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RESUMEN

ta proteina A es un componente de pared cetular que se tiga -
intensamente 2 la porcidn F¢ de cualquier molécula de Ig6. Esto ha
ce que la regidn Fadb de cualauier molécula de anticuerpo esté cara
afuera, de manera que esté libre para combinarse com un antigenc -
especifico.

La reaccidn de coaglutinacidn consiste en insertar a ia pro--
teina A estatitococdcica un anticuerpo especifico IgG dirigido con—
tra un antigeno X, aglutinando 3 este dltimo.

En este trabajo se prepard un conjuaado protefna A-anti CHO=C
especifico de Streptococcus B-Hemolitico del grupo A&, urilizando -
un reactivo de Staphylococcus rice en protedna A y sueros anti-CHO
-C especifico del Streptococcus B-Hemolftico del grupo A.

Con el objeto de probar su especifidad, se puso en contacto -
con el antigeno especitica; otservandose claramente La reaccidn de
coaglutinacidn,

Se utiltizaron como controles: Positivo, un reactivo comercial
de coaglutinacién Phadebact para Strep, A: Negativos, suspensiones
de Staphylococcus aureus cepa Cowan I y Streptococcus B-Hemolitico
del grupo A en solucién salina.

La reaccidn de coaglutinacidn es econdnmica, sencilla y muy =--—
sensible. Este procesoc ha hallado muchas aplicaciones en Inmunolo-

gfa y Tecnotogia Diagndstica.



1. INTRODUCCION

€L interés por la proteina A de $taphilococcus aureus (SpA) -
es por su actividad con Inmunoglobulinas. Forsgren y Sjoquist pro-
baron en sus experimentos la capacidad de mezctas de Sph y ambas =
196G normal y de mieloma o fragmentos aislados fab, Fc o fc' para -
inhibir Lla formacién de Lineas de precipitacidn contra IgG comple-
ta, en difusidn en gel. Concluyeren gue la actividad de SpA se di-
rige a ta fraccibn Fc de la IgG y La clasificaron como unién no es
pecifica, reaccién pseudo-inmune, en oposicién a la unibn especiti
ca antigemo-anticuerpo en Llos sities Fab. Estos hallazgos se refor
zaron con Los resultades de otros trabajos gue demostraron que la
actividad de algunas proteinas IgG de mielona con SpA, o (a elimi-
nacidn setectiva de IgG de algunos sueros inmunes o nermales por -
algunas tepas €€ 5. aurfeusS Gue Se sabe eapresan Sph en la membrana
También establecieron ta unidn de IgG inmune o mermal marcada con—
$tluocrescencia a Lta mayoria de las cepas de S. aureus, no es la =--—-
reaccidn antigeno-anticuerpo especifica; la unidn se da entre la -
regidén Fc de ta 196 y La SpA en la superficie de la bacteria (11,
15.

Estos y otros estudios demostraron la capacidad de SpA de com
portarse como receptor F¢, aunaue estudios recientes muyestiran gue=
también puede haber actividad em sitios Fab de ciertas inmuncglobu
Linas. Ademds, otras clases de IgG pueden unirse a SpA ¥ la activi
dad depende de las especies y subclases. Aunque La SpA ha sido es-
tudiada mis extensamente, Otros mi:roorganismos tomMo estreptococos
producen proteina A que se unen especificamente a IgG y otras cla-
ses de inmunogtobulinas a través de los sitios de uniédn Fe (18, 27
28,



I1. GENERALIDADES
A) PRESENCIA DE PROTEINA A

Una vezr que SpR ha sido clasificada como una proteina de pa=-
red celular que se une en forma especifica a la regidn Fc de moté-
culas de Inmunoglobulinas {Igs) principalmente a La IgG, se han =-
realizado numerosos estudios orientados a determinar su presencia-
en forma sistembtica. Estudios recientes sugieren que La SphA es co
min a.los estafitorccos; alrededor de los afos 70 es que se empie-
za hacer una clasiticacidn, los resultados de estos travajos se —
muestran en la tabla 1.

Una cantidad de cepas de estatilococos y organismos relacicna
dcs sen positives a La produceidn de SpA de superficie celular o =
.extracelutar, La cepa Cowan I y Wood 46 generaimente s¢ usan como—
ctontroies positivo y negativo respectivamente, Kronval y col. uti-
lizan 1;G1 Je rietoma marcada con I para cuantificar el nimero-
de sitios de unidn en La superficie de S. aureus y demostrar asi -
que L2 cepa Cowan | expresa aproximadamente 80,000 sitios de unidn
por erganismo. La Sph extracetlular y la SpA satraida de {a bacte—-
ria generaimente son detectadas por ditusidn en gel, permitiendo =
que Llos sobrenadantes migren gentro del agar que tontiene IgG. ta-
formacidn de Llineas de precioitacibn yeommaracidn con precipita=-
ciones estdndar de SpA purificada permiten deterrminar la concentra
cidn. Travajos similares utilizan gel que contiene el antisuerg —=

contra diferentes cepas de §. aureus (35).

B8) PRODUCCION DE PROTEINA A

S. aureus es un patbgena potencial, por to cual se deben
tener precausiones para prevenic posibles infecciones, las condi--

ciores Sotimas de crecimiento han sido establecidas y hay dos for=—



TABLA K% 1: PRODUCLION DE PROTEINA A POR DIFERENTES (EPAS DE
ESTAFILOCOCOS Y BACTERIAS NO ESTAFILOCOCALES,
NUMERO CEPAS No.POSITIVES/No.PROBADOS

1 S. aureus 692/700 (99%)

2 " 27100 (2%

3 " 1417156 (90%)

4 " 3027455 (686X

S " 2157215 (100%)

& " 3187341 (93%)

7 w

8 " 49156 (83%)

9 " 2977380 (83%)
10 " 757107 (70X
" " L&/L8  (953)
12 " 957106 (90%)
13 " 547120 (45X}
14 " S5B/173 (343
15 “ 30/30 (1000

16 " 148/149 (99%)
17 " £20/433 (97%)
18 " Q7570 [$2}
19 " 1427143 (99X}
20 " 38/100 (38X)
2 S.epideraigis /47 con
22 " 8/157 (00

22 " 1=-7/77  (1-8%)
24 S.hricus /36 @X)

25 S, intermedlus 47127 (3%)
26 No. Estafilococo

0713 @O0




mulacicnes basicas: Calda CCY (Midrolizado de Caseina-Extracto de-
Levadura) y el Catgo Penassay fortificado, son los mis apropiados-
para la mayoria de las cepas incluyendo La Cowan I (35),

Los tiempos de cultivo tienen también variaciones, pero gene-
ralrente Les organismos se colectan despuéds de 12-18 horas de incu
bacibn 3 37'C. De tos cultives de rutina se han aistado de 9-13 m3
de células por Litro (peso himedo), aunque también se han reporta-
8o datcs de 25 mg por titrs. 3. aureus se ha cultivado tambiér-
an a3gar enriguecide o0 en geles comerciales y caldos (19).

bespués que los organismos son colectadsas y lavades, pueden -
guardarse en refrigeracién de =30 a -70'C, o pueager ser Licfiliza-
dos, sin que disminuya significativamente ia actividad de Spa. La-
bacteria muerta por calor tratada con soluciones diluidas de tforma
Lina mantiene su actividad; se verde en farma comercial como un ==
reactivo precipitante para ta 1gG o tien comp reactive de comple--
jos inmunes conteniendo IgG (15, 33, 353,

Utilizando la técnica de un cultivo peor didtisis

ta cepa-
A 476 de S, aureus, la cual produce sclamente SpA extracelular, —-
rinde arriba de 2 »3/L de Spi comparaso con J.2-C.2 =3/L bajo las-
condiciones usuales de cultivo.

Altas concentraciones de ¢loruro de scdic (7.5%) pueden bajar
s produccibn de Spi hasta en ris de un P0X. En medios con cloruro
de sodio al 24% no hay produccidn de SpA (35).

La terperatura de incubacién puede afectar los niveles de SpA
Ligada a célutas, Comparando con La incubacidén a 37°C, los organis
mos de ta cepa Cowan 1 incubados a 20'C en caldo Perassay exhibie-
ron un 50% menos $pA sobre su superficie, en tanto que los organis
mes incubados a &Y' tienen un 20X mds. Utilizando métodos microse
copicos cuantitativos con IgG marcada con peroxidasa no se encon—=

1rd una diferencia significativa en la cantidad de Spi en la super



+icie de Los organismos incubados a 37'C o a 44'C en caldo CCY (18,
35). i

Se ha demostrado la presencia de SpA extracelular, asi como -
también Lla SpA ligada a célutas, esto implica que la SpA sobre la-
membrana tiene ficil acceso a las moléculas de Igs en Las fases —-
;fLuidas o uniéndose a antigenos de superficie celular, de tal for-
ma que ta regidn fc pueda interactuar con receptores de SpA. Los -
estudios han demostrado aue la SpA se localiza primeramente en ia-
superficie de la bacteria SAC y estd unida en forma covalente a (a
porcidn de peptidoglichn de las membranas (35, 62).

Por medio de microscopia electrdnica utilizando complejos an-
tigeno-anticuerpe iigades a célulzs fame indicadores, se encontrée
que L3 SpA estd distribuida uniformemente en la superfitie de SAC,
209 P y FDA. Resultados similares se han obtenido utilizande Ig6 -
fluorescente o marcaga con ferritina. Sasdnicse en el peso sece de
la bacterta de La cepa Cowan 1 y aislande la pared celular de es—-
tas bacterias, contenfan 1.7% y 6,7% de proteinma A respectivamente.

Los estudios det origen de la proteina A de S. aureus extrace

tular han demostrado gue Las cepas Cowan I y 3695 secretan mis del
9% det total de SpA producida, mientras que de un 90-95% se encuen
tra unida a la pared celular y un 1% ¢e encuentra en el citoplasea.

Durante el crecimiento exponencial 3Je lz tacteria se Libera -
SpA extracetular, directamente después ce 13 sintesis en ribosomas
y este producto y SpA de pared telular son Liberados con lisosta-—
f4n de las cepas Cowan I, £ 2219 y 4572; son indistinguibles por -
slectroferesis en gel y la composicién de los aminohcidos es la ==
misma (353,



C) AISLAMIENTO Y PROPIEDADES
DE LA PROTEINA A

a) Aislamiento:

La SpA ha sido aislada por extraccién con calor de La cepa Co
wan 1 en una solucidn Buffer de fosfatos sometidaos a ebullicidn, -
sequida de una precipitacidn con Acido o altas concentraciones de-
sal, cromatografia de inmtercambio ibdnico, filttracidn en gel, elec~
troforesis en gel age potiacrilamida; La Lisosima tambidn se ha uti
1izado para 13 liberacidn de SpA de la superficie de S. aureus, pe
ro La cantidad es variable y los productos generalmente son heterg
géneos. A menudo contiene fragmentos de peptidoglicdn y son de 25
30 veces menos activss sue la SpA extracelular encontrada en me—--
dios de cultive liquidos. En contraste la SpA aistaza después de =
La digestidn con lisostafin es homogénea y completamente activa (6
%, 13, 16, 38, 15 ).

En el procedimiento original después del tratamiento con la =
enzita y acidificacién del precipitado, se extrae la proteina. La-
SpA es precipitada con sulfato de amonio al 80X v puriticada por =
cromatografia de intercambio i6nico seguida de la filtracidn en --
gel. El procedimiento de purificacidn ha sido mejorado utilizando~
la cromatogratfia por atinidad con 1gG immovilizada. Les sobrenadan
tes que contienen SpA se agregan a una columnd d& 196 humana aco--
plada a sefarosa o 136G orocina unida a poliacritamida, posterior==
mente se lava con solucidn butfer neutro, se homogeniza y toda la-
SpA activa se eluye con glicina 0.1M, o# 3.0. El rendimiento es —
aproximadamente del 75X (20, 42, 4B, 50, 53, 54, 55).

b} Estructura y Attividad de la protefna A:

La proteina A estéd constituida por cinco fragmentos: A, B, C,

D y X. Los fragmentas A, B y € son monovalentes, no aglutinan eri-
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FIGURA 1. Modelo de Lla estructura de la pared celular de S, aureus
ta capa gruesa ce la pared esta compuesta principalmente
de peptidoglicdn, los &cidos teicoicos estan unidos to-
valentemente al peptidoglicdn y muchos de ellos se ex===
tienden hacia afuera y hacia et interior, Las proteinas,
estan probablemente unidas a tas cadenas de 3cidos teicoi
cos.
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TABLA No. 2': PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA PROTEINA A

v V.Erikoeri:g'b‘kAa;
© Peso ,Hbégﬁecu_;rla‘r o : i / : I;Z‘DOD
Pu;nftoixrs.c.;zet-é;:t;i‘ ;:.c” : K . 5.1 -
bensidad a2 20w () 2
bczoi;(tnzl o o o o307
Radio de Stokes tom : ) S.‘U
Radio Friccionat- (FF/min) s 2.t
Visccoidad inteinseca Gazgm | w0 o
Constante de Huggins 'K Q.66 !
Volimen especitico (ml/gm) ) 0.72
pra (cuatro equivalentes de tirosinal 10.25
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trocitos sensibilizados de carnero, pero inhibir (a reaccidn entre
196G y células cubiertas ton SpA pura. Los .-fragmentos A y 8 tienen—
pesos moteculares entre 6000 y 7000 b.

Et fragmentc D es altamente afin a ta regidn Fc de unidn y es
t& compuesto por &0 aminodcidos aproximadamente. La regidn X estd-
compuesta por 150 aminodcidos; este segmento No se une 3 F¢ vy di--
fiere mucho de los fragmentos acttivos (13, 18, 33).

El orden de las unidades y el acoplamiento a L3 pared celular
se muestra en ta figura 2.

D) ACTIVIDAD CON INMUNOGLOBULINAS

La capacidad de molédculas de inmunmoglobulinas de unirse a ta=

proteina A de S, aureus ha sido ampliamente estudiada. Sabemos que

la Ig6 reacciona eficientemente con La SpA.

Xronvail y Witliams fueren {os primercs en deterzinar que las
subclases 1, 2 y &4 de Ig6 se unen 3 La SpA reportando también gue=-
ta Xg53 no io hace (27, 28, 39).

Cuando se probd Lla unidn de protedinas de mieloma marcadas con
10 186,
to el 1.5X ge la IgG,. La £953 representa gereralmente menos del -

3
5X de (a IgG humana y las técndeas usadas comunmente para prodbar -

123

1 3 S. aureus mis dei 96% de 114G e IgGL se unieron y sé-

(a actividad entr2 13 Sph v les ccnpuestos en el suero completo ~-
no fueron (o bastante sensibles para discriminar tas giferencias -
cuantitativas con las subclases de IaG hurmana (27, 28),

A los fragmentos y subfragmentcs e Iaf se les ha probade su-
actividad con la SpA para localizar el sitio activo en ta molécula
de 1g. Los datos indican gue ta actividad principal reside en ta -
regidn Fo (20).

Se ha demostrado que otras ciases de [gs humanas son actd

13



_FIGURA 2. Diagrama esauemdtico de ia proteina A incluyendo las cuz

tro. regiones de unién Fc, D, A, B ¥y € principio del blo-
queo en N-terminal y unién a la regidn X, la cual se une
através del C-terminal a 13 porcidn de peptidoglicén de-
La membrana celular. Las horguitlas representan Los si=--
tios de unidn Fc y LYS y TR indican los puntos de divi=-
sibdn o desdoblamiento por tisostafin y tripsina respestl
vamente, Dado que ia regibn no Libera o separa de (a bag
teria por tripsina, es probable gue {a regidn X, como =
aqui se muestra guede enterrada en la pared celular, ha
ciend? gque La regién € sea menos accesible.

14



en el caso de la IgM, se sabe que una subclase designada como IgM2
reacciona con {a SpA, en tanto que la xgn no (o hace. Brunda de--
mostrd que mis del BOX de (1125) ~I1gM de mmeloma humano se unia a-
S. aureus (35, 42)

Utilizando una IgM monoclonal se encontrd que menos del 3X de

la molécula intacta o de los productos monoméricos se unen a 5. au
reus, Grovs concluyd que La actividad de la IgM reside en la re---
gidn Fc. Romagnani también apoy$ lo anterior, sin embargo, Inganas
en 1981 reportd que la unidn de SpA a IgM se da en los fragmentos-
F (ab')2 (28, 48).

La IgA de calostro humano y la IgA mono y policlonal de suero
humano se unen a SpA. Las protefnas activas representan de un 20%X-
a un 33X del total de IgA. La actividad se localizd en Fc. Virella
y ¢tol. demzstraren que la igAz de Suero se une a SpA pero no la -=-
IgA1. La unidn de IgA a protefna A reside en la porcién Fab de ta-
inmunoglobulina (20, 28).

La IgE policlonal humana interactua con ta SpA, no asf la IgE
monoclonal. Se ha reportado que el punto de unidn en la IgE poli-—-
clonal se localiza en la regidn Fab (27).

Existen pocos datos acerca de la actividad entre la Igh huma—
na y La SpA, Kronvall y colaboradores encontraron que la Igbp de ==
mieloma no reacciona con la SpA purificada (15, 35, 48).

De lLas inmunoglobulinas de animales se sabe que la 1gG de cer
do, también se une a la SpA; los sitios de unidon se localizan en-——
la regién Fc. También la IgM e 1gA pueden unirse a la SpA a través
de los sitios de unidén en la regidn Fab (35).

Zivan reportd gue ol 43X de e IgM oe suero y el 47% de la —-
1gA dimérica de calostro se unen a SpA-sefarosa (25, 35).

Andersen encontré que sélo et 15% de las IgG de conejo se =—=

unen 2ficientemente a SpA y esencialmente teodas pueden ser removi=

15



das de suero completo. La mayorifa de {os reportes indican que el -
sitio de unidn-en la 1g6 de conejo se localiza principaimente en—
13 regidén Fe; aungue también hay indicios de actividad en la re=—-
gidn Fab de la molérula, probablemente fuera del sitio de combina~
cidn dgel antigene (27, 3%).

La IgM de conejo también se une a La SpA (25, 35).
e IgG

En cobayos tas subclases IgG se unen a SpA, pero no -

1 2
la IgM, Lla unidn se localiza principalmente en la regidn fc, aun--
que también se ha detectado actividad en la regibn Fab (25, 35).

Las cuatro subclases de IgG de ratédn (1961, IgGZa, Ig6 e —=

IQGS) se unen a SpA, aunque cada una presenta diferente afi:?dad -
w2, SH.

El sitio de uniédn se encuentra en la regidn Fc de la IgG de -
ratén. Alguncs reportes sugieren gque algunas IgM policlonales e —-
IgA oono o policionat de ratdn se unen a SpA (66, 69).

Young y Tamura demostraron gque los anticuerpos aonoclonales -
de ratdn se urnen 2 la proteina A estafilococal, a través de los si
tios Fab (35, 9.

De Las cuatro subclases de IgG de rata, la IgG, v la IQG1 in
teractuan fuertemente con la SpA y la lgGZb muestra débil activi—-
dad. La 1gM también es activa, dos de tres IgM monoclonales y la -
IgA se unen a SpA. La IgE monoclonal no rmostrd actividad (5, 42, -
66, 693.

Jodas las Ig6, IgM e IgA de perro se unen a SpA.

En el caso de los corderos las subclases I9G, tienen alta afi

2
nidad por la SpA mis gue la 1951.
La lgcz de vaca también se une eficientemente a {a SpA.

De un 20-70% <de las cuatro subclases de I1gG de cabatlo se ===

- unen 3 SpA-sefarcsa: Ing, Ich, I3Ga y ta IgG (T); L3 IgM e IgA =~

nc se unen significativamente. Algunas pero no tocas las IgG, IgA-



e IgM de gato son activas (35), .

Pequenas cantidades de IgM de suero de pollo, de carpa se --=
unieron a SpA-sefarosa (pH 7.4) pero no a sefarosa sélo (35).

La constante de afinidad para La reaccidn entre la IgG humana

y de conejo con ta proteina A de S. aureus y para fragmentos puri-

ficados de Fc de conejo y el fragmento monovalente B ha sido deter
minada, los resultados se muestran a continuacidn en ta Tabla 3.

TABLA No. 3. AFINIDAD DE UNION PROTEINA A-IgG

ESPECIES DE IgG KD (M) REFERENCIAS
19G, de mielorma Humana 2.2110-8 Kronvall y col 1970)
tonejo 2.0x107% Mynre y Kronvaii {15807
Conejo 2.0)(10_8 Johnson y Kronvall{1974)
Conejo 5.0x10°° Kessler €1975)
Conejo 1.0x107%0 Okeefe y Bennet  {(1978)
Coneja 7.9X10_: Sander y Langone (1981)

Fc de conejo 2.3%10° Lancet v col. (1978)>




E) MECANISMO DE PRECIPITACION
PROTEINA A-IgG

Muchas de las relaciones estructura-actividad se basan en ~=-
rescciones de precipitacibn en gel, para determinar la actividad -
de Igs completas o fragmentas de tas mismas con SpA. Kroavall pos-
tuld un mecanismo de dos pasos para L3 reaccidn de precipitacidn:

SPA + 1g6  —eemtdmy  SpA=loG 33 (SpA-I1gG)
({insoludle) {precipital
En- donde Ky se tema como et valar de la K o (tabla3), El primer -
paso incluye La interaccidn SpA-Fc y el segundo paso de precipita~

cibn, para el cual, no se ha determinade el valor de K, incluye ==

2
otra actividad, tal vez localizada en los sitios Fab. Los resulta-
dos incluyendo determinaciones colorisetricas estan de acuerdo con
esta interpreracidn, que demuestira que la reaccidn primaria entre~

ta fraccién Fc de la IgG, de mieloma humano y la SpA es altamente~

exotérmica. !

Cuando Las reacciones en gel se examinaron mds detalladamente
un tipo de reaccidn de precipitacidn poco comin fué descubierta, =~
tiamdndota Yenbmenn “Star™ o fendmeng estrella. Esta es una reac—-
cibn de tres componentes, en La cual una precipitacién en forma es
rretlada se produjo por la interaccidn de SoA e 196, gque formaba =~
s6lo tomplejos solubles con SpA (conejo, corderc o vaca) y los ===~
fragmentos F(ab‘)2 de 16 de conejo anti-~SpA o de espesies que nor
matmente tienen IgG precipitance (humano, cobayo o cerde). Los =-=~
reactivos se adicicharon en tres poros bien separados y la forma-~
cibn ge la estrella ocurrid sdlo cusndo todos Los componentes esty

" viersn presentes,
E{ mecanismo del fendmeno estrella, ha sido estudiado, los es
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tudios mis recientes estan de acuerdo en que La. actividad de fc en
La I1gG no precipitante es necesaria, aunque no estd muy claro si -
{a precipitacién requiere un componente F(ab')2 con actividad de -
-anticuerpo dirigido contra SpA. be esta forma Endresen y Grov en -
contraron que séto un minimo (5X) de fragmentos F(ab')2 de ta IgG-
normal precipitante son activos a SpA.

