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RESUMEN 

La proteina A es un componente de pared celular que se liga -

intensamente a la porción Fe de cual~uier r.iotécula de lgG. Esto h_! 

ce que la regi6n Fao de cualquier molécula de anticuerpo esté cara 

afuera, de ll'lanera Que esté libre para combinarse con un antigeno -

especHico. 

La reacción de ccaglutinaci6n consiste en insertar a La pro-­

teina A estatilococ6cica ur- anticuerpo específico lgG d1rigido con­

tra un antigeno X, aglutinar.do a este últill'O. 

En este trabajo se preparó un conjugado proteina A-anti CHO-e 

es~cifico de Streotococcus 8-Hf>l':"Ol1tico del gruoo A. utilizando -

un reactivo de Staphylococcus rico en proteina A y sueros anti-CHO 

-e espec ~ f i co del St reptococcus 8-He:'!lol 1 t leo del grupo A. 

Con el objeto de probar su especifidad, se puso en contacto -

con el antigeno especifico; ot-servandose ctara"",ente la reacción de 

coagtutinación. 

Se utilizaron como con!.roles: PosHivo, un reactivo COMercial 

de coaglut;naci6n Phadebact oara Strep. A: ~egatwos, suspensiones 

de Staphy lococcus aureus cepa Cowan I y St reotococcu5 B-Hemol it ico 

del grupo A en solución salina. 

La reacción de coaglutinaci6 . ., es econ6nica, sencilla y niuy -

sensible. Este proceso ha hallado ~uchas aplicaciones en Inmunolo­

gia y Tecnologh Ciagn6st1ca. 



! . INTRODUCC!ON 

El ;nter~s por la prote~na A de Staphilococcus aureus (SpA) -

es por su actividad con Inmunoglobulinas. Forsgren y Sjoc:iuist pro­

baron en sus experimentos la capacidad de mezclas de SpA y ambas -

lgG normal y de mieloma o fragmentos aislados Fab, Fe o Fe' para -

inhibir la formación de Uneas de precipitaci6n contra IgG cor.'iple­

ta, en diiusi6n en gel. Conclu)·ercn que ta actividad de SpA se di­

rige a la fracci6n Fe de la IgG y La clasiiicaron como unión no e2._ 

pec~fica, reacción pseudo-inr.!une, en oposicl6n a la unión esoec~f_i 

ca antigeno-andcuerpo en los sitios Fab. Estos halla:::gos se refo!_ 

zaron con los resultados de o!,..os trabajos Que der.<ostraron c:iue la 

actividad de algunas prote'Ínas lgG de mielona con SpA, o La elimi­

nación selectiva de IgG de algunos sueros inr.'l.unes o ncrr.iales por -

algunas cepas ce ~ cwe s:e sabe E.-.pre$3"' Sp" en ta :ne"".brana 

También establecieron la uni6n de IgG inl":'lune o r-crl"'.al marcada con­

fluorescencia a la l':'.ayoda de las cepas de~, no es La --­

reacci6n antigeno-anticuerpo especHica; la un'\6n se da entre la -

región Fe de la lgG y la SpA en ta superficie de la bacteria (11, 

1 Sl. 

Estos .., otros estudios del"'.ostraron la caoacidad de SpA de co.:, 

portarse cor.io receotol"' Fe, a ... 110...;e es"::udios recier.tes r:tuestran QOJe­

también puede haber actividad en si!ios Fab de C'iertas in~unoglob~ 

tinas. Ade~h, otras clases de IgG pueden unirse a SpA y ta activ,i 

dad depende de las especies y subclases. Aunaue ta SoA ha sido es­

tudiada m.\s extensa~ente, otros r.'licroorganismos 'º"'º estreptococos 

producen orote\na A ciue se !Jnen especificar.lente a lgG y otras cla­

ses de 'ir.r,i~noglooullna:. a !~~'.'hs -j~ lo~ sitios de uni6n Fe (18, 27 

28). 



I1. GENERAL !DADES 

Al PRESENCIA DE PROTEINA 

Una vez Que SpA. ha sido clasiiicada corno una protelna de pa-­

red celular oue se une en fortna especifica a la regi6n Fe de mol~­

culas de lnmunoglobulinas <Igs) principalmente a la IgG, se han -­

realizado numerosos estudios orientados a determinar su presencia­

en forma sistemtitica. Estudios recientes su;;ieren c:;ue la SpA es e~ 

mi.in a los estafilococos; alrededor de los años 70 es Que se empie­

za hacer una ctasiticaci6n, los result3dos de estos tl"aoajos se -

ntuestran en la tabla 1. 

Una cantidad de cepas de estaf1 lococos y organis111os relacicn.! 

des se~ positivos a la oroducci6n de SpA de superficie celular o -

extracelular. La cepa Cowan I y Wood 46 generalmente se usan como­

controles oositivo y negativo respectiyamente. Kronval y col. uti­

lizan XgG
1 

d~ ,..;elorr.a ~ar::: a.da co,., I 125 oara cuantificar el nú!llero­

de sitios de uni6n en la superficie de~ y demostrar así. -

Que La cepa co .. an I expresa aproi:imadal"'lente S0,000 sitios de un'i6n 

por organismo. La Sol. e-.tracelular y la SpA el.traida de la bacte-­

ria generali::ente son detectadas oor d'itusi6n en gel, perr:itiendo -

Que los sc':)renadantes ::dgren dentro del agar Q';Je contiene IgG. La­

'formación de Uneas de oredoitadbr< yco!Tlnaraci6n con orecipita-­

ciones estándar de S;:i-A ourdlcada perll!iten deter~.inar la concentr_!. 

ci:6n. Traba)os simi.lares utilizan gel Q!Je contiene el antisue;-o -­

contra di'ferentes cepas de S. aureus <35) .. 

Bl PRODUCCION DE PROTE!NA A 

h._~ es un patógeno potencial, por to cual se deben 

tener orecausiones para pre.en~:- ;:-~~.;ble~ infecciones, tas coodi--

dones 6oti.mas de cre-c1tt1iento han s1do establecidas y hay d~s for-

6 



HBLA Ni 1: PROOUCCION OE PROTEINA A POR DIFERENTES CEPAS DE 
ESTAFILOCOCOS Y BACTERIAS NO ESTAFILOCOCALES. 

NUMERO CEPAS No. POS I T 1 VOS/ No. PROBADOS 

1 ~ 6921700 (99%) 
2 2/100 C2Xl 
3 .. 141/156 {90Xl 
4 .. 302/455 (66ll 
s .. 21 S/21 S (100%) 
6 .. 3181341 (93X) 
7 .. 
s .. 49/56 (88%J 
9 .. 297 /31/J (83%) 

lO .. 75/107 (70%) 
11 .. 46/45 (95%) 
12 " 95/106 {90%) 
13 .. 54/120 (45%) 
14 .. 58/173 (3C.t) 

15 .. 30/30 (100%J 
16 " 148/149 UN~> 
17 .. 420/ 433 C97Xl 
18 " 0/570 (QXl 
19 .. 142/143 (99XJ 
20 .. 38/100 <38%) 
21 S.ep°{deritidis 0/47 COXl 
22 .. 0/157 {QX) 

23 .. 1-7/77 C1-9U 
24 S.hvicus 0/34 <OXl 
25 s intermedlus 4/127 (3%) 
26 No. Estafilococo 0113 <OXl 



mutaciones béisicas: Calj.l CC'I' (~idroUzado de Caseina-Er.tracto de­

Levadura) y el Caldo Pena.sso, 1:.:rti ficado, son los m!s apropiados­

para la rr.ayorh de tas cepas incluyendo La Coo1an l (35). 

Los tiempos de cultivo tienen tambié-n variaciones, pero gene­

ralr.:ente los organismos se colectan después de 12-18 horas de 'inc;:, 

bac.i6n a 37'C. De los cultlvcs de rutina se han aislado de 9-13 M3 

de cHv las por l i. t ro (peso hÚr.""do), aunque t acr.oi l>n se han reoort a-

do datas de 25 T:i9 por litr~. 

!!n agar enric¡uecido o en geles co~erciales y cataos t19). 

Desoués Que los organismos son colecta.:i-:is y lavados, pueden -

guardarse ef"I refrigeraci6n Ce -30 a -70 1 C, o pueaen ser licfil~za­

dos, sin cue d;:sl!':i.nuya s~;.,lficati~a?'llente La ac?i1.,d.;;= :.~ SpA.. La­

bacteria eiuerta por calor tratada con soluciones diluidas de T::in . .!_ 

tina r.1anti.ene su acti~idad; se verje e'l fcr~a ccr.".ercial ccf!'.O un -­

reactivo crecioitante para la lgG o t:ien CDl!'O reactive de CO".'l;>le-­

jos inrr.unes conteniendo lgG US, 33, 35). 

Utilizando la técr.ica de un cultivo pcr d'iális'is ;en la cepa­

A. 676 :!e S. aureus, la cual ~ro':!:..1c.e scla~ente SpA e)(tracetular, -

rinde arriba de Z r..~/L de Sp:. co:o-oarado con ü.Z-C.3 -;'L bajo tas­

condic"or.es '..lSuales de rul!:ivo. 

Altas ccncer.tracio.,es de cloruro de scdlc (7.5:) oueden bajar 

la produ.:ci6r . ..:!e SpA. hasta er r.~s de un 901. En meoios con cloruro 

de sodio al 24X no ~.a;y orod:..cci6'"1 de ScA C35). 

La ter--.oeratura de fr.cuba.:i6~ puede afectar los niveles de SpA 

ligada a cHutas. Coe;:ara~do con la incuOaciér. a 37'C, los organi_!. 

~os de la cepa Co"'an I '\r.cubados a 20'C en caldo Pcr.a;.say e.._hibie­

l"On un 50X !:'lenas SpA sobre su superficie, en tanto que los organi_!. 

r!'!CS incubados a 4i•c tienen un 20'.: "''~s. Utilizando ir,étodos niicros­

c6picos cuan!:ita~h-0-s con lgG !1".arcada con peror.idasa no se encon-­

tr6 una diferencia significat;:va en la cantidad de Spil en la super 



tici.e de los organismos incubados a 37'C o a 44'C en caldo CCY (18, 

35). 

Se ha demostrado la presencia de SpA extracelular, asi como -

tambi~n la SpA l iga_da a células, esto implica Que la SpA sobre la­

inembrana tiene fácil acceso a las moléoculas de lgs en las fases -­

fluidas o uniéndose a ant1genos de super1'cie celular, de tal for­

ma Que la regi6n Fe pueda interactuar con receptores de SpA. Los -

estudios han demostrado :i;ue La SpA se local 1;.a pri~eraeente en l.l!­

superficie de la bacteria SAC y está ur,ida en forma covalente a La 

porción de peptidoglicán de las membranas <35, 62). 

Por medio d.e microscopia electr6ni::a utilizando complejos an­

t1geno-anticuerpo ligados a .:é~:..~as :::"'.e ind~cadores, se encontr6-

Que ta SpA está distribuida unifortr.etrente en la superficie de SAC, 

209 P y FOA. Resultados sirrdlares se han obtenido utilizando IgG -

fluorescente o marcacia con Terrlt)na. 5as~r;.:::se er el peso seco de 

la bacteda de La cepa co .. an l y aislando La pared celular de es-­

tas bacterias, cor.ten1an 1.7: y 6,7:: de proteina A respectiva1t.ente. 

Los estudios del or;~en de la proteina A de s .. aureus extrae!_ 

lular han demostrado oue las cepas Co.an l y 3695 secretan mAs del 

9: del total de Sp~ produd:h, rrdentras c;:ue de un 90-95% se e!"lcue~ 

tra unida a la pareo ceLular y un n; se encue,,tra en el citoplasca. 

Durante el crec~r.:iento e)(poner.dal j,; \..a !:;3co::eria se libera -

SpA extracelular, directar..erite después de la sintesis en ribosomas 

y este orC1ducto ) S?A de pared ::elular son liberados con lisosta-­

fin de tas cepas Co1o1an l, E 2219 y ... 972; !-OM 'indistinguibles pcr -

electroforesis en gel y la composición de tos aminollcidos es la -­

mi str.a (35). 

9 



Cl AISLAMIENTO Y PROPIEDADES 

DE LA PROTEINA A 

a) Aislamiento: 

La SpA ha sido aislada por extraccí6n con calor de la cepa CE. 

wan len '..lt"la soluci6n Buffer de fosfatos sometidos a ebullición, -

seguida de una precipitaci6n con ácido o altas concentraciones de­

sal, cromatograffa de intercambio i6nico, filtración en gel, elec­

troforesis en gel de poliacrilamida; la lisosima también se ha utj_ 

li::ado para l3 liberación de SpA de la superficie de S. aureus, P.! 

ro La cantidad es variable 1 tos productos generalmente son heter.E?_ 

géneos. A menudo cent i ene f rag~ent os de pept i dog l i e án y son de 25 

30 veces ~.enos acti ... ~s ~:..:e la SpA e>..tracelutar encor.trada er. rr.e---

dios de cultivo liou1dos. En contraste la SpA aislada después de -

la digesti6n con lisostafin es homogénea y cor.ipletamente activa (6 

9, i3, 16, iS, i9 ) .. 

En et procedimiento original después del tratamiento con la -

en:irc3 y acidificación del precipitado, se ei;trae la proteina. La­

SpA es precipitada con sulfato de amonio al BOX y purificada por -

cromatografia de intercambio i&iico seguida de la tiltr-aci6n en -­

gel .. El orocedimiento de purificación ha sido :r.ejorado utilizando­

la cromatogratia por afinidad con IgG inr.iovil 'izada. Les sobrenada!!_ 

tes cwe cent ;enen SoA se agrega"' a una colum~a de lgG riu:'l'i.:i,,a aco-­

plada a sefarosa o lgG orocina unida a pol1acrilamida, posterior-­

mente se lava con soluci6n buffer neutro, se homogeniza y toda La­

SpA activa se eluye con gli.:ina 0.1M, oH 3.0. El rendimiento es -

aproxift\adamente del 75% C20, 42, 48, SO, 53, 54, SS> .. 

b) Estr-uctura y Actividaa de la orotefr1a A: 

let protefna A ~stá constltulca por cinco fragmentos: A, e, C, 

D y X. Los fra9l!leri.tos J.., B '! C son m.onovalentes, no aglutif"l311 eri--

10 



PROTEINAS PEPTIDOGLICAN AC!DOS TEICOICOS 

~ l / 

FIGURA 1. Modelo de la estructura de la cared celular de s. aureus 
la capa gruesa de la pared esta compuesta princ~ 
de peptidoglicán, los ácidos teicoicos estan unidos co­
valenterr,ente al peptidoglicán y muchos de ellos se e.-.--­
tienden haciJ afuera y hacia el interior. Las proteinas, 
estan probablemente unidas a las cadenas de ácidos teico_i. 
ces. 

11 



TABLA No. 2 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA PROTEINA A 

PROPIEDAD~ 

Peso Molecular 

Punto lsoel~ctrico 

Densidad a 20w C S) 

Radio de Stokes Cnm) 

Radio Friccional CFF/min) 

Viscccidad intrinseca Cel/gm) 

Constante de Huggins K 

\folúmen espec:itico (al/gm) 

pKa (cuatro equivalentes de ti resina> 

12 

42 000 

1.65 

5.1 

2.1 

4.3X10-? 

5.0 

2.1 

29.0 

0.66 

0.72 

10.25 



trocitos sensibilizados de carr.ero, pero inhibir la reacción entre 

tgG y c~lulas cubiertas con SpA pura. Los fragmentos A y 8 tienen­

pesos moleculares entre 6000 y 7000 t>. 

El fragmento O es altamente afin a la región Fe de unión y e.!_ 

t.\ compuesto por 60 aminoácidos apro,.irnadamente. La región X está­

compuesta por 1SO a!:'linoJscidos; este segmento no se une a fe y di-­

'fíere r.1ucho de los fragr::entos activos (13, 18, 35). 

El orden de las unidades y el acoolar.iiento a la pared celular 

se muestra en la figura 2. 

Ol AC1!V!OAO CON !NMUNOGLOBULJNAS 

La caoac.idad de moteculas de inmuoogLobulinas de unirse a la­

prote{na A de~ ha sido ampliamente estudiada. Sace~os que 

la IgG reacciona efidentemente con la SpA. 

Krcrivall 1 ~~!.~iall"·5- f\..erc!"I tos primercs en deter:r;inar que las 

subclases i, 2 y 4 de IgG se unen a La SpA. reportaf'\do ta!Tlbién .:;:..-e­

la lg.G
3 

no to hace C27, 2S, 35). 

Cuando se pr-ob6 la un\6f"I de protefoas de :delom~ marcadas con 

1125 
a s. aureus rr.ás del 96~ de IgG

1
, lsG

2 
e IgG4 se unieron y s6-

lo et 1.SX de la IgG
3

• La IgG
3 

reores~nt3 ger.eralrr.ente menos del -

5X de la IgG hull".ana y las t~cnicas usadas CC"1un~.¿f"1te para probar -

la act'lvi.aad t?ntre ta s~.a. " les cc~;:luestos e ..... et suero completo -­

no fueron lo bastante sensibles para discrirr,i.nar las di.ferencias -

cuantitatívas con las suoclases de IgG hur.ana C27, 28). 

A. tos fragl!lentos y subfragmentcs :le lgG se les ha probado su­

actividad con ta SpA. para localizar el sitio activo en la mol~cula 

de lg. Los datos indican que La actividad principal reside en la -

regi 6n fe C~O). 

Se ha demostrado aue otras clases de Igs humanas s.Jr1 a:-:.i•:a'3-

13 



COOH 

FIGURA 2. Diagrama esouemAtico de i..a prote~na 1' incluyendo las cua 
tro regiones de unión Fe, O, A, B "! C princioio del blo:­
queo en N-terminal y uni6n a la regi6n x, la cual se une 
através del e-terminal a la oorC'i6n de peptidogticán de­
la merr.brana celular. Las horQui llas reoresentan los si-­
tics de uni6n Fe y LYS y TR indican los puntos de divi-­
si6n o desdoblamiento por L isostaf in : trlpsir.a rc:~;.c:t.i 

vamente. Oado aue la regi6n re. libera o separa de La bac 
tería por tripsina, es probable Que la región X, cor.io ': 
aquí se muestra quede er.terrada en la pared celular, ha 
ciendo aue la región C sea r.;enos acces'\ble. -

14 



en el caso de la !gM, se sabe que una subclase designada como IgM
2 

reacciona con la SpA, en tanto que la !gM
1 

no lo hace. Brunda de­

mostró que más del BOX de CI 125>-IgM de mieloma humano se unia a -

~ C35, 42) 

Utilizando una lgM monee Lona l se encont r6 que menos del 3% de 

La molécula intacta o de los productos monomér-icos se unen a S. au 

~· Grovs concluyó que la act'ividad de la lgM reside en la re--­

gi6n Fe. Romagnani tambié., apoyó lo anterior, sin embargo, Inganas 

en 1981 reportó que la unión de SpA a IgM se da en los fragrr.entos­

F <ab'>z <28, 48J. 

la lgA de calostro humano / La IgA mono y policlonal de suero 

humano se unen a SpA. Las proteinas activas representan de un 20X­

a un 33X del total de IgA.. La actividad se localizó en Fe. Virella 

y c::L. de:r.cs::raror. que la !gA
2 

de suero se une a SpA pero no la -­

IgA1. La unión de IgA a proteina A reside en la porción Fab de ta­

inmunoglobulina C20, 28). 

La lgE policlonal humana interactua con la SpA, no asi la lgE 

monoclonal. Se ha reportado que el punto de- unión en la IgE poli-­

clonal se Localiza en La región Fab C27>. 

Existen pocos datos acerca ae la actividad entre la IgD huma­

na y la SoA. Kronvalt y cotaooraoores er1contraron ciue la lgD de 

mieloma no reacciona con ta SpA purificada C15, 35, 48). 

De las inmunoglobulinas de aniriales se sabe Que la IgG de ce.!. 

do, tambi.én se une a la SpA; Los s~tios de unión se localizan en-­

ta región Fe. Tambi~n ta IgM e lgA pueden unirse a la SpA a través 

de los sitios de unión en la región Fab (35). 

IgA dirnérica de calostro se unen a SpA-sefarosa C25, 35). 

Andersen encontró oue sólo et 15X de tas lgG de conejo se --­

unen eficientemente a SpA y esencialmente todas pueden ser removi-
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das de suero co!llple-to. La e::ayoda de los reportes indican que el -

sitio de unión en la lgG de conejo se localiza principalmente en­

la región fe; aunoue tambl~n hay indicios de actividad en la re--· 

gi6n fab de la mol~cula, Drobablernente fuera del sitio de combina­

ción del ant 1geno (27, 35). 

La lgM de conejo tambi~n se une a la SpA C25, 35) .. 

Eri cobayos las subclases IgG
1 

e IgG
2 

se unen a SpA, pero no -

la IgM, la unión se local iza principalmente en la regi6n Fe, aun-­

Que tambi~n se ha detectado actiyidad en la regi6n Fab C25, 35) .. 

Las cuatro subclases de IgG de ratón (lgG
1

, IgG23 , IgGZb e -­

IgG3) se unen a SpA, aunque cada una presenta di fe rente afinidad -

C42, 51 l. 

El sitio de unión se encuentra en la región Fe de la IgG de -

rat6."l. Algunos reportes sugieren que algunas IgM policlonales e -­

Ig• "º"º o pot iclor".al de r:3t6r'I se unen a SpA <66, 6Q). 

Young y Tamura deMC'IStraron que los anticuerpos monoclonales -

de ratón se ur.en a ta proteína 4 estafilococal, a través de los si. 

tios Fab (35, 69). 

De las cuatro subclases de IgG de rata, la IgG2c Y la IgG 1 Í!l 
teractuan fuertemente con la SpA) la lgGZb muestra dé-bil actiyi­

dad. La lgM también es activa, dos de tres lgM monoclonales y la -

lgA se unen a SpA. La IgE monoclo:i.al no f':':Ostr6 actiYidad CS, 42, -

66, 69). 

Todas las IgG, Igl"( e IgA de perro se unen a SpA. 

En el caso de los corderos las subclases IgG
2 

tienen alta a1i 

ni dad por ta SpA. más oue la lgG
1

• 

la IgG
2 

de vaca tar::bié-n se une eficientemente a la SpA. 

De un 20-70% de las cuatro subclases de IgG de caballo se 

uner\ a SpA-sefarcsa: IgGb'" IgG,, I;Ga ). la lgG CT>; ta lgM e IgA -

no se unen significati....-air.ente. A.lgunas pero no todas las lgG, lgA-
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e lgt1 de gato son activas C35). 

Pequeñas cantidades de lgM de suero de pollo, de carpa se --­

unieron a SpA-sefarosa CpH 7.4) oero no a sefarosa s6lo <35). 

La constante de afinidad para la reacci6n entre la IgG humana 

y de conejo con la proteina A de~ y para iragmentos puri­

ficados de Fe de conejo y el fragmento rnonovalente B ha sido dete.!. 

minada, los resultados se muestran a continuaci6n en la Tabla 3. 

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

ESPECIES DE IgG KD (Ml REFERENCIAS 

lgGi de mi et or.:a Humano 2.2X10-s Kronvall y col (1970> 

Conejo 2 .OX10-S Mynre y i<.ronval t <1980l 

Conejo 2.0X10-S Johnson y Kronvall(1974) 

Conejo 5.0X10-9 Kessler (1975) 

Conejo 1 .ox10-10 
Okeefe y Bennet (1978) 

Conejo 7.9X10-9 
Sandor y Langone (1981) 

Fe de conejo 2.3X10-? Lancet ':-' col. (1978) 
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El MECANISMO DE PRECIPITAClON 

PROTEINA A-IgG 

Muchas de las relaciones estructura-actividad se basan en --­

reacciones de precipitatí6n en gel, para determinar la actividad -

de Igs completas o fragr.'lentos de tas mismas con SpA. Kronvall pos­

tul6 un l'!ecanismo de dCls pasos para ta reacción de ptecipitaci6n: 

SpA + lgG SpA-lgG 

(insoluble) 

K 
CSpA-IgG! 

Corecípital 

En donde K1 se toa1a col'7lo el valor de la K 
0 

(tabla 3). El primer -

paso incluye la interacción Spf..-Fc r el segundo paso de precipita• 

ci6n, para el cual, no se- ha de-term.inado el valor de K
2 

incluye -­

C'tra actilJ'idad, tal vez localizada en tos sitios F'ab. Los resulta­

dos incluyendo determinaciones co~.:>r-"i~etdcas estan de acuerdo con 

esta interore-raci6n, que def.\uestra que ta reacción primada entre­

la 'fracción Fe. de ta IgG
1 

de mielorna humano y ta Sp.~ es altarnente­

e,,otérmica. 

Cuando tas reaccioiies en gel se examinaron más detalladamente 

un tipo de reacci6n de predpitacl61'\ poca común fu~ descubierta, -

llamándola tenámeno "Star" o fenómeno estrella. Esta es una reac-­

ci6n de tres componentes, en la c.ual una prec"ipitaci6n en forl\'la e,! 

treltada se produjo por la interacci6n ele Sp.A. e IgG, que formaba -

s6lo complejos sclubles ton SpA <conejo, cordero o vaca) y los 

fragmentos FCab 1 )
2 

de lgG de c.oriejo .anti-SpA o de esce:::ies que no!_ 

rnalmente t"ienen IgG predpitante (humano, cobayo o cerda). Los --­

reactivos se adicionarot\ en tres po.ios bien separados y la forma-­

cibn de La estrella oc:urnó sólo .::<.:~:"d':- todos los c:omponentes est~ 

vieron presentes. 

El mec:ani.sm.o del fenómeno estrella, ha sido estudiado, Los e.!_. 
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tudios más recientes estan oe acuerdo en ::;ue la actividad de Fe en 

la lgG no pr""ecipitante es necesada, aunque no está muy claro si -

la precipitación requiere un componente FCab 1 >
2 

con actividad de -

anticuerpo dirigido contra SpA. De esta forma Endresen y Grov e11 -

centraron que s6lo un mfn;mo (5%) de fragf!',entos FCab')z de la !gG­

normal precipitante son activos a SoA .. 

Se sabe que la afinidad de los frJ;:::en-:.os FCao'>z purificados 

de anticuerpos IgG de cobayo contra albúmina de huevo y virus de -

sarampión pueden participar en la reacción estrella, Lo cual sugi,t 

re que la actividad de anticuerco contra SpA ne se requiere C35). 

f) ACTIVIDAD BIOLOG!CA 

DE LA PROTEINA A 

La oosible función biol6gi ca de la orotefoa A de acuerdo a -­

Los trabajos de Dosset, es et btoc¡ueo COl':'pleto del reconocimiento­

Y muerte de la bacteria en la fagocitos~s utilizando cpsoninas IgG. 

Otras investigaciones han demostrado que ta protefoa A es capaz de 

provocar reacciones anafi l.:teti.:as en ccbaycs, reacciones de Arthus 

en conejos, ade~,ás se "ª er.contrado .:;cue los comolejos proteina A -

IgG fijan cornple!:"er.to de ce.bayo J ~3-::>ié..-: .:.::.~plen:e..,tc de suero -­

fresco ce hu:':lanc, cerdo y oerr~. 

La máxi!:'!a tlja.:i6n de co:T.oler::e"'to se obtuve en orese~cia de -

un erceso oe anticueroo. Kronvall y col. ~ ... gieren que la proteina­

A es otra substancia capai de unirse a t3 :7;0l¿.cula de globulina en 

la prorirddad necesaria pra la act1vací6ri de c
1
-Esterasa. Ellos -­

han sugerldo que la dir:1eri..::acié:i de la lgS ~~; tJi ;iroteina A y de­

las estru:turas lar;as .JebiCo a una agregación secundaria pueden -

ete\ar el coTt,o~er.:ento activado por complejos. 

Stalen"1eim y Caste..,son estudiaron la acc16n de tos complejos-
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prote~na A-IgG sobre et col'lponente c
3 

del sistema de complemento. 

Cu;;ndo se adi c ion6 proteina A a suero humano c
3 

paso a c
3

a y­

c3b, pero ta proteína o agregados de proteina A e lgG no orovocan­

la conversión de c
3 

purificadc. La explicación más probable a esta 

cbservaci6n es que la proteina A reacciona con la región Fe de la­

lgG y entonces c
1 

es activado por fijación al cor'lplejo proteina A­

lgG. El c
1 

activado actúa entonces sobre C4 y c
2 

para dar c
3 

con-­

vertasa et cual actúa en turno sobre c
3

• Ce esta rr.anera tos compl!_ 

jos proteina A-lgG tienen un efecto similar sobre el sistema com-­

pteir.ento como un COt:'IDlejo antigeno-anticuerpo. 

La importanc1a en infecciones estafilococales de la actividad 

cie complementa lnd;;.::id3 ~;;r pr.:::efr:.a .A. ro esta • 1.Jy clara, no obs-­

tante los est.idios ce Kronvall han indicado q".Je puede haber aproxi 

rnadar.1ente 80,000 residuos de proteína A por cada c~lula bacteriana 

y más Clel YO~ de la IgG humana es capa;: de rea.:c~o;ur :::~. la pro--

tetna; de f'Sta r.ianera es posible ll!laginar una vh de complejos pr!2. 

ti:dna A-IgG, acth·a.:i6n de co!".'.plernento, liberación de factores qui 

miotácti::os, atracc16n de P!",N y formación de pus. Kronvall tambHn 

ha sugerido que las lesiones oor complejos inmunes observadas en -

los pacien~es con endocarditis puede deberse a la proteína A C33,-

35). 

Gl EFECTOS DE LA PROTElNA 

Los leucocitos PMN humanos ingieren y degradari rápidamente -

los complejos insolubles preparados con lgG hu1:1ana y SpA, las cél.!:!_ 

las blancas sanguineas t iberan histamina en presencia de SpA. Los­

compleJos con <1
125

i-IgU se hdn uti~i.laJc ¡:.ara .::c::-.c~!rar :::.:e et!"!_ 

conocimiento depende de la concentraci6n de neutr6filos, ta natur~ 

leza de los col:lplejos, el tiempo de incubación y la presencia de -
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factores del suero .. Sir.ii lar a la activación del complel'lento, el -­

grado de fagocitosis depende de la d6s1 s de SpA > es óptir.1a para -

los precipitados fonr:ados en eQuivalencia. La preser.:ia de suero -

humano da un resultado r.iás rápido e increme-nta la ir.gesti6r; aún -­

cuando los complejos, suero )' neutrofilcs se l'llezclen o .:uar.do los -

c:omplejos se traten prirnaridu1t'nte con SL:ero y se lav'?l'I ~""tes de la 

exposición a Las células. El compleriento juega ur. papel i"."pOrtante 

e.n et incremento, pero otros tactores también est.:ri involucrados, -

dado que el suero inactivado por calor aún tiene un afecto opsoni­

zante significativo. La lgA policlonal curificada y una fracción -

cont_eniendo lgA. e lgM aisladas oor afinidad cronatcgdfica sobre -

SpA-sefarosa, ta~oiér, ini:re~entaron la actividad : se postuló que-

la IgA e tgM ao:túan co,..c o~son~r,a;; oar 1:-.ter.;.:.:i6ri d~ r1?cta CC" -:0.:, 

ptejos SpA-lgG. Esto ~uede suceder deo~do a oue tas opson'inas esta 

bles al calor son antic:..;eroos con esoecifi.:dad contra deterMinan-

tes ocut tos, expuesto en ta lgG cuando .se une a SpA. Es iflloortan-­

te Que la uniÓ.f'\ de SpA a sitios Fe en IgG no bloquee la uni6n a r!. 

ceptores Fe sobre neutr6tHos. Por esta ra;:6"'! ta ~ro'::eina A rr.arca­

da con 1
125 

puede '.Jsarse para detectar ta unión de n~-.itr6fHas a -

anticuerpos lgG en et suero de (lacier.tes c-ori :"~citroce01ia a:..ito~:-i":'.u-

ne <35, 47l. 

Se sabe que los factores de suero lábiles al calor juegan un­

papel importante en la oosoniza.:l6n y fagocitosis de la bacteda y 

algunos estudios han rev~lado oue ta SpA soluble y ligada a cHu-­

las inhib~n la fagocitosis de S. aur¿ws, pr1r:-era1:1ente for::\ando ca!_ 

plejos con lgG que suprimen la caoacica.: ée oosonizaci6n dP coinpl!_ 

aento {54). Se ha reportado aue dos componentes de pared celular -

de S. aureus; peptidoglicán y proteina A afectan la capacidad de­

los PMN para migrar e ingerir al estafilococo "in vitro" C42). 

La uni6n de SpA a IgG puede servir para inhibir la respuesta-
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del hospedero a una irdecci6n estafilococal, interiiriendo la OPS.s?_ 

ni:ad6n. La prote~na A interfiere con los mecanisrnos de defensa -

del tlospedero prir;cipalmente por supresión de la Quimiotaxis y fa­

gocitosis. Sajo c:onaiciones de incubación con proteina A se inhibe 

enortr.~Plente la capacidad fagodtica de los PMN (41, 54, 63). 

V.:mderbrouke y col. estudiare,., la 1nteracci6n entre los leuc.2. 

cites Pf'\N y el S. aureus en presen.::ia y aLsencia de oosoninas; 'º!!! 
~arando la cinét~ca Ce reconocirr.ienta, la ?cti.vidad metab6lica y -

ta degranulaci6n ourante ta fagocitosis de S. aureus oosoni?ado 'Jr" 

no opscni:ado, t!iidienóo la producción de a:-,16n super6xido y La Li­

berad6n de Uscsir..a oor ~os F~!~ r:".e:::!;a..,te- la estirnulaci6n :on la -

b3cter'a opsoni:ada :-· !'"!O opzonizaoa; como ