS.

4.2,1 IDENTIFICACION SEROLOGICA [E CAMPYIOBACTERIAS.

Las Campylobacterias, originalmente clasificadas como Vibrios, son un gru

po heterogéneo de organismos.
las especies Campylobacter fetus ss fetus (originalmente 1lamado -

Vibrio fetus) y Campylobacter fetus ss intestinalis ambos se han asociado con

infecciones que producen aborto e infertilidad en el ganado vacuno, ovejas y
cabras, mientvas que Campylobacter fetus ss jejuni se ha asociado con infeccio
nes en el humano. (21,59,60)

Los habitats normales de dos de las especies anteriores son en los tractos
genital e imtestinal del ganado vacuno y las ovejas y, el C. fetus ss jejuni en
el tracto intestinal de varios animales incluyendo los pijaros. las propiedades
termifilas de esta (ltima especie es una caracteristica importante pare diferen
ciarla de otras Campylobacterias patSgenas. (59) Las llamadas Campylobacterias
relacicnadas son morfolSgicamente parecidas emtre si, pero serolfgicamente di-
ferentes. (21,59)

El descubrimiento de Campylobacter fetus ss jejuni como agente causal de

enteritis en el hambre, ha incrementado el interes en este género y la necesi
dad de mejorar la clasificacién se ha hecho evidente. (59)

Las infecciones producidas en humanos por Campylobacter fetus ss jejuni
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desconocidas hasta el afio de 1947, se observan cada vez con mayor frecuencia
en nifivs, en mujeres embarazadas y,-en personas de edad, En la mayoria de los
casos, éste microorganismo aparece en el torrente sangufnes, aunque se ha iden
tificado también en la placenta, en el liquido sindvial y en el liquido cefalo
rraquideo. (21)

Las infecciones en humanos causadas por Campylobacter fetus ss jejuni han
mostrado complejidad y heterogeneidad antigénica; esto se ha comprobado por es
tudios detectando los anticuerpos en pacientes con enteritis y, en corejos in-

munizados con Campylobacterias. (60)

la coaglutinacifn se ha empleado para tipificar Campylobacterias, en este
estudio se usa la diferenciacién serolfgica de las especies de Campylobacterias
haciendo énfasis en las especies que afectan al ser humano. (59,60)

los antisueros coirtya las especies de Campylobacterias se obtienen en co
mjosixmﬁmdosmnlabacteﬁa.SeuﬁlizaelStAprylomccmmqmeog

tiene proteina A forrado con anticuerpos especificos. Usando extractos que se
obtienen por calentamiento de suspensiones bacterianas, se pueden detectar mis
de 50 especies antigenicamente diferentes. (60)

4,2,2 SEROTIPIFICACION DE Escherichia coli.

Escherichia coli es un organismo de los mis abundantes, est8 camo flora
normal del tracto gastro intestinal, pudiendo pasar a vias urinarias, por lo
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que también Escherichia coli es frecuentemente el organismo responsable de in
fecciones en el tracto urinario de humanos, (por su reinmtroduccifn a partir de
residuos fecales o por el desplazamiento por via hematogéna o linfitica a par
tir del conducto intestinal hasta llegar al trecto urinardo y a los rifiones).

(u8)

las colonias tipicas de Escherichia coli pueden ser reconocidas general-
mente a través de su aspecto caracteristico en ciertos medios de cultivo dife
renciales, estos organismos utilizan 1a lactosa rfpidamente, en agar azfil de
metileno y agar Endo presentan reflejos metflicos caracteristicos; son bacilos
Gram negativos. Para las reacciones bioqufmicas se requieren de 24 a 48 horas
para su identificacibn, de ahi que se recurra a otros tipos de examenes también.
(21)

El conocimiento de los serogrupos es requerido por razones epidemiolSgicas
para la diferenciacifn de nuevas especies que infectan al hombre. las cflulas
de Staphylococcus aureus que son forradas con el anticuerpo contra E, coli,

reaccionan con el extracts soluble de Escherichia coli. (48)

1a reaccifn de coaglutinaciSn se 1leva a cabo en presencia de controles
establecidos, preparando Staphylococcus aureus con Solucibn Salina Amortiguada

de Fosfatos (SSAFa) en el lugar del anticuerpo y con la cepa de S. aureus Wood
u6 (deficiente de proteina A), tratada con el anticuerpo comtra E. coli, las
cuales no reaccionan con ninguro de los organismos. (48)
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De los trece serogrupos de Escherichia coli reportados por Orskov, F. en
/1978, que son asociados con infecciones del tracto wrinardo; un antisuero no
presenta reaccién de coaglutinacién positiva, ya que &ste contiene en pocas can
tidades o ninguma IgG. El uso del Staphylococcus aureus recubierto con el anti-
cuerpo, es un mftodo practico pare la serctipificacisn de los grupos de E. coli
causante de infecciones en el tracto urinario, y comparandolo con métodos como
la hemaglutinacién y la aglutinacifn bacteriana, resulta mis ficil de realizar
y en menor tiempo, teniendo la misma especificidad. (48)

4,2.3 DETECCION DE ENTEROTOXINA TERMOLABIL DE Escherichia coli.

Escherichia coli enteropatfgena (ECEP) se ha detectado camo el agente cau
sal de cuadros diarrefcos en personas de todas las edades. (9) la enterotoxina
termolibil comparte actividad biolbgica con la toxkina producida por 'V, ‘cholerae,
la cual es purificada pare la inmumnizacién de conejos, de los cuales se obtiene
el antisuero especifico. (9) El antisuero obtenido se enlaza por la parte Fe de
la IgG, a la protefna A contenida en el Staphylococcus dureus, quedando libres
las porciones Fab. Cuando se mezclan con su antfgeno hamblogo, en &ste caso la

enterctoxina texmol8bil, se presenta la reaccifn de coaglutinacifn, la cual se
identifica par la formacibn de acmulos visibles. (9) En éste estudio la suspen
sifn de Staphylococcus aureus recubierto con la fraccién de IgG antitoxina, uni
da adecuadamente dS sensibilidad y diferenca, para identificar arganismos tod

génicos de no toxigénicos. (9)
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4.2.4 TDENTIFICACION [E Haemophilus influenzae tipo b EN FLUIDOS CORPORA
LEs.

la forma capsulada de Haemophilus influenzae tipo b, es responsable del
95% de las enfermedades causadas por ésta especie, pudiendose mencionar entre

las mis importantes; la neumonfa, epiglotitis, celulitis, artritis séptica,
ostiomielitis, sinisitis, otitis media, perdicarditis y principalmente la menin
gitis, de hecho, en nuestro medio, éste organismo y Streptococcus preumoniae,

son 1os dos agentes etiolBgicos mis frecuentes de menirgitis bacteriama, la
cufil afecta, sobre todo, a los nifios merores de 6 afios. (44,106,113)

El Staphylococcus aureus que contiene proteina A, es forrado con el anti

suero de Haemophilus influenzae tipo b, que aglutina especificamente con la cf
lula bacteriana homSloga o con fluidos scbremadantes libres, del cultivo del

organismo.

EL flufdo cerelroespinal en el caso de meningitis causada por H. influenzae
del tipo b, muestm positiva la reaccifn de coaglutinacién en 86% de pacientes
‘antes de iniciar la terapia. Los antfgenos pueden detectarse en los flufdos cor
porales obtenidde entre el primer y el decimo dia después de iniciada la tera-
pia, ya no detectindose mis tarde. El antSgeno soluble puede detectarse en el
suero en 58% de los casos y en especimenes de arima en 67% de los pacientes con
septicemia causada por Haemophilus influenzae tipo b, cuando tales especimenes

fueron examinadcs demtro de los 10 dias a partir del primer ataque de la enfer
medad, la prueba de coaglutinacifn es positiva en un §7% de todos los flufdos
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corporales examinados, (101,113)

Los controles se preparan con el suero o la orina infectados por otro or
ganismo diferente a Haemophilus influenzae tipo b, estos organismos pueden sep:

Escherdchia coli o Klebsiella pneunoniae, o bien se puede usar el flufdo corpo

ral estéril. (101) Pero en el caso de que se presenten reacciones falsas posi-
tivas o inespecificas se adsorve el flufdo cerebroespinal con una solucifn pu
ra de proteina A, y si afin se presentan las reacciones inespecificas, se calien
ta a 100 °C por 1 8 2 minutos, el flufdo cerebroespinal antes del examen. (24)

4,2.5 SERQTIPIFICACION DE Mycobacterium sp.

Las Mycobacterias se han definido en relacifn con su propiedad tintfrea
caracteristica, que depende de la riqueza en lipidos de sus paredes celulares:
son relativamente impermeables a varios colorantes persistentemente. Wm
la decoloracién con disolventes orginicoe acidificados, por lo cual se han de
nominado Scidorrvesistentes. las Myoobacterdas incluyen desde sapréfitos inno-
cuws del suelo y las aguas, hasta crganismos que scn respansables de dos enfer
medades humanas devastadores: la tuberculosis y la lepra. Ambas se caracterdin
zan por su cronicidad, y causan lesiones gramulamatosas de evolucifn lenta,
que originan grandes destrucciones de los tejidos. La lepra afecta fundamental
mente a la piel, y puede causar grandes desfiguraciones, mientras que la tuber
culosis se localiza habitualmente en los &rgancs intermos. (21)
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%.2.5.1 DIAGNOSTICO DE * bacterium sp.

El bacilo de la lepra, se ha propagado el el armadillo y no ha podido cul
tivarse en medios artificiales. Por el contrario, el agente causal de la tuber
culosis humana (M. tuberculosis y su variedad M. bovis, estrechamente relacio-
nada con 81) pueden cultivarse ficilmente en un medio de cultivo simple y son

patdgenos para varios animales inferiores también. (21)

Habitualmente puede establecerse un diagndstico provisional de tuberculo-
sis por la demostracién de bacilos dcidorresistentes en extensiones tefiidas de
esputos o jugo gdstrico (que contenga esputos digeridos), Para mayor fluidez en
el estudio de extensiones, ciertos laboratorios utilizan microscSpia de fluores
cencia despufs de tefiir las muestras con uma mezcla de colorantes fluorescentes:

rodaming y awramina, (21)

Sea positiva o no la extensifn, el material debe cultivarse (en el caso
de Mycobacterium tuberculosis) debido a que:

a) la extensién puede detectar pocos organismos,

b) las caracteristicas‘del cultivo permiten distinguir entre el baci
1o tuberculoso hunano y otros bacilos dcidorresistentes.

c) Deben realizarse los cultivos para estudiar la sensibilidad a los

medicamentos antes de infciar la quimioterapia. (21)

La tipificacién serolfgica de Mycobacterium en trabajos de rutina, se ha
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Tn el método de coaglutinacidn, el suero que contiene anticuerpos anti-

Mycobacterium se adiciona a una suspensién de S. aureus cepa Cowan I.

las suspensiones de Staphylococcus aureus forrados ocon diferentes tipos

de anticuerpos anti-Mycobacterium, se prueban contra el tipo de cepas de
Mycobacterium: se utilizan tres gotas de la suspensién de Staphylotoccus y tres
gotas de la suspensidn de Mycobacterium que se mezclan en los posos de uma pla
ca de plistico. las placas se incuban a 37 °C y las aglutinaciones se registran
cada 30 minutos, por 24 horas, se tiene como control de aglutinacidn espontinea
una suspensién de Mycobacterium en Solucién Salina IsotSnica. los resultados ob
tenidos por los dos mftodos concuerdan y se evalfan de 1a siguiente manera:

Algunas cepas de Mycobacterium que tienden a dar aglutinacién espontfnea,
y que pudieron previamente ser jdentificadas con gran dificultad, se tipifican
ficilmente por el mftodo de coaglutinacidn. (52)

Los mftodes por los cuales se inactivan Staphylococcus y Mycobacterium,

ro afectan los resultados.

la cantidad del suero que se necesita para una prueba de aglutinacibn en
tubo por el mbtodo de Schafer, puede usarse para mis de 10 tipificaciones por
el método de coaglutinacidn, (52)
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4,2.6 DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA Mycoplasma pneumoniae.

Los Mycoplasmas son los microorganismos de menor tamafio que se conocen, y

se diferencian de las bacterias en que carecen de pared celular,

Los Mycoplasmas patfgenos son altamente especificos para ciertos &rganos y
tejidos en los animales infectados, produciendo lesiones de forma selectiva en
el Sistema Nervioso Central, en las articulaciones, en la pleura, el peritoneo

y los pulmones. (21)

En el hambre, los Mycoplasmas producen una neumonia atipica primaria, y
las cepas T (que producen colonias de muy pequefio tamafio) pueden producir una
uretritis no gonooBocica.

La newmonia atfpica primarda cuyo agente causal es Mycoplagma pneumoniae
se caracteriza por la presencia de fietre, tos no oductiva (a merudo, intensa),

cefalea y postracién,

La mayoria de los casos de neumonfa producida por Mycoplasma aparecen en
los nifice aunque tarmhién puede afectar a individuos de cualquier edad,

Los estudios seroldgicos realizados indican que tan solo una pequefia pro-
porcién de 1ps individuos afectados con Mycoplasma pneumoniae presentan uma
neuronfa, yaque]amayoriadeeunssﬁlowfmnsimunasmpimtori;asdehs
vfas respiratorias altas, o no presentan ningin signo de la enfermedad. (21)



- 46 -

4.2.6.,1 DIAGNOSTICO IE Mycoplasma pneumoniae,

Mycoplasma preunonige puede cultivarse a partir del esputo o de una mues
tra de exudado faringeo temada con escobill8n por siembra directa en medios de
cultivo 19quidos o s6lidos conteniendo suerc y extrecto de levadura, asf como
penicilina y acetato de talio, para inhibir el desarrollo de bacterias contami
nantes. En el caldo aparecen, tras una semana o mis de incubacibn, colonias i
bres, flotantes que se tifien intensamente con rojo neutro o tetrazoilo que se
observan a través del microscopio. las colonias en agar se tifien habitualmente
con azl de metileno o azur II, pero no son detectables hasta entre el sexto y
el vigesimo dfa de incubacidn. El organismo puede identificarse presuntivamen-
te por su capacidad para producir hemadsorcin o hemolisis P de los eritroci-
tos de cobayo en el medio de cultivo, y puede identificarse de modo definitivo
por la coloracibn de sus colonias, mediante anticuerpos hamblogos marcados con

fluwresceina.

la respuesta de anticuerpos en la neumnfa micoplismica puede demostrarse
por pruebas de fijacibn de camplemento en sueros de enfermos en fase aguda y
convalecientes, (21)

Vardios métodos entre los cuales se incluyen la fijacifn del camplemento,
inhibicidn del metabolismo, hemaglutinacibn pasiva, irmunoflugrescencia, prue
ba mocoplismica y examenes de redicinmunoprecipitacifn han sido utilizados pa
ra la deteccifn de anticuerpos pare Mycoplasma pneumoniae.
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En la deteccién de anticuerpos contya Mycoplasma pneumonias en sueros h

manos se ha demostrado que el radioinmunoensayo utilizando Staphylococcus es al
menos tan sensible cam la téenica de inmunoprecipitacibn. (11)

El exanen es miy sensible y especifico, la especificidad y la sensibilidad
depende de la calidad del antisuero contra la immnoglobulina. (11)

Los Mycoplasmas que se utilizan como antigenos son marcados por la adicién
de Scido olefco y Scido palmitico adicionados de e a el medio de cultivo poco
antes de la inoculacifn de los arganismos. Se incuban a 37 °C hasta que el me~
dio de cultivo empieza a cambiar de color.

miquﬁdoalmmn‘lammmxﬁae se cultiva por raspado de las cflulas

desarrolladas en el medio de cultivo, adicionandole amortiguador Veronal pH= 7.4,
despuls se decanta del medio de cultivo, lavand las células con el mismo amor-
tiguadar. Esta suspensifn se centrifuga a 36 000 g por 30 mirutos a 4 °C. El se
. dimento resultante se lava nuevamente 2 veces con el mismo amortiguador. Los an
tﬁemssmgsaxdabsenmfxvigemci&nkﬂsﬁmm. (11)

los sueroe empleados se obtienen de personas con nemmonfa atfpica primaria
o sueros obtenidos de himsters y conejos infectados experimentalmente con
Mycoplagma pnewmoniae, Todos los suercs se calientan a 56 °C por 30 minutos an

tes de su uso. (11)

1a reactividad entre ciertas especies de Staphylococcus aureus y las inm
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noglobulinas, especialmente la IgG, mo es uma reaccién especifica en el senti
do usual de una reaccibn antfgeno anticuerpo, sino la afinidad no inmurolfgica
entre las cflulas bacterianas y el fragmento Fc de las inmunoglobulinas. (11)

Se ha demostrado que el método tiene una alta especificidad y sensibili-
dad. Esta t8cnica adaptada para la deteccién de anticuerpos de Mycoplasmas, es
considerablemente mis sensible que los métodos convensionales y escasamente mis
sensible que el examen de radisimmunoprecipitacién (RIP) para la deteccibn de
antfcuerpos de Mycoplasma.

Este incremento en la sensibilidad no va acompafiado de una aparente pérdi
da en la especificidad. E1 redicirmmoensayo utilizando la proteina A ofrece un
nfinero de vemtajas sobre el procedimiento del RIP; parque la reaccibn entre la
protefna A y la IgG es muy répida y puede ser desarrollada en menor tiempo que
el RIP. (11)

4,2,7 IDENTIFTICACTON SEROLOGICA [E Neisseria gonorrhoese.

En la enfermedad gonooBocica aguda deben tefiirse extensiones obtenidas a
partir de exudados recientes, que a menudo pueden demostrer la presencia de di
plooocos&ummgativosinﬂac&l\ﬂax%.ﬂswsdatosjwmmnmhismﬁadg_
nica evidente, pueden permitir establecer un diagnSstico provisional de gono-
rrea aguda e instaurar la terspfutica especifica. (21)

El diagnfstico de Neisseria gonorriweae se basa principalmente en su aisla

+



- 48 -

miento e identificacifn. la diferenciacifn de Neisseria gonorrhoeae de otras

especies de Neisseria, se lleva a cabo tradicionalmente por examenes de utili
zacifn de azucares, en combinacién con, la reaccifn de oxidasas, tincién de

Gram (21,29) desarrollo en medios de cultivo selectivos, caracteristicas morfo
16gicas de las colonias, prueba de immunofluorescencia (19,87), immunoelectr§

foresis (20) y hemaglutinacién. (5,88)

El método de coaglutinacibn es rdpido y ficilmente reproducible en el cual
los anticuerpos antigonococo son obtenidos en conejos hiperirmunizados, estos
anticuerpos se enlazan por las porciones Fc a la proteima A, contenida en el
Staphylococcus aureus, reaccionando con el gonocooo, produciendose una agluti-

nacibn fuerte y f8cilmente visible. Esta reaccifn se compara con un control en
el cual los anticuerpos especificos no van unidos al Staphylococcus. Se debe
hacer énfasis en eliminar la reaccién cruzada con Neigseria meningitidis, algu

nas especies de Moraxella y en algunos casos Haemophilus influenzae y

P. auruginoea adsorviendo el antisuero antes de usarlo para unirlo a la protef
na A, (5,42,77) Esto nos permite wna rfpida identificacién de N. gonorrhoeae
dentro de 18 a 24 horas a partir de que se toma el especimen. La técnica es sen
cilla, interpretindola de la siguiente manera: una reaccidn de coaglutinacifn
positiva, se identifica cuando hay desarrollo de particulas finas en forma pol
vosa, Una reaccisn de ooaglutinacifn negativa, es en la cuil no hay formacifn
de partfculas. (91) Un resultado no interpretable es cuando la coaglutinacifn
eseiride.nteenlapn.\ebaposiﬁvayenelcomol;enéstecasoseuevaacg
bo una tripsinizacifn, con la cuil se reducen considerablemente los resultados
no interpretables o pseudoocoaglutinaciones. (42,91)
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También se recomienda hacer una suspensién de varias colonias, calentando
las en un bafio de agua a 80 °C por 20 minutos, enfriandolas a temperatura ambien

te, ung gota de la suspensifn acuosa, se usa para hacer una mueva prueba, (91)

El 98% de las cepas identificadas como Neisseria gonorrhoeae aisladas en

casos clinicos, dan reacciones positivas de coaglutinaci6n para &sta especie. la
tea;ciﬁn es poco especifica para diferenciar lag especies del género Neisserda.
Neisseria meningitidis da 1la reaccibn positiva en un 75% y otras especies de

Neisseria en un 40%. Aunque hay otros organismos que se desarrollan en los mis
mos medios selectivos para Neisseria, estos no dan reacciones de coaglutinacidn
positivas. (5,42)

Recientemente se han utilizado anticuerpos monoclonales que reccnocen una
sola determinante antigénica, esto facilita la produccidn de un reactivo mis es
pecifico. (116) I.oa resultados obtenidos con la reaccifn de coaglutinacifn para
antiam-poemnypo]iclmaleeensuspensiomsdem, previamente calen
tados, ros ha mostrado una sensibilidad del 97.7% y una especificidad del 96,43
respectivamente para el reactivo monoclonal. Para el mactlvo policlonal la sen
aibilidad fué del 100% y la especificidad del 94.6%.(116) En éste mEtodo no hay
una diferencia muy marcada en la sensibilidad y en la especificidad entre los
anticuerpos mono y policlonales para una identificacibn rutinaria de aislamien
ws clinicos de Neisseria gonorrioeae. (116)
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4,2.8 IDENTIFICACION SEROLOGICA DE Neisseria meningitidis.

Utilizando métodos seroldgicos de aglutinacidn, los meningococos se han
dividido en los grupos A, B, C, D, X, Y y Z. En base a los antigenos de los gru
pos que son polisaciridos capsulares. (21)

Cuando se sospecha de un caso de enfermedad meningocSccica se deben exami
nar muestras de sangre, liquido cefalorraquideo y secresiones nasofaringeas pa

ra estudiar la presencia de Neisseria meningitidis,

En alguos casos este microorganismo puede manifestarse en extensiones rea

lizadas a partir de lesiones petequiales cutdneas. (21)

Para clasificar el grupo seroldgico de Neisseria meningitidis se taman en

cuenta los antfgernos especificos contenidos en su polisacirido capsular, esto ha
8ido de gran ayuda para llevar a cabo estudios epidemiolégicos de enfermendades

causadas por meningococos. (18,106)

las especies de Neisseria gonorrhoeae y Escherichia coli dan reacciones cru
zadas con Neisseria meningitidis, las cepas de Escherichia coli contienen un'an

tigeno denominado K1 que da reaccibn cruzada con el meningococo del grupo B no

reaccionando con otros grupos de Neisseria meningitidis. Sin embargo, si 8sta

reaccifn cruzada se presenta como es de esperarse, ya que estos organismos com
parten determinantes antigénicas, se recurre a una tincién de Gram y se observa

la morfolegfa colonial. (118)
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Se ha demostrado que la coaglutinacibn para Neisseria meningitidis también

puede hacerse directamente del desarrollo de colonias en placa (118) y con fluf
do cerebroespiral, ya que se liberan anticuerpos especificos durante la infec-
cibn. (24,108) El antisuero se obtiene por la immnizacifn de conejos. (24) La

proteina A contenida en el Staphylococcus aureus es forrada con el antisuero

hiperinmune contra Neisseria meningitidis. El fluido cerebroespinal se calien

ta a 100 °C por 1 § 2 minutos para evitar las reacciones no especificas. (2u4)
la protefna A recubierta se mezcla con su antigero especifico (liquido cerebro
espinal o suspensién de organismos), presentandose la reaccién de coaglutinacifn

que se observa immediatamente. (24)

La reaccidn de coaglutinacién es sencilla y rdpida, utilizando el anticuer
po especifico para llevarla a cabo, se compara con la técnica de irmunoelectro
foresis y aglutinacifn en 1ltex en lo que se refiere a sensibilidad. (18,106)

4.2,9 SEROTIPIFICACION DE Salmonella sp.

El gfnero Salmonella camprende una gran variedad de "especies" patégenas
para el hambre o animales y habitualmente para ambos. Para el aislamiento de las
Salmonellas de las heces se utilizan medios de cultivo selectivos que contienen
inhibidores quimicos tales camo verde brillante, selenito, tetrationato, desoxd,

colato y citrato.

En el hambre se dan tres formas de Salmonelosis clfnicamente diferentes:

Fiebres entfricas, septicemias y gastroenteritis agudas. (21)
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El método clisico de identificacidn de Salmonella se ha llevado a cabo por
pruebas bioquimicas y de aglutinacién, cuando se observa una colonia sospechosa
en medios de cultivo selectivos o diferenciales.

la clasificacibn de Salmonella dentro de diferentes serogrupos se basa en
la estructura de la cadena de polisaclridos (antigeno 0) samitico que esti en el
lipopolisacirido, que es el camponente estructural de la membrana externa que en
vuelve la célula bacteriana.

la mayorfa de las Salmonellas aisladas en, humaros, animales y alimentos
pertenecen a los primeros serogrupos en el esquema de Kauffman-White, (A, B, C,
Dy E). (103)

En la reaccidn de coaglutinacibn, el Staphylococcus se recubre con molé-
culas de IgG especifica para el serogrupo de Salmonella, de ésta manera la par
te Fab queda libre y se combina con su antigeno hanSlogo.

La preparaciSn del antisuero se lleva a cabo purificando el disacfrido co
rrespondiente a cada serogrupo (02, 0%, 08 y 09) y unido a l1a alblmina sérica bo
vi.na,v farmandose asi un camplejo sintético disacirido-protefna que es inoculado
.a conejos. (102,103)

la coaglutinacifn resulta ser . bastante especifica para la deteccifn de
bacterias pertenecientes a los serogrupos A, B, Cy D respectivamente.



La coaglutinacién se 1lleva a cabo en presencia de un control que es el
Staphylococcus aureus recubierto con suero normal de conejo. (84,102,103)

Los antfgenos solubles se pueden detectar en orina, siendo la prueba de
coaglutinacifn positiva en el 97% de los casos tipificados.

Los antigenos solubles D, Vi y d pueden identificarse en la etapa inicial
de la infeccifn. Para esto se pone en contacto con su anticuerpo especifico,
que esta unido a la protefna A contenida en el Staphylococcus por 1o que ésta
prueba proporciona un alto grado de certeza, (84)

4.2.10 IDENTIFICACION SEROLOGICA DE Shigella sp.

Las Shigellas son gérmenes menos invascres que las Salmonellas, y diffcil
mente causan bacteremia, pero provocan una enfermedad natural en el hanbre deno

Las especies de Shigellas se diferencfan del resto de las Enterobacterias
mediante pruebas bioquimicas, y emtre s gracias a sus caracterfsticas bioqui-
micas y antigénicas, (21)

La totalidad de las especies incluidas en el género Shigella resultan patf
genas para el hombre, Las lesiones producidas en el conducto gastrointestinal se
limitan generalmente a la poreidn del fleon y del cflon; estas lesianes son prin
cipalmente ulceraciones de la mucosa.
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la disenterfa causada por Shigella se caracteriza por dolor abdaminal, dia
rvea y fiebre, de aparicifn repentina tras un perfodo de incubacifn de 1 a 4
dfas. Es corriente la presencia de sangre como de moco en las heces. Cuando la
diarrea es grave, la perdida de agua y sale's puede causar deshidratacién y des
equilibrio electrolftico, particularmente en los nifos. (21)

%4,2,10.1 DIAGNOSTICO DE Shigella gp.

Aunque los bacilos desintéricos son organismos resistentes y se eliminan en
gran ninero durante la fase activa de la enfermedad, sSlo permanecen viables en
las heces durante un corto perfodo de tiempo, por lo cual deben cultivarse ré-
pidamente, E1 mejor método para obtener las muestras para el cultivo es por me
dio de un escobillén rectal, (21)

los cultivos deben realizarse enAgar?thon)oey, Agar Xilosa Lisina Deso
xicolato (D) o en Agar Eosina Azl de Metileno (M) e identificar el micro-
organismo a partir de pruebas bioquimicas y de pruebas de aglutinacién especi-
_fica, que han sido los métodos clfsicos para 1a identificacifn de Shigella, cuan
do se cbserva una colonia de bacterias sospechosas en un medio de cultivo dife
rencial o selectivo. (26)

La identificaciSn de Shigella dysenteriae resulta especialmente importante,
ya que éste microorganismo da lugar a una disenterfa especialmente grave, prova
blemente debida a la producciSn de exotoxinas. (21)
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En la reaccifn de coaglutinacidn, el Staphylococcus se recubre con molé-
culas de IgG especificas para Shigella. El Staphylococcus aureus ya recubierto

con anticuerpos especificos aglutina s6lo con su antigeno homSlogo, permitien
do por lo tanto la identificacién especifica de la especie y tipo bacteriano
deseado.

Para la identificacién de los organismos en forma directa en el medio de
cultivo, se coloca un anillo de parafina alrededor de las colonias sospechosas,
aislandas o del desarrollo bacteriano. Una gota del reactivo de S. aureus re-
cubierto con el suero que contiene anticuerpos amti-Shigella, se adiciona den
tro del anillo de parafina hecho alrededor de la colonia, se mezcla por rota-
cifn de 1 a 3 minutos, hacierndo observaciones periodicas de la mezcla. la coa
glutinacién puede ser detectada visualmente al retener la placa contra un fon
do obscuro con luz apropiada. Sin embargo, el uso de un microscopio se recamien
da porque las reacciones déhiles pueden no ser detectadas’ por observacibn direc
ta. la reaccifn de coaglutinacifn puede ser detectada a los 15 segundos, pero
para que se pueda identificar la coaglutinacifn con mayor seguridad se continfia
rotando la mezcla hasta los tres mimrtos.

En un control de particulas no recubiertas del mismo lote de Staphylococcus,
se coloca una colonia sospechosa para observar si aparece una reaccifin de coaglu
tinacién inespecifica. El uso de Staphylococcus recubierto de anticuerpos en la.
identificacifn de otras Entercbacterias, deperderd bisicamente de la eficacia,
potencia y especificidad del antisuero con el que se recubra el S. aureus. (26)
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4,2,11 IDENTIFICACION DE DIFERENTES SEROGRUPOS DE Streptococcus ﬁ hemols

ticos,

A partir de 1os trabajos de lancefield, en los primeros afios de la decada
de 1930, los Streptococcus 4 hemoliticos fueron diferenciados en grupos immu-
nolfgicos, desipgnados actualmente por las letras "A" hasta la "O".

la separacién de los Streptoceccus 4 hemoliticos en grupos imunolégica-
mente especificos (A a 0), se basa en la presencia de carbohidratos antigénicos
de grupo especificos (Carbohidrato "C"), que estan presentes en sus paredes ce-
lulares. Estos carbohidratos "C" pueden extraerse por varias téenicas (21), en
tre las cuales podemos citar la hidrSlisis Scida, sometiendo a las cflulas a la
autoclave durante 15 minutos a 121 °C, y a la extraccifn enzimftica mediante la
accifn de una enzima hidrolitica de Streptomices albus sola o cambinada con li-
sozima. (12,33,57)

Los antfgenos de grupo especificos reaccionan con los sueros hiperinmimnes
producidos en conejos inmmizados con Streptococcus hemolfticos del mismo grupo.
Lag reacciones de precipitacifn practicadas con sueros adecuados permiten la cla
sificacifn de las cepas desconocidas, Aumue la mayor parte de los Streptococcus
hemoliticos que causan enfermedades en el hambre, estin dentro del grupo "A",
(S. pyogenes) que pueden ocasionar tanto enfermedades supurativas como secuelas
no suprmativas.

El primer grupo incluye la faringitis estreptocbocica aguda (con o sin es
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carlatina) y todas sus complicaciones supuradas incluyendo la adenitis cervical,
la otitis media, la mastoiditis, los absesos peritonsilares, meningitis y neumo
nfa. También incluye las infecciones uterinas estreptocSccicas del puerperio
(Sepsis puerperal), la celulitis estreptocSccica y la erisipela. las pmmpa—
les enfermedades no supurativas son la glomerulonefritis aguda, la fiebre reu-

mitica y el eritema nudoso. (21)

Los Streptococcus del grupo "B" se han implicado como agentes causales en
una amplia variedad de infecciones humanas. Se incluyen la endocarditis, menin
gitis, pneumonfa, artritis, enficema, absesos, ostiomielitis, septicemia e in-
fecciones en el tracto genitourinario. las infecciones necnatales son en parti
cular las concemnientes por su alta incidencia y proporeién de mortalidad., E1
~ diagndstico precoz es imperativo en infecciones neonatales para asegurer y apli
car 1a terapia adecuada. (12,57,68,105,110)

Los Streptococcus £ hemoliticos estén entre las cepas bacteriamas que
se presentan mis camurmente en los laboretorios clinicos. Su identificacidn usual
mente no da problemas, se observa su morfologfa microscSpica y macroscfpica, el
tipo de hemol{sis que produzcan o no en el agar sangre, la produccifn de enzi-
mas (fibrinolisina), prueba de la bacitracina, hidrélisis del hipurato, prueba
de CAWP, (2,38,57,68) que requieren de 24 a 48 haras para su identificacifn. Una
de las pruebas que probablemente es una de las mis ampliamente utilizadas, es la
prueba de 1a bacitracina de Maxted, la cual diferencfa el grupo "A" de otros
grupos de Streptococcus en base a su sensibilidad a la bacitracina. (2,100)
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Como una alternativa en el uso del examen de la bacitracina, una evaluacifn
para identificar el grupo "A" del Streptococcus estf la reaccifn de coaglutina-
cifn. (100)

El método de coaglutinacifn se ha descrito utilizando formaldehido y trata
miento con calor; el Staphylococcus aureus cepa Cowan I se forra con cY globu-

lina de conejo especifica para cada grupo de Streptococcus. (33,100) la seroti
pificacifn del grupo por este mEtodo es sensible, rdpida y sencilla, En algums
casos elimina la necesidad del uso del examen de la bacitracina para la idemti-
ficacifn del Streptococcus del grupo "A'. (100)

El método de coaglutinacifn se ha descrito para la identificacién de colo
nias de Stzepmcoecus/d hemoliticos directamente de las placas de agar sangre.
Se colocan de tres a cinco colonias del Streptococcus 3 hemoliticos incubando
las por 4 horas en un medio de cultivo 1iquido y examinando el medio en suspen
8ibn por medio de coaglutinacién,

Siguiendo este mftodo se ha podido agrupar un 92,6% de Streptococcus ﬂ
hemoliticos de los grupos A, B, C, D, F y G, despufs de cuatro horas de incuba
cifn. (33,68,110)

la coaglutinacifn se ha descrito para la identificacién de los diferentes
serogrupos de Streptococcus & hemoliticos y se ha camparado con la prueba de
anticuerpos fluarescentes (AF) y la técnica de contraimmnocelectroforesis (CIEF)
encmntoa;;asibilidad, tendends los dos (1timos métodos 1la desventaja de que
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mina Sérica Bovina. (23,24) En el caso de que se presenten reacciones cruzadas
o inespecificas, se adsorve la mmestra, si estas reacciones aflin se presentan,
los especimenes son calentados a 100 °C por 1 6 2 minutos antes de realizar nue
vamente la prueba. (24) la prueba de coaglutinacidn es positiva en un 75% de los
examenes realizados, siendo una de las t&cnicas mis sensibles para la deteccidn
de polisacAridos de Streptococcus pneumoniae. (24)

4.3 INFECCIONES POR PROTOZOARICS.

4.3.1 IDENTIFICACION DE TRES AMIBAS PATOGENAS PARA EL HOMBRE.

4.3.1.1 AMIBTASIS.
_ Presenta como sinonimia los siguientes terminos: Disenterfa amibiana, en
teritis amibiana, colitis amibiara. (47)

la amibiasis es una infeccifn del oSlon causada por la amiba patfgena
Entamoeba histolytica, y caracterizada por fases crfnicas o agudas, o por ambas,

asi como por un cuadro clfnico variable. los llamados portadores crénicos de
quistes pueden presentar muy pocos sintomas o no tener ninguno de importancia.
En otras ocasiones,. la enfermedad puede caracterizarse por perfodos intermiten
tes de estreflimiento y diarrea; algunas veces la diarrea puede sepr muy intensa
y las avacuaciones contener cantidades mis o menos grandes de moco y sangre.
(17,47,76,92,99)

Aflin cuando sta amiba vive en el intestino grueso del hambre, puede en de

N\
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terminadas ocasiones prosperar fuera en otros 6rgaros, produciendo localizacio
nes extraintestinales, come 1o son las amibiasis heép§ticas, las pulmonares, las

urinarias, etc. (99)

4.3.1.2 AMIBIASIS INTESTINALES,

Disenterfa amibiana o amibiasis aguda.

Por mucho tiempo las disenterfas fueron consideradas como una entidad pato
186gica definida, Después del descubrimiento de Entamoeba histolytica se supo que

las disenterias pueden originarse tanto por amibas como por otros pardsitos, in
cluso bacterias, por lo que ya se ha calificado camo un sindrame, es decir un
conjunto de sintamas constantes en padecimientos que pueden ser producidos por

diferentes agentes etiolbgicos. (99)

los sim:anag cuando existen, son muy variados y muchos no pueden conside-
rarse como respuestas especificas a la infeccifn. Se sabe tambin que los indi
viduos infectados pueden estar libres de sintamas por afios para presentar una
hepatitis repentina e incluso presentar absesos hepiticos. (47) Cuando el pade
cimiento ha avanzado adenfs se presenta el tenesmo o pujo (falso deseo de eva-
cuar) que en ocasiones se acampafia de fonameros de exitacidn del cuello de la

vejiga, lo cual ocasiona micciones frecuentes y dolorosas.

La temperatura corporal rara vez se eleva a 37.5 6 38 °C, Cuando la enfer
medad declina, el estado espasmbdico del cSlon disminuye, los dolores disminu-

yen y las materias fecales evacuadas son pastosas y cubiertas de moco. (99)
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4.3,1,3 DIAGNOSTICO DE AMIBIASIS.

El diagnfstico de amibiasis intestinal se basa en la demostracién de
Entamoeba histolytica en las heces de la persona infectada. (13,47,93,99) Cuan

do el individuo evacia materia fecal formada, en general s8lo se encuentran
quistes. Sin embargo, en los raros casos en que la ulceracidn activa se encuen
tra limitada al recto, es posible encontrar trofozoitos en las estrias de moco
sanguinoliento que se adhiere a la superficie de la muestra. For otra parte,
cuando hay diarrea activa o disenterfa aguda, sblo debe esperarse el hallazgo
de trofozoftos. Estos no sobreviven mucho tiempo después de salir del cuerpo,
especialmente cuando estan expuestos al frio, pierden pronto su movilidad y los
carécteres morfolSgicos normales sobre los cuales se basa la identificacién.
(Cuadro 4.3.1)

Iangnsuufmmdapuedeespemrantesdesa‘e:minada,mamemdig_
rrefca debe mantenerse caliente y estudiarse lo antes pogible. (13,47)

El diagnfstico es dificil dehido a que hay otros muchos parésitos que pue
den producir el sfndrame disenterdco. Se confurde sobre todo con la disemterfa
bacilar producida por bacilos del tipo Shiga, Flexner, Hiss, etc.

Algunos métodos para examinapr las moestras son los siguientes:

Examen de mestras formadas: Ya sea con una solucifn yodada o sin ella.
Se detecta la presencia de quistes tanto macuros como jSvenes o bhimucleados.
“n
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Examen de muestres diarrefcas: Se examina el moco sanguinoliento para en
contrar trofozoitos. (47)

Examen proctoscSpico: En los tipos clinicos de infeccién activa se obser
van las lesiones caracterfsticas. El examen microscSpico del material obtenido
a través del proctoscipio revela la presencia de trofozoitos pero munca de quis,
tes. Los trofozo{tos pueden identificarse fécilmente en preparaciones tefiidas
con hematoxilina eosina, (47)

Estudio radiolSgico: No es una ayuda importante para el diagnSstico porque
las lesiones no son demostrables siempre con rayos X. Pero en los casos agudos
se puede observar espasmo y ulceraciones. (47)

Hjaci&ldelwnpimmzmlmtnmsemmnmm&defi
jat:i&ndeomplm:toseg\m.Pemcuardosenevaacahobajolasmjmcox_\_
diciones puede ayudar en casos de amibiasis extraintestinal. (47)

Hemaglutinacifn: Puede ser de mucha utilidad en el diagnfetico de amibia
sis intestinal y extraintestinal. Esta prueba requiere de una valorecién ulte

rior. (47)

4,3.1.% LOCALTZACTONES AMIBIANAS EXTRAINTESTINALES,

Hepatitis amibiana: La hepatitis amibiana son camplicacifnes graves de la
amibiasis intestinal. Esta se debe a la metSstasis de la infeccifn del cSlon



- 65 -

hacia el higado a través de la circulacifn portal. El cuadro clinico es muy va
riable, en las formas leves y subagudas el signo mis eviderte puede ser la he-
patamegalia ligera con poco dolor a la palpacién. For otra parte, la hepatitis
amibjana aguda se caracteriza par un dolor intenso en la regibn hepitica, toxe
mia, fiebre elevada y hepatomegalia dolorosa. la fiebre es casi siempre irregu
lar e intermitente y alcanza hasta 39.5 a 40 °C, (47)

Abseso hepStico amibiano: Durante los procesos amibianos intestinales, ya
sean agudos o crbnicos, pueden pasar las amibas, probablemente por via sangufi-
nea o linfitica al higado donde se localizan para producir procesos supurativos
que se inician par una hepatitis con hipertrofia del érgano, el cual se hace do
loreso localmente con irrediaciones hacia el hombro derecho.

Sei:ﬁciawaalzaenlatanpemm,quewelesobteverﬁrcdncalosfrios
cuando ya se inicia la supuracién.

La supurecifn va progresando en el interior del higado hasta que llega a
formar un abeeso, llero de pus de color achocolatado caracteristico, Este pus
carece giempre de amibas, las cuales se encuentran mis bien en las paredes del
abeeso mismo. (47,93,99)

El pronfstico es siempre grave y el diagnBstico suele ser diffcil, scbre
todo en 1os primeros tiempos y-cuando el proceso estd localizado en las cerca
nias del diafragm. El tratamiento es médico al principio y puremente quirfrgi
0 cuando se ha formado la supuracibn. (93,99)
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Amibiasis pulmonar: Estas localizaciones pueden ser originadas por parfsi
tos que partan directamente del intestino o por procesos supurativos cercanos,
camo el abseso hepStico por ejemplo.

No se producen en el pulmbn focos de supuracifn, sino mis bien lesiones
broncopulmonares que se traducen por accesos de tos rebelde, diarrea, expecto

racifn mucosanguinolienta y elevaciones térmicas que pueden llegar a 38 § 33°C.,

Amibiasis cerebral: Entampeba histolytica causa hemorragia y licuefaccidn

del tejido cerebral. los sintomas varfan con la localizacibn, incluyen severos
dolores de cabeza, convulsiones y delirio. (92)

Amibiasis cutSnea: las amibas causan una dolorosa ulceracisn de la piel
que se extiende irregularmente. la base de la (lcera es tejido de gramulacibn
indoloro cubierto de residucs y exaxdados sanguinolientos. (92)

Otras amibiasis: Se involucran precticamente todos los Srgancs viscerales,
incluyendo rifiones, bazo, utero, ovarios, testiculos, etc. (94)

4,3.1.5 MENINOOENCEFALITIS AMIBIANA.
la familia Dimastigamoebidae, esti forwada por especies de vida lilwe que

habitan suelo y agua. Son oopréfilas y se encuentran principalmente en aguas €s
tancadas, sigtemas de drenaje y suelos contaminados.
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A 1a infeccifn causada por amibas de vida libre, se le llama meningoence
falitis amibiana, con este nombre se le conoce generalmente a 8sta enfermedad,
el organismo causal es Naegleria fowleri. Ademds existen informes de meningoen
cefalitis en el que las amibas identificadis pertepecen al género Acanthamoeba.

Las amibas del género Acanthamoeba generalmente viven en forma libre pro
vocando enfermedades en animales, se les ha aislado a partir de nasofaringe de
personas con infecciones en vias respiratorias altas. (6,47) Se conocen casos
de ulceracifn de cSrnea ocasionada por Acanthamoeba, que producen ceguera; éste
diagndstico se apoya en la presencia de quistes en cortes histoldgicos. (6)

Se observan varias diferencias entre Naegleria y Acanthamoeba,

Naegleria fowl'em' no forma quistes en los tejidos, no responde al tratamien
" to con sulfadiazim, ni produce extensiones citoplismicas semejantes a espinas;
todas estas son caracteristicas de Acanthamoeba.

El irmunodiagnfetico de Acanthamoeba es diffcil, sin embargo, las pruebas
de inmmofluorescencia y las irmmoenzimfticas han confirmado la presencia de
Acanthampeba en tejidos cerebrales de casos tipicos. (6)

los sfrtomas son los de una meningitis no bacteriana répidamente progresj
va (cefalalgia, letargia, convulsiones, etc.) (47)

De Naepleria fowleri, en infecciones huminas, solo se observan trofozoftos,
ya que el quiste, con su nficleo Gnico, s0lo estS presente en la naturaleza.



Forma

Donde se encuentran

Morfologia

Excrementos 1fquidos Trofozoltos

Excrementos formados Quistes

Excrementos Quistes
semi formados Trofozoltos
o ambos.

En el moco de las heces
sanguinolientas

En la masa fecal

En la masa fecal

Movimiento progresivo; --
pseudopodos cristalinos: -
puede contener eritrocitos.

Preparacifn salina; Crama-
toxdn visibles, de extm-
mos rams; nficleos no v. 31
bles, mpto despuls de fi
jarlos con formol.

ciSn con pET
& a d;fcum'mve-
les, los cramatoides no ==
suelen ser visibles, exep-

to despuia de la fijacibn-
con formol!

Lo miamo que arriba,

Cuadro 4.3.1 Caracteres diagnfsticos ds Entamoeba histolytica (47)

-89 -
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Se cree que la amiba ingresa al cuerpo a través de la mucosa nasal que re
viste la placa cribiforme. la presentaci®n usual de los sintomas ha sido la re
pentina aparicibn de cefalea y fiebre ligera, asociada en ocasiones a malestar
en la garganta e infeccin nasal.

Los sintomas se acrecentan con rdpidéz durante los tres dias siguientes,
aparecen rigidez en el cuello y vémitos. Antes de terminar una semana el pacien
" te sufre desorientacifn e incluso entra en coma, 1o que puede inducir a diagnSs

ticar en forma presuntiva una meningitis piogena aguda.

Los organismos se pueden cultivar en agar simple, sembredos en presencia
de Escherichia coli a una temperatura de 37 °C,

la aplicacifn de serologia puede ser de invaluable ayuda para realizar el
diagnSstico de amibiasis y de meningoencefalitis amibiapa.

la amibiasis invasiva provoca una respuesta humoral de anticuerpos que pue
den ser detectados serolfgicamente. los examenes seroldgicos usuales para el
diagnBetico de amibiasis han sido la hemaglutinacifn indirecta (IHA), la contra
irmunoelectroforesis (CIEF), asf camo la inmnofluorescencia (IF) y pruebas in-
munoenzim$ticas para meningoencefalitis amibiama, (6,93)

4,3.1.6 DIAGNOSTICO DE AMIBIASIS Y MENTNGOENCEFALITIS AMIBIANA POR EL ME
TODO DE COAGLUTINACION,
Uh método de diagnbstico es la coaglutinacién, en el cual la protefna A
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contenida en la pared celular de Staphylococcus aureus, es formalinizada y com

binada con el anticuerpo especifico contra el 8rganismo por identificar. la coa
glutinacidn se lleva a cabo sobre una porcibn de la superficie de la amiba, del

trofozoito vivo. (15)

Las reacciones irmmunes se llevan a cabo entre antisueros especificos y la
proteina A contenida en el Staphylococcus, formalinizada, tefiida y tres trofo-
zoitos vivos. Ya que esta interaccidn resulta en una adherencia visible micros
cbpicamente de la bacteria a la amiba, se han disefiado métodos por medio de los
cuales las amibas pueden ser identificadas y el anticuerpo antiamibiano ‘puede

ser medido. (15)

La suspensi6n de Staphylococcus aureus recubierto con el anticuerpo espe-
cifico a la amiba correspondiente (E. histolytica, N. fowleri y A. culbertsoni)

se aplica a trofozoitos vivos obtenidos a partir de cultivos de amibas patSge-
nas, presentandose una reaccifn de coaglutinacibn vigorosa. Viendo a través del
microscopio, se observa que esti reaccifn se 1leva a cabo sobre una porcibn de

la amiba. (15)

Ademis también se observa que las amibas vivas podian ser tratadas con el
antisvero, lavado y, subsecuentemente mezclado con el Staphylococcus que ro ha
ya sido previamente recubierto con anticuerpos especificos, produciendose el
mismo resultado. (MBtodo Indirecto).

la reaccifn entre el Staphylococcus recubierto con anticuerpos y tefido
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resulta en una reaccifn de coaglutinacién fuerte, lo que indica que el uso de

amibas vivas es un método sensible y confiable.

la adherencia bacteriana a la amiba, cuando se utiliza el Staphylococcus
sin tefiir, se ve a través del microscopio y se observa que la visibilidad no
es buena para identificar la reaccién de coaglutinacién con precisién y faci
lidad. De ahi que se tifia el Staphylococcus por diferentes téenicas como lo
son: con naranja de acridina que requiere el uso de microschpia fluorescente,
¥ la otra es con azfil de métileno el cual es mis conveniente para los laborato
rios que no cuentan con recursos, ya que, las observaciones se hacen a través

de un microscopic de luz ordinaria. (15)

El método de coaglutiracifn es una téenica inmunoldgica Gtil para el estu

dio de amibas y posiblemente para otros protozoarios. (15)

4.3.1.7 METODOS DE CULTIVO DE 1AS AMIBAS PATOGENAS,.

la Acanthamoeba culbertsoni y la Naegleria fowleri, se mantienen, resembran

dolas semaralmente en tubos con medio de cultivo TSB (Caldo Soya Tripticasa) con

o sin NaCl y suero de ternera, manteniendola a 37 °C,

la Entamoeba histolytica, es mantenida, resembrandola cada tres dias en me

dio de cultivo TP-S-1 monofésico, manteniendola a 37 °C. (15)

Para seleccionar el cultivo de amibas con desarrollo abundante, se observan



en la incubadora, se toma el tubo y se agita fuertemente para desalojar las ami
bas de la pared del tubo. Se abre el tubo y con una pipeta estéril se lavan las
paredes de &ste, con Solucifn Salina Amortiguada de Fosfatos (SSAFa), el conte
nido del tubo se centrifuga a alta velocidad durante 5 minutos, el cultivo de
amibas se deja resuspendido en (SSAFa), congelando los tubos hasta su uso. (15)

4.3.1.8 OBTENCION DEL SUERO ANTIAMIBIANO.

El suero antiamibiano se obtiene en conejos, los cuales son imunizados

por via intramuscular con las suspensiones de amibas (E. histolytica, N. fowleri

y A, culbertsoni) descongeladas que deben de estar ajustadas a tener una concen
tracién aproximada de 10% amibas/mi. las inyecciones intramusculares suelen ser
de un volumen 0.25 ml por inoculacidn a conejos, a éste volumen de antigero se

le adiciona un volumen igual de adyuvante completo de Freurd.

El tftulo de anticuerpos producidos se determina practicando una sangria
de la oreja del conejo; el titulo optimo de anticuerpos es de 1:160 o por en-
cima de éste. Generalmente se requieren alrededor de 60 dfas para la obtencibn
del titulo adecuado de anticuerpos. (15)

4.3,1,9 PREPARACION DE 1A SUSPENSION DE Staphyloococcus CON COLORANTES.

A la suspensifn de Staphylococcus aureus recubierta con el antisuero es-

pecifico se lava con (SSAFa), se resuspende el sedimento en 1 ml del mismo amor
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tiguador, adicionandole 0.050 ml de una solucibn de naranja de acridina al 1% 8
0,4 ml de azfil de métileno al 2%, resuspendiendolo con (SSAFa) a completar 8 ml,
manteniendo la suspensién a 4 °C hasta su uso, generalmente &sta suspensifn es

viable por tres semanas, (15)

Al realizar la prueba de coaglutinacifn se puede comprobar un alto grado
de sensibilidad, especificidad y reproducibilidad para antfgenos amibiancs.

En las pruebas realizadas con las tres amibas patfgenas no se presentan
reacciones cruzadas, la prueba de coaglutinacidn se corrio conjuntamente con

la prueba de immnofluorescencia, presentando resultados casi identicos. (15)

El método de coaglutinaciSn es un tanto mis simple que el método de irmu
noflucrescencia, con una diferencia, que la coaglutinacifn se realiza con el

trofozoito vivo y ro requiere ser fijado.

la coaglutinaciSn puede ser (til con exudados nasales frescos, flufdes ce
rebroespinales y otros especimenes de enfermedades humanas y animales, (15)

4,3.2 DETECCION DEL FACTOR EXOGENO SECRETADO POR Leishmania sp.

Hasta fechas recientes ha sido casi imposible diferenciar las diversas es
pecies de Leishmania que producen enfermedades en el ser humano. For lo mismo,
la especificidad se basS sobre todo en los aspectos clinicos, de donde se iden
tificaron tres especies de leishmanias que corresponden a les tipos clinicos de
leishmaniasis cutfnea, mucocutdnea y visceral. En los Gltimos afios se han emplea
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do otros criterios, tales como la densidad del DNA del cindtoplasto, patrones

de iscenzimas y pruebas seroldgicas. (72)

las diversas especies de leishmania son transmitidas por insectos del gé&

nero Phlebotamus, (72)

A la leishmaniasis cutdnea también se le conoce como botdn de oriente, ori

ginado por Leishmania tropica que produce uma enfermedad crénica que, si no se
trata, tiene una duracidn de un afio o mis; se caracteriza por lesiones secas
que se ulceran hasta después de varios meses, suelen ser Gnicas y se presentan

sobre todo en la care, manos y lugares descublertos. (72,99)

la leishmaniasis mucocutinea es causada por Leishmania braziliensis, el

perfodo de incubacifn es largo, de umo a tres meses. Despuls de €l se presentan
las prineras manifestaciones clinicas, consistentes en pequefias miculas rojizas
pruriginosas, localizadas preferentemente en las piernas, cara, manos y demis
regiones descubiertas. las localizaciores en las mucosas son frecuentes, sobre
todo en la nariz, boca y faringe, llegando a producir procesos destructivos muy
extensos. A menos que se instituya un tratamiento eficaz, llegard a afectarse
la mucosa nasal por canpleto y hasta los paladares duro y blando. Se destruye
el tabique nasal pero a diferencia de las lesiones sifiliticas, los huesos que

dan intactos. (72,99)

la leishmaniasis visceral, en todo el mundo se le conoce con el nambre In
dic de ¥ala azar, es producido por leishmania donovani. El inicio de la enfer-

*
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medad es gradual despufs de un perfodo de incubacifn que puede variar entre dos
seminas y 18 meses. los sintomas caracteristicos del padecimiento son la fiebre,
la anemia y la esplenomegalia. la fiebre aparece desde el principio y alcanza
39 6 40 °C. Es irregular y remitente. la esplenomegalia aparece desde los pri
meros estados y se va acrecentando hasta hacer que el bazo invada la fosa {lia
ca izquierda, A su vez el higado puede crecer y es frecuente que haya derrame
ascitico.

Leishmania donovani no produce lesiones cutfneas en la mayor parte de las
regiones que ataca, sin embargo, en pocos pacientes se ha observado ura pSpula
inicial. las lesiones dérmicas pueden ser miculas eritematosas o incolores, dis
mm en todo el cuerpo o en parches, Tiempo después las lesiones se vuel-
ven nodulares, en Esta etapa pueden confundirse con nSdulos lemosos. (72)

%.3.2.1 DIAGNOSTICO DE LEISHMANIASIS.

Leishmniasis cutfinea: El diagnstico del botfn de oriente suele hacerse
por 1o general, identificando los crganismos de forma oval o redondeada y con
h‘lipimm&lmﬁgotedam'de.gzmﬂesmﬁéitcsobtexﬁdospov
aspiracifn del 1fquido que se encuentre debajo de la {ilcera. lLos cultivos en
mdiomdelmmialobténidoporaspimdénobdopsiapndenmm
fms.dalmasdgote.hpmebadelbntemgm,enlaqueseudlizawaig;
yeccifn intradérmica de una suspensifn de pzunaktigutes mertos, es positiva
en un alto porcentaje de pacientes con infeccifn causada por Leishmania tropica,
También se cuenta con pruebas de anticuerpos indirectos ‘fluorescentes.
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Leishmaniasis mucocuténea: Se confunde clinicamente con la sifilis y algy
nas micosis de la piel. El diagnSstico se hace de igual forma que el de la leish
maniasis cutdnea. (99)

Leishmaniasis visceral: E1 diagnSstico definitivo se hace con la demostra
cibn de los paréisitos. Esta investigacifn puede realizarse haciendo un frotis
o gota gruesa con sangre periférica o hien con los productos extraidos por biop
sia hepitica, ganglios linfiticos superficiales o la médula &sea de esterndn.
la puncidn esplénica es un método eficaz aumque el procedimiento es sumamente
riesgozo por las frecuentes rupturas que se producen en este &érgano. la inves
tigacibn de los pardsitos se hace también por medio de hemcultivos, sembrando
la sangre en el medio NNN, (72,99)

las especies de Leishmania se desarrollan "in vitro" excretando una sus-

_ tancia inmunolSgicamente activa llamada factor exbgeno o excretado (FE), el cual
reacciona con los anticuerpos producidos en conejos que se han inmunizado con el
parfsito completo, Se ha demostrads que el FE es producido por la farma amasti-
gote intracelular del pardsito. A diferencia de los antfgenos samfiticos, el FE
wwpeﬁfieopmucaéaywomlﬁgicodemiatmrﬁa,yporhtantom_
ser uma herremienta prometedora para la identificacifn del paréisito por mftodos
serolfgicos. (25)

El método de coaglutinacifn es usado pare detectar la produccifn del fac
tor excretado (FE) inmurolfgicamente activo de Leishmania.
El Staphylococcus aureus rico en protefna A es recubierto con anticuerpos
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espec{ficos anti-leishmania, coaglutinan con una fraccifn del sobrenadante de
los cultivos, de este modo permite hacer mediciones continuas de la excresifn
del (FE) por multiplicacién de los pardsitos. (25)

Coro el FE es especifico para cada grupo serolfgico de Leishmania, la coa
glutinacifn ofrece la posibilidad de un diagn8stico rdpido, ficil, sensible y
especifico, es una herremienta en la determinacién de ambos, antfgeno y anti-
cuerpo en especimenes de casos sospedbsos de leishmaniasis. (25)

El reactivo de coaglutinacifn es preparado, con el S. aureus, cepa Cowan I
ﬁeoenpmteimAyantiwexpos especificos pam[msmmua, producidos en co
nejos. Las reacciones de coaglutinacidn son presentadas en placas, mezclando
una gota de la dilucién del flufdo sobreradante del cultivo de L. tropica o
L. donovani, el FE purificado o los promastigotes lavados, puestos en contacto
con una gota del reactivo de Staphylococcus al 1%. las suspensiones se mezclan
cuidadosamente con un palillo aplicador y examinando la placa contra un fondo
obscuro y una luz indirecta para observar la coaglutinacién. Para los reactivos
' control, el Staphylococcus es tratado con suero normal de conejo, Suero anti-
E. ocoli, suero anti-S.. typhi y suero anti Streptococcus hemolfticos del grupo
A. Solo las reacciones de coaglutinacién que ocurren demtro de los primercs

cuatro minutos son consideredas como positivas. (25)

la deteccifn por este método es simple y puede ser campletado en poco tiem
po relativamente, en contraste con los ensayos de immunodifusibn de uso corrien
te. (25)



CAPTTULO V
CONCLUSIONES

Ya que los avances recientes en irmunoquimica han provisto de muevas
aproximaciones pare la répida identificacién de agentes infecciosos, se rea
1iz5 el presente trabajo, con la finalidad de establecer una nueva técnica
para el diagnSstico de enfermedades infecciosas en el ser humano,

la técnica consiste en detectar antfgenos solubles en flufdos corporales
o en cultivos celulares infectados experimentalmente. Esto se pone de mani-
fiesto por una reaccién de aglutinacifn macroscfpica en la cual el S. aureus
(Cepa Cowan I productora de protefna A) se recubre con el anticuerpo espect-
fico contra el antfgeno que se desea detectar.

La reaccifn de coaglutinacifn es una técnica inmunolSgica que nos ayuda
en la identificacifn de ozganisms patSgeros camvmente encontradcs en rues-

tro medio, como 1o son los virus, bacterias y protozoarios.

La protefna A reacciona con el suero de los mamiferos y ms especifica-
mente con el fragmento Fc de la IgG. Por su gran afinidad con las irmunoglo
bulinas de miltiples especies animales se ha utilizado mfs frecuentemente co

mo reactivo inmunoquimico.

Dentro de la clase IgG humana, solo tienen reactividad las subclases IgGi,
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3% del total de las immunoglobulinas humanas. La IgM e IgA producidas en mie].” =

loma reaccionan bien con la protefna A.

Entre las ventajas que presenta la técnica de coaglutinacifn podemos
decir que:

la reaccifn entre la protefna A y el sitio de combinacifn de la molé-
cula de IgG es casf instantfnea por 1o que la identificacién puede hacerce
répidamente. Cuando los anticuerpos espec{ficos se ponen en contacto con el
antfgeno correspondiente, la reaccién nos da uma aglutinacién macroscSpica
la cufil es fScilmente visible.

Es una técnica que tiene gran sensibilidad y especificidad ademis de
ser rdpida y sencilla en su realizacidn, los reactivos son econfmicos, re
lativamente estables, no hay riezgo en ninguno de ellos al manejarlos y su
lectura no requiere de personal entrenado ni de aparatos camplicados y cos

tosos.

la falta de reactividad de IgG; es uo de los inconvenientes que pre-
senta la técnica de coaglutinaciSn, aunque no influye mucho ya que la pro-
porcidn de Esta subclase de IgG es pequefia,

Otro de los inconvenientes que se presentan al realizar las pruebas
con la técnica de coaglutinacifn son, la aglutinacién mltiple y las auts
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aglutinaciones. Estos problemas son corregidos por observacién de la reaccifn
dentro de un perfodo-de tiempo corto (1 a 3 minutos), por tratamiento de la
suspensién de organismos con tripsina, por el empleo de cflulas libres tama
das del sobrenadante del medio de cultivo y por extracciones con soluciones
de Scidos calientes o enzimfticas en el caso de Streptococcus 8 hemplfticos,

Cuando se presentan reacciones cruzadas entre los organismos se adsorve
el antisuero antes de usarlo para unirlo a la proteima A. (5,42,77) También
es recomendado hacer una suspensién de varias colonias, calentarlas en un ba
fio de agua a 80 °C por 20 minutos y enfriarlas a temperatura ambiente para vol
ver a realizar la prueba. (2,91)

Hay algunas vardantes a la técnica de ooaglutinacifn en las cuales el
8. aureus no se utiliza completo sino que la protefna A es purificada y el
antfgeno o el anticuerpo es marcado con isotopos redicactivos o algunas enzi-
mas, (82) Este tipo de inmunoensayos se han utilizado para detectar amtfgenos
o0 anticuerpos com 1o son los de Citomegalovirus, (71,114) Rabia, (3) V. zoster,
(81).y de Treponema pallicum. (117)

En conclusifn la técnica de coaglutinacién es presentada miy ficilmente,
siendo especifica para IgG, y muy sensible cuando las condiciones son optimas,
primero para la unién entre la protefna A y la porcidn Fe de la IgG y luego con
su antfgeno homblogo. Esta técnica aparece con un gran potencial para el estu-
dio de la respuesta inmune especifica en enfermedades humanas y experimentales,
Adenis puede ser aplicada en los diagnSsticos serolfgicos de la mayorfa de las
enfermedades infecciosas.
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