Se sabe que la afinidad de tos fragmentos F(ac’)2 purificados
de anticuerpos IgG de cobayo contra albimina de huevo y virus de -
sarampidn pueden participar en la reaccibn estretla, Lo cual sugie

re gue ta actividad de anticuerpo contra SpA noc se reguiere (35).

f) ACTIVIDAD BIOLOGICA
DE LA PROTEINA A

Lz posible funcidn biclégica de la protefna A de acuerdo a ~-
tos trabajos de Dosset, es et blogueo corpleto del reconocimisnto-
y muerte de la3 bacteria en la fagocitosis utitizando cpsoninas IgG.
Otras tnvestigaciones han demostrado gue la protefna A es capaz de
provotar reacciones anafilacticas en cecbayes, reacciones de Arthus
en conejos, aderds se ha encontrago gue los complejos proteina A -~

to de suero —=

1gG #ijan complerento de cobayo y tamnidn compler
fresco de humang, cerdo vy perro,

La mixima fijacidn de complemenic se obiuvc en presencis de -~
un excese de anticuerpo. Kronvall y col. sugieren que la proteina=
A es otra substancia capa: de unirse 3 i3 nmotécula de globulina en

la proximidad necesaria pra la activacidn de C1-Esterasa. Ellos ~—=
han sugeride que la dimerizacidn de {3 Ig8 pocr s proteina A y ge-
tas estruzturas largas Jdebicde a una agrejatidn secundaria pueden -
elevar el compiermentio activado por complejos.

Stalenheim y Lastenson estudiaron la accibn de los complejos-
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proteina A-I3G sobre el componente €3 del sistema de complemento.

Cuandc se adiciond proteina A a suero humane C, pass a C

3 3a 77

ch pero la proteina o agregados de protefna A e 1gG noc provocan-
.

ta conversién de c3 purificade. La explicacidn mis probable 3 esta

cbservacidn es que la protefna A reacciona con La regibén Fc de la-
196 y entonces C1 es activado por fijacidn al complejo proteina A-
ara r {, con~-
2 P da 3
vertasa el cual actia en turnc scbre CS' be esta manera los comple

156. EL 61 activado actda entonces sobre CL y €

jos proteina A-19G tienen un efecte similar sobre el sistema com--
plemento como un complejo antigeno-anticuerpo.

L3 importancia en infecciones estafilotocales de la actividad
de complemento inducida por praotedina A no esta muy clara, no obs=-
tante los estudios ae Kronvall han indicado que puede haber aproxi
madamente 80,000 residuos de proteina A por cada célula bacteriana
y mas ocel Y0X de 1a IgG humana es capaz de reaccicnar zan La pro—-
teina; de esta manera es posible imaginar una via de complejos pro
tefna A~1gG, acrivazidnm de complemento, liberacidm de factores qui
miotdcticos, atraccidn de PMN y formacién de pus. Krormvall también
ha sugerido que las lesiones por complejos inmunes observadas en -
Llos pacientes con endocarditis puede deberse a la proteina A (33,-
35).

G) EFECTOS DE LA PROTEINA A

tos leucocitos PMN humanos ingieren y degradan rdpidamente ——
los complejos insolubles preparados con EgG humana y SpA, las :élg
las blancas sanguineas Liberan histamina en presencia de SpA. Los-
complejos con (1 257-X96 se han uwtilizadc para Semostrar gue el rg
conccimiento depende de la concentracidn de neutrdfilos, ta natura

leza de los complejos, el tiempo de incubacidén y La presencia de -
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factores del suero. Similar a la activacidn del complemento, el --
grado de fagocitosis depende de (a ddsis de SpA y es dptima para -
tos precipitados formados en eguivalencia. La presencia de suero ~
humano da un resultado mis rdpide e incrementa la ingestidn adn --
cuando tos complejos, suero y nmeutrofiles se mezclen o cuando los -
complejos se traten primariawente TOn suers v se laven antes de (2
exposicidn a2 las células, El complemento juega un papel importante
en el incremento, pero otros ftactores también estan involucrados, -
dado que el suero inactivade por calor aun tiene un afecto opsoni-
zante: significativo. La IgA policlonal purificada y una fraccidn =
conteniendo IgA & IgM aisladas por afinidad cromatogrifica sobre -
‘SpA-sefarosa, también incrementaron la actividad y se postuld que-
ta IgA e IgM actdan como onsonings por interaccibn directa com con
plejos SpA~1gG. Esto puede suceder debido a gue Las opsoninas esta
btes al calor son anticuerpos con especificidad contra deterninan—
tes ocultos, expuesto @n la IgG cuands 52 une a SpA. Es importan=~-
te que la unidn de SpA a sitios Fc en Ig6 no bloguee L3 unibn a re
ceptores Fc sobre neutrdtilos. Por esta razdn la proteina A marca-
da con 11 5 puede wusarse para deteciar (a unidn de neutrbdfilas 3 -
anticuerpos IgG en et suero de pacientes con meutrosenia zutoinmu-
ne (35, 47},

Se sabe gque tos factores de suero Ldbiles al calor juegan un-
papel “importante en la opsonizacidn y fagotitesis de la bacteria y
algunos estudios han revetade que ta SpA soluble y ligada a célu—~-
tas inhiben la fagocitosis de S§. aureus, primeramente formando com
pltejos con Ig6 que suprimen la caoacidad de oosonizacidn de compie
mento .(54). Se ha reportado aque dos componentes de paréd celutar ~
de §. aureus; peptidoglicén y protefna A afectan la capacidad de-
los PMN para migrar e ingerir al estafilococo “in vitro™ (42).

La unibn de SpA a I1gG puede servir para inhibir 13 respuesta-
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del hospedero a una infeccidn estafilococal, intertiriendo ia opsp
nizacidn. La protelna A interfiere con Los mecanismos de defensa -
del hospedero prirncipalmente por supresidn de la quimiotaxis y fa-
gocitosis. 8ajo condiciones de incubacidn con proteina A se inhibe
enorrerente la capacidad fagocitica de Los PHN (41, 54, 633,

Vanderbrouke y col. estudiaron la interaccidn entre los leucs
citos PMN y el 8. aureus en presencia y ausencia de opsoninas; com
parande la cindtica de reconacimiento, la actividad metabélica v =
ta degranulacidén durante la fagocitosis de S. aureus opsonizado y
no opsenizadeo, midienso la produccidn de anidn superbxidg y ta Lli-
beragidn de liscsima oor ios FMN mediz~te ta estimulacidn ton la -
bagteria Bpsonizada v nc copzontizada) como upa medida del desencade,
namiento de la actividad metabdlica y degranulacidn. Demostraron =
gue ta bacteria no opsonizaca Es (apss Je cziirclar 13 degranuta--
cibn ge lisosomas y el gesencadenamiento retabblico de los PMN y -
no se encontrd diterencia entre la cantidad del i6n superéxido pro
ducido bajo estimulacidn con la bacteria opsonizada y no opsoniza—
da (64).

Ferrante y col. demgstraron gue Los leucocitos mononucleares—
cuanda son tultivados en presercia de 5. aureus fijado con formali
na, liberan mediadores, cue regutan las funciones de los neutrofi-
los humanos. tste est3filecocs inhibe la migracidn de neutrétites~
en presencia y avsencia de un gradiente quimiotdctice; Los estu---
dios en filtracion en gel han dermosirado cue Las propiegades que -
actuan sobre losneutrbfilos, cei estafilococo residen em las molé-
ctulas con un rango de pesc molecular de 50,000-80,000 (13, 200.

Hawiger reportd aque la pacteria o l2 cepa (owan I lictiliza=-
da e incucada en plaswa rico en plaguetas, rausa L3 agregaciln pla
guetaria y libera serotonina. La 2gregacibn plaquetaria se atribu-

yb a La interaccidn de La SpA con 1gG, porque los fragmentes Fc o=
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un exceso de SpA Libre bloaquean la agregacibn y tripsinizacidn de=-
La bacteria para remover (3 SpA Libre, la agregacidn y reduccidn -
de La serotonina liberada (35).

Se sabe también que la SpA neutraliza complejes infecciosos ~
entre vaccinia o0 virus Kerpes simple » anticuerpos especificos igG
antivirales. También inhite (a citotoxicidad mediada por células -
dependientes de anticuerpos o dependientes del complerento, contra
células de rinén de conejo o fibroblastos humanos infectados com -
virus Herpes simpte y sensibitizados con Ig6 antiviral (2).

Aunado a los efectos que yz se mencionaron, también se ha de-
mostrage que La Sph activa a tos linfocitos “in vitro”, algunos es
tudios han demostrado que 1a actividad mitdgenica de SpA sobre las
céluias B o T yla naturalezs de la respuesta dependen de algunss -
factores incluvendo: si ta SpA es soluble o insoluble, La dosis de
SpA, (a presencia de factores del suero, 2! papel de Las células =~
ayudagoras o supresoras, la especie y teiide fuente gde linfocitos,
si se utilizaron linfocites fetales ¢ radurcs y L3 presenciz de es
tados anormales tales como deficiencias inmurmes o leucemias (6, 14,
22, 23, 34, 43, 48, 49, 50, 52).

Estudios recientes sudieren gue la attivacitn ge céiulas 8 -
tiene un efectp significativo en La determinacidn de cuales son ==
las sefales regueridas " n vitro™ para estimular a las células 8 2
protiferar y diferenciarse a células secretoras de Igs. En el hom—
bre $. aureus de (a cepa Cowan 1 incuce {3 preliferacidn de cé-
Lulas B pero no induce ta secresibn de Izs. Cuandd las células Ty
un mitdgersc Pokeweed se adicionan a (o0s Cuitivos, (as cEluias 8 se
diferencian a células secretoras de Igs. Estos resultados sugieren
que 5. avreus de La cepa Cowan 1 activa 2 subpoblaciones de cé-
Lulas B para recioir sefiales de ayuda suministradas por tas célu—-

Las T activadas por el mitbgens (22, 23, 57, &67).
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Cuando tas cAlulas T se agregan a las cétulas B estimuladas ~
con SAC, las células B se direrencian a células secretoras de inmu
noglobulinas (3Q0).

1to y Lawton reportaron gue el sinergismo entre el mitdgeno ~--
Pokeween y §. aureus ctepa Cowan I, en ta estimulacidn de La res
puesta de las células formadoras de placas por células mononuciea—
res humanas no separadas, sugiere la posibilidad de gue SAC puede-
acrivar a tas células farmadoras de rcsetas de eritrocitos de ra—
tén (BMR+) paras empezar & responder a la estimulacién depenpiente~
de las células T por et mitégeno. Sus resuttados mostraron gue ~--
efectivamente son activadas con SA{, pero que ia activacidn para -
iniciar la sintesis de ONA no puede ser regulada ton el desarrollo
de la sensibilidad a les factores de diferenciacidn derivados de -
{as célutas T (23, 30, 57).

La SpA contenida en (a bacteria también estimula (a produc—--
cibn y Liveracién de Igs de linfocitos de sangre preriférica humana.
La SpA unida a sefargsa también estimula la produccidn de lgs enm =
sangre periférica y cblulas de bazo (50).

Low demostrd aue la {-Xinasa probablemente esta involucrada -
en una etapa temprana de La activacidn de céluias 8, por un mitégg
no especifico (SAL) de 1as célutas B pelictonales (1D, &7).

La ScA estimuia la proguccidn Jde interfercn tipc 2 en receptp
res FC+. La reduccidn de zélulas T en preparaciones de linfocitos~
humanos y schrenadantes ce células efectoras tratadas con SpA au-~-
mentan La actividad natural asesina (NK) y la citotoxicidad media-

da por células depengientes de anticuerpes "in vitre™ (35, 43).
M) APLICACIONZS DE LA PROTEINA A

La SpA se ha convertide en un reactivo inmunoguimico extrema—
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damente importante, més alld de su capacidad para aistar I1g6 o sub
clases de 1gG. Algunas de sus splicaciones se enuncian en la taola
4, Gque es una lista de {os derivados de SpA marcados que se han —-
utitlizado en algunos =étodes, incluyendo inmuncensayos de {infoci-
tos o antigenos tumorates de superficie celular, antigenos y anti-
cuerpos virales, ensayos de anticuerpos 1gG especificos a un anti-
geno en suero, o anticuerpss monoclon3les producidos por hibrido—-
m3s, 0 para ta cuantificacidn de antigenos en fluidos fistolbgitos
por procedimientos competitivos de RIA. Derivados marcades con ---
fluoresceina, ferritina, hemocianina, también ofrece ventajas so--
bre anticuerpos marcadas con marcadores citacuinmicos (&, 7, 12, 18,
21, 31, &4, 54, 68).

Una ventaja uel radicomarcado de la SpA marcada con la enzima-
en inmuncensaycs competitives, es ta capacidad para usar una sdla~
motécula indicadeora, sensible 3 la naturaleza del antigens, o espe
cificidad det anmticuerpc. Esto ha perritido el desarrolls de dinmu
neensayos para aigunas drogas y derivados de prostaglanginas que =
son inestables en las condigiones convencionales de marcado y para
Las cuales el Radicimmumoensayo (RIAY clésico no podria Llevarse a
cabo (35).

La bacteris de 1a cena Cowan ] muerta gor calor y fijada con~
formalina es ofrecida por algunas firnas comerciales, representan~
do una alternativa a {a precipitacién con donle anticuerpo o a ==
otros métodas de separacidn Je antigeras marcados, de complejos ag
tigéno~anticuerpa en inmynoensave. £5%¢ procedimiento fub desarro~
Llade por Johrsn y Kronvall para el R1A de L3 atfa~tfetoproteins, -
usada subsecuentements en ensayos para albiming, factores de grecd

mniento epigérmica, ferririna, digoxima, toxinas, horoonas, autdan~

ticyerpos a albdmina Suma~a vy anticuertos a virus, La precipita~—-~

cién con SpA en fase sdlida tampisn es uma forma Utit para aistar-
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complejos inmunes de suero; asi como también de membranas celula~-
res sotubjlizadas o de otras fuentes (35, 37).

EL ensayo en placa desarrollade por Gronowicz permite la de--
teccidn de 1gs secretadas por Linfocitos en cultive, tos eritroci-
tos cubiertos con SpA unidos a las inmunoglobulinas secretadas y =
La formacidn de la placa hemolitica ocurren en presencia de un se-
gunda anti~lg y complemento.

Boot reporta dos ejemplos de la aplicacidn de las variantes -
isotipicas de anticuerpos antiparoxidasa. Dichas variantes son cop
paradas con respecto a su capacidad de unidn a la proteina A, La -
unidn de I3s de ciertas especies a protefna 4 es dependiente del -
isotipo en la cadena pesada (5).

Yliingworth reporta la utilizacidn de SpA en La serotipifica~
cidn de campilobacters, basdndese en antigencs estables al calor -
utilizando una combinacidn de téenicas; La hemaglutinacidn pasiva~
y la técnica de coaglutinacidn, siendo esta GLtima una técnica sen
sible, simple y econdmica (16, 26).

Srinivasakuma y Rao reportaron ta utitizacién de protetna A -
para el anilisis de la reaccidn cruzada entre antigenos del micro-
organismo Bacteroides fragilis con suera inmune de tonejo conte===
niendo anticuerpos predominantemente IgG (5%5).

Se ha comparado ta técnica de coaglutinacién y la contrainau-
noelectroforesis en ta aeteccidn de antigenos de los microorganis—

mos Neisseria maningitidis, Haemophylus influenzae y Streptococcus

pneumonie en Liquido cefalorraguideo, resultando la coaglutinacibn
més sensible que la contrainmunoelectroforesis (60).
Tambidn se ha wtilizade 3 pretednz B pars comparar L3 activi

dad de un receptor de un estreptococo del grupo C (39, 45, 468),
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TABLA No. &:

DERIVADOS DE PROTEINA A MARCADOS PARA USO EN'INMUNOENSAYD

"Proteina A marcada con:

1. ﬁz{&i‘p'huétess":
a1y

+1._ Método de (a T-cloramina
By By
1. Metilacidn reductiva { Formatdenido'}
2. Acerilacisn ( anhidride acético )

) C)3ZP'Bacteria Cepa Cowan 1

11, Fluorescencis

A)Isotiociauto - de flucresceina

B)Batteria Cepa lowan I rmarcada con-
fluorescefina.

{II. Enzimas
A)Peroxidasa
1. Glutaratdehidc
Bifosfatasa Alcalina (Glutarzldehido)
é)xnvertasa {Glutaratcdehido)

IV. Otros indicadores (para microscopia)
Adferritina
“B) -Hemgcianina

CIParticulas doradas (Orc y-Uranio) " °
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Les méiodes de radioinmunoensayo derivan su aplicabitidad fun
damertal y general como recursos de la medicina clinica de dos pro
piedades separadas, pero relationadas: gran sensibitidad y especi-
ficidad.

Un estiozo de las etapas requeridas para establecer un radioin
munoensayc £ara una substancia proteica humana hipotética "X, es-
¢coRo Siguesr

1. Antisuero para X es producido en especies heterdlogas, por
ejemplo, tonejc o cobayo.

2, $i La substancia X no es en st inmundgena, es decir es un-
hapteno, primero se acopla con un transportador macromolecular; y-
el complejs portacor es usado para producir un antisuero.

3. X es marcada con radiactividad, por to general con 125! -
("%}

4. EL antigeno “X marcadc recaccisna con suficiente anticuerpo
para fijar aproximadamente 70% de "X,

5. Diversas cantidades conocidas de substancia X no matcada -
son atadidas a2 una mezcla de "X y anti-X, y compiter por los si=-=
tios de combinacidén del anticuerpo.

&. Despuds de un peripdo apropiado de incubacién, "X marcada-
fijada 2l anticuerpo se separa de "X no fijada.

7. 0e la cantidad oe "X fijsda a diversas contentraciocnes pue
de construirse una curva que permitird \a computacién de cualquier
concentracidn deseada de X que sea desconocida,

Para ta marcacidn radiactiva de X {antigeno} un método gene--
ralrente aceptado es la yodacidn con 1291 o 1371, en ta cual la mo
Lécula de yodo estd tigada por covalencia al grupo tirosina en el-
caso de antigenos proteicos.

Esta reaccitn se facilita en presencia de un agente oxidante-

como La cloramina T. Si el antfigeno que va a ser marcado carece de
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grupos tirasina, se han ideado procedimientos alternativos de yoda
cibn. Por ejemplo, marcacidn intrinseca por ta sintesis orgdnica—
con 3H puede lograrse con hormonas esteroides.

ODespués de La incubacidn del antigeno marcado ("X} con el an-
ticuerpo especifico en presencia de cantidades de X libre no marca
do, La separacidn del anticuerpo fijado del "X Libre debera de ser
etectuada para estimar L3 cantidad de X presente en L3 reaccidn de
fijacién competitiva. En general, (a2 separacibdn puede ser efectua—
da por medios fisicogquimicos (cromatografia, difusidn en gel, pro-
tefna A estafilocécica, etc). o inmunoldgicos {método del doble =--
anticuerps) (7, 12, 3.

La fluorescencia es la emisidén de tuz de un color, es decir,=
de una longitud de onda, mientras una substancia es irradiada con
tuz de un coler diferente. La longitud de onda emitida estd necesa
riamente a un menor nivel de energia gque la tuz ncidente ¢ 2bsor-
bida, Los fluorocromos como la rodamina o la fluoroscefna, tienen-
espectros caracteristicos de absorcidn y de emisidn.

El isotiosianato de fluoresceina es una forma de fluoresceina
que con facilidad se fija a las proteinas mediante enlaces covalen
tes a un pH alcalino, prirordialmente a través de residucs amige--
nos £ de lisina y grupos amfgenos terminates. £l isotiosianato de-
tetrametilrodarina, que emite tuz roja, tiene una absorcidn mixima
a S50 ne y una emsisidn mixima a3 5B0 nm (para los conjugadoé de ro-
damina-proteinal.

Virtuatmente cualquier antigeno puede ser descubierto en cor-
tes de tejido fijado o en las suspensiones de células vivientes me

drante a3 i

monofluorescencia. Las etapas involucradasen la inmu--
nofiuorescencia incluyen la preparacidn de antisuero insunczante o
de Gf-globulina purificada comjugacién con et colorante fluores—--

cente y finalmente el procedimiento de tincidn.
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EL método de antizuerpo ligadc a las enzimas depende de ta --
conjugacidn de una enzina con el anticuerpo que estd dirigido para
un antigenc celular 6 histico. EL conjugado resultante tiene acti-
vidad enzimitica e inmunitaria. Por lo tanto, los principios son =
totalmente anjlogos a los princisios en gue se basan las técnicas-—
de inmunoflucrescencia directa o indirecta.

La peroxidasa del rabanoc es habitualmente la enzima elegida -
para el acoolamiento con el anticuerpa. Primero se tifen los teji-
dos directacente con un conjugada de anticuerpo=enzima o directa=-
mente con reactive antiglobulina ligado a la enzima, sequide de ip
cubacidn en suero inmune no marcado. Después el tejido es incubado
con el substrato para la enzi=ma., La enzima en este caso es identi-
ticad2 visualwente por L2 formacidn 2 un tolor negro gespuds de -
La incubacidn con perbdrido de nidrbgeno y diaminctencidina,

Otras técnicas son la de anticuerpo acoplados a un hapteno, =
el uso de proteina A de estafilococo como reactivo intermesio y ==
sistemas con nis de un reactivo inmuncenzimitico, es decir, de tin
cidn deble {213,

Las dos variantes mis ampliamente ercleadas de andlisis inmu-
nitario enzimitico son el inmuncanilisis enzimdtico competitive y
el anflisis inmunoscrbente ligado a en2imas. Las enzimas que han -
sidc empleadas con %frecuencia incluyen: 2 la peroxidasa del rébg
no fosfatasa alcalina, lisczinma y glutosa -é-7osfato deshidrogena-
sa., Estas enzimas se acoplan a antigenos O 3anticuerpos mediante a-
gentes de enlace crurada, particularrente 2\ alutaraldehido y ta -
demaleimida. Cuatguier enzira puede ser usada mientras sea soluble
estanle y esté presente en los liguidos bicldgicos en cantidades -
e puedieran interferir con tas determinaciones en el suero. (21).

Por otra parte La ferrizini, una proteina cue contiene nierro

tiene wn2 elevada dersidad etectrdnica, Tuando estd aseplada con =



tos anticuerpos puede ser usada para la tincidn directa o indirec-
ta'de los tejidas. La tocalizacidn de los complejos antigens=-anti-
cuerpo conjugados con la territing en los teiidos fijos puede ser-
lograda con et microscopio electrénico. Otras particulas electeo--
densas tomo el ora o el uranioc también pueden ser introducidos gui
micamente en ¢l interior de los amtituerpos especificos antihfsti~
tos (7, 12, 21, 3N,
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1V, DIAGRAMA DE FLUJO

Staphylocotcus aureus CEPA COWAN 1

!

SIEMSRA Y MEDIOS DE CULTIVO
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AISLAMIENTO OF COLONIAS
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PREPARACION DEL : SENSIBILIZACION
ESTAFILQCOCd - CON SUEROS HIPER=~
RICO EN PROTEINA A : INMUNES,

REACCION DE COA-
GLUTINACION.
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V. MATERIALES Y METODOS
MATERIALES Y SOLUCIONES
1. Material Bioldgico
a)Cepas bacterianas:

Se trabajd con las siguientes cepas; Staphylococcus aureus Cepa

Cowan 1.
Streptococcus B-Hemol{tico
det grupo A.

b

-

Antisueros:

Se trabajé con antisueros anti-CHO "C" especifico de Strep. 8-
B . ) : Hemol{itoco del grupo A.

2. Soluciones y medios de cultivo

a) Sotucibn salina fisioldgica (SSF)
Cloruro de sodio 8.5g
Agua destilada 1.0L
b) Caldo soya tripticaseina (CST)
CsT 30.09
Agua destilada 1.0L
¢} Agar sangre base soya tripticaseina
Agar Soya trioticasefna 40.0g
Sangre . S0.0mL
Agua destilada 1.0L
d) Sales Manitol
Caldo Nutritivo 100.0m¢
Manitol 1.09
Rsjsc de fensl 2.5mg
e) Coagulasa
Plasma de conejo 0.5mb
Agua destilada 2.0mL

1) Alcohot Etflico (70%)
g) Formaldehido (0.5%)

-
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METODOS
1. Cultivo y cosecha de cepas bacterianas: .

Las bacterias de la cepa Cowan I se inocularon en medio Lfquido
de caldo soya tripticaseina (10ml) incubdndose a 37'C durante 24h,
be cada cultivo se sembrd una asada por el método de dilucidn, en-
medio s&lido agar sangre base soya tripticaseina. Se propagaron cg
tonias aistadas de la segunda resiembra en tubos con calds soya =--
tripticaseina. Se prepararon frotis gue se tineron con la técnica-
de Gram.

2. Pruebas Bioquimicas
a, Fermentacidn de Manitol

Se inocularon tubos que contenian 3ml de caldo nutritivo (pH 7)
adicicrnado de manitol (1g/100mi} y rojo de tenol (2.5mg/100mi) con
una asada de los cultivos de §. aureus, se incubaron a 37'C duran-
te 24 haoras. Las cepas que viraron el indicador 3 un cotor amari==
tlo se tonsideraron fermentadoras del manitotl.

Esta prueba se realizd también en placa, sembrando por estria,—
con iguales reswltados aue la anterior (19,

b. Pruebas de coagulasa:

Se irorularon tudos gue contenfan 0.5mt de olasma de conejo di=
luido 1:4 en SSf, con una asada de!l crecimients bactteriano de 18--
24 horas, Las merclas se incubsron a 37'C y se& sobservaron tada 30
minutos durante 4 horas. Los tubos en los que no se forme codgulo-
en este periodo se incubaron hasta 24 horas. Se consideraron coagu
lasa positivas las cepas en las que si hubo oroduccidn de coagulos
a ta 4 % 2L horas de incubacibn (19},
¢. Prueba de (Catalasa:

Se realizd sobre el portacbjetos, agregande La bacteris con una
varilla de vidrio y adiciongdo unas gotas de HZOZ, observindose —

ta eferbecencia producida por el desprendimiento de oxigena (19).
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FIGURA No. 3 DIAGRAMA DE TRABAJO PARA LA PREPARACION DE ESTAFILOCOCO
" RICO EN PROTEINA "A"

Staphylococcus aureus

cepa Cowan 1
Colenias aistadas
Tubos Caldo soya tripticaseina [*  Matraces con caldo
10mldx4 37°C - & horas Soya tripticaseina
: g (250mLIxé 37°C
12 - 18 horas

Centrifugér‘a‘SSDDrpm 15 minutos

“ l r Pasar el paquete a
Lavar dos'veces el sedimento con tubos de ensaye. Di
§SF. Centrifugar a 3500rpm 15min. tuir 1:10 con Formol
al 1.5X en SSF. Incy
l bar 90' a temp. amb.

—

Pasar paquete a tubos de ensaye

diluir 1:10 con Formol al 0.5%
en S5F, incubar 3 horas a (emp.~“\““-\§Centrifugar a3 3500cpm
amb. 15 minutos.

Lavar dos veces con SSF. Cen
trifugar a 3500rpm 15 min.

Diluir el paguete 1:10. con SSF
Calentar 1 hora a 80'C

™~

.-Medirla absorbancia

Conservar a 4'C
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PREPARACION, DE ESTAFILOCOCO RICO EN PROTEINA A

1. “Una vez que.se selecciond 1la colonia, se inocularon 4 tubos con
caldo -soya tripticaseina (10mL), incubandolos 3 37'C durante & ho--
ras. ’

2. Se inocularon & matraces con 250ml de caldo soya tripticaseina=-:
con 10ml (cada matraz) de §. aureus incubado durante & horas. Los
matraces se incubaron a 37'C durante 12-18 horas.

3. El contenido de los matraces se centrifugd a 3500rpm durante 15

minutos, tavando dos veces con SSf con volimenes de 25ml.

4. EL paguete se pasd a tubos de ensaye y se diluyS 1:10 con for=-=
moi at 0.5% en SSF.

Se inctubarona temperatura ambiente durante 3 horas; al termino
del cual se centrifugd y elimind el sobrenadante. Se lavd dos ve-~
ces con $SF diluyendose et paquete 1:10 con SSF.

Se calentd a BO'C durante una hora. Se lavd dos veces mis y se=-
resuspendio al 10% en SSF; se determina la concentracidn midiendo-
La absorbancia a S25nm. Se guardd en retrigeracidn a 4'C (16, 18),
NOTA:

Se probd también en el punto anterior, la dilucidn 1:10 con for
mol al 1.5X en §SF, incubando 90 minutos a temperatura ambiente, -

prosiguiendo con la metodologia arriba descrita,
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SENSIBILIZACION CON SUERQOS HIPERINMUNES

(reactivo de coaglutinacidn)

Reattivo 1.

A 0.2 ml del antisuero no diluido (t{tule 1:312) se le agregd
1.0 mt del reactivo de estafilococo rico en proteina A (26).

Se incubd a 37'C durante 30 minutos. Se centrifugd a 3000 rpm
durante 15 minutos, eliminando el sobrenadante y resuspendiendo el
paquete at 10X en SSF. De este reactivo no se realizaron dilucic—~
nes (16).

Reactivo 2.

A 0.2 ml del antisuero no diluido (titulo 1:312) se le agregd
1.0 ml del reactivo de estafilococo rico en proteina A (26).

Se incubd a 37'C durante 1 hora. Se centrifugd a 3000 rpm du-
rante 15 minutos, se elimind el sobrenadante y el paguete se resus
pendid al 10X en SSFf. De este reactiveo se realizaron diluciones -
dobles como sigue:

0.4 mL del reactivo 2 + 0.B mL de SSF (1:2) Sol. 1

0.4 mt de ta Sol. 1 + 0.8 mi de SSF (1:4) Sot. 2

0.6 ml de la sol. 2 + 0.8 nl de SSF (1.8)  Sol. 3

0.4 mL de la Sol. 3 + 0.8 mL de SSF (1316} ~Sol.:4
etc. etc..

Los reactivos se guardaron en refrigeracién a4'c:(16).: ,:,_,,‘

PRUEBA DE COAGLUTINACION

Sebre un portaobjetes timpio se colngluga'goté‘ el
de coaglutinacién (1 6 2) agregande una gota de la,

Streptococcus B Hemolfitico del grupo A en sz,(1§) b
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Se agita el portaobjetos con un movimiento circular y. se ob--
serva ta formacidn de pequenos aglomerados.

Para comparar los resultados se utitizaron los controles si==
gquientes:

Contral positivo, un reactivo comercial de coaglutinacidn ---
Phadebact para Strep. A, el cual trae un reactivo de coaglutina=---
cidn que se mezcla con una gota del anticuemo respectivo para la -
reaccidn de coaglutinacidn.

Contraoles negativos: Una suspensidn de Streptococcus B-He-
molitico del grupo A en SSF y una suspensidén de Staphylococeus -
aureus cepa Cowan 1 en SSF. Las dos soluciones se prepararon con-
una asada del microorganismo correspondiente en 3ml de SSF incuba-
das a I7'( durante 30 nminutos.
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Vi. RESULTADOS

Las técnicas empleadas para ta preparacidn del estafilococo~-
rico en proteina A obtenido por el método de Kessler con ligeras =
modificaciones y la técnica de coaglutinacidn, dieron los resulta-
dos esperados, tumpliéndose el objetivo planteado: Preparacidn de-
un conjugado protetna A-anti CHO C especifico de Streptococcus B--
Hemol{tico del grupo A.

La absorbancia a 525nm de los reactivos de estafilococos ri—
tos en proteina A fueron : Reactive 1= 0.29 y Reactivo 2= 0.3

La sensibilizacidn de los reactivos de estafilococos ricos en
protefna A con suéro hiperinmune da tomo resultado el Reactivo de=~
coaglutinacion. Trabajdndose con un suera anti~CHO C especifico de
Streptococcus B-Hemotitico del grup A, cuyo titulo de anticuerpos-
correspondid a 11312,

Enfrentando los reactivos de Coaglutinacién al antigeno espe-
cifico se observd claramente el fendmeno de coaglutinaciédn. Los rg
sultados de estas pruebas se compararan con un reactivo comercial~
de coaglutinacién (Phadebact) siendo la lectura en ambas muy seme~
jantes; es decir se formaron peqguefos aglomerados, diferenciando =
una prueba de otra, por (a3 colaracién del reactivo comercial de ~~
coaglutinacidn, Lo que nos da idea de 3 efectividad de los reacti
vos preparadas en este trabajo.

Se realizaron diluciones al reactivo 2 de coaglutinagidn; ob-
servindose claramente 1a reaccidn de coaglutinacidn hasta la dilu~
cién 1216, a partir de la dilueidn 1132 la reaccidn ya no se obser
va tan franca, perdiéndese totaimente en La dilucidn 1:128.

€1 reactivo de coaglutinacién 1 tuve un tiempo de vida de 5 -
meses 20 dias aproximadamente. EL reactivo 2 de 2 meses aproximada
mente. Lo anterior se determind realizando reacciones de coagluti~

nacidn cada semana durante varios meses.
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TABLA 5:

TABLA' DE RESULTADOS. DE/LOS ‘n_sAtr'lvos/pE'chGLunN‘Acon, :

Caracteristicas:

Absorbancia a 525 A
‘Reaccién de coaglutinacidn
“Tiempo-de vida :

Dilug jones.:

TABLA 63 ot s e
3 Ll REACCION DE COAGLUTINAFION» CON EL REACTIVOVZ

Qi{s‘;cién’;‘ EEEE éea;:iéﬂ de coaglutinacién
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VI1 BISCUSION

Los resultados de este estudio confirman ampliasmente los da--

tos reportados por Kronvall, Langone, Lind y Kessler entre otros--—
que han demostradao luego de estudios minuciosos, la importancia -
de las condiciones de cultivor Medios, Yemperaturas, Tiempds, Solu
ciones Buffer, pH de las mismas, la inactivacién de ia bacteria =-
etc, (33, 35, 36).

€n este proyecto se realizaron varias (&) preparaciones de es
tatilococo rico en protefna A, Por circunstancias ajenas al proyec
to en una de las preparaciones (22) se modificaron dichas condicig
nes; orimeramente se prolongd et tiempa de incubacidn de la bacte-
ria de 18 horas a casi 34 noras, pasteriormente una vezr incubados-—
los matraces, estos permanecieron durante 23 dias er refrigeracidn
at termino del ctual se continud con (3 téenica deserita, obteniédn-
dose resultados negativas, ya que no se observéd (a reaccidn de coa
glutinacidn,

Lo anterior porbablemente a que hay un decremento en la pro ==
Juceibn de SpA Yigada a células debido o la citolisis, despuds de~
tiempos de cultivo protongados (352

Por otra parte las bacterias tratadas con soluciones diluidas
de formol {formalina o formaldehido) mantienen sy actividad. Lo an
tecior se probd diluyendo 1:10 el paguete bacteriano con formol al
0.05X en SSF, incubando a temperatura durante 3 heras, los resulta
des fueron satisfactorios observandose claramente la reaccibn de ~
coagtutinacidn (16, 48, 4%, 53},

Cuands se modifico la concentraciédn de formol, al 1.5% en SSF
con un tiempo de incubacidn de 90 minutos a temperatu}a ambiente,~
se observaron resuitados iguates a los anteriores; (o cual esta en

concordancia con Kessler y otres investigadores guienes repartaron
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gue. las bacterias asi tratadas mantienen en un 70X su capacidad de

unidn original 2 las laG. Mientras que las bacterias incubadas con

formol al 5% durante 24 horas mantienen solo el 25% de su capaci-- -
dad de unidn (35).

Posterior al tratamiento con formol viene el zalentamiento a-
80'C curante 1 hora (16): también se ha reportado est2 misma tempe
ratura pero durante 5 (6, 18, 19) y tres minutos (13, 49, 50, S3)~
con iguales resultados.

En este trabajo se probd ta temperatura de BO'C durante 1 ho-
r3 y durante 5 minutes (reactivos 1 y 2 respectivamente) {os resul
tados en ambos reactivos son iguales en Lo que se refiere a la e—-
fectividad de los reactivos de coaglutinacidn; aungue es posible -
que esta variacidn este relacionada con el tiempo de actividad de-
fog reactivos de coaglutinacidn: para el reactivo 1 se tiene un ==
tiempo de actividad de 3 meses y 20 dias aproximadamente, para el-
reactivo 2 es de 2 meses y ambos se guardaron ep refrigeracién a -
L'C y a. ningune de los reactivos se les adiciond conservador algu—
no; siendo la Unica diferencia la incubacidn a 80'C durante 1 hara
y durante 5 minutcs.

La absorbancia a 525 nm de los reactivos 1 y 2 fué de 0.29 y-
0.30 respectivamente, que coinciden con el dato de Geding aue re=-
porta 0.3 de absorbancia a $25 nm gue corresponde a 5 X 108 célu-—
{as formadoras de zolonia poar mililitro (22).

Al enfrentar el reactivo de coaglutinacidn (1 y 2) al antfge~
no especifico se observd claramente (a reatcidén de coaglutinacidn-

no asi cuando se enfrenté a otro antigeno.
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VII1 CONCLUSIONES -

Las condiciones de cultivo (tiqmpo,.temperatura y medios) .son de
gran importancia para la preparacién del reactivo de coaglutina—
cibn y su eficiencia en la reaccidn de coagiutinacién.

La técnica de coaglutinacién es econém\Ca, senc1lla que propor-~

ciona resultados satisfactorios.

La reaccidn de coaglutinacidn const\tuye una alternat\va en-el =~
diagnéstico de origen bacteriano y viral de acuerdo con el funda
mento de esta.

De acuerdo con la literatura consultada y Llos resultados presen—
tades que son congruentes, se cumplid el objetivo planteado en -
este trabajo. i
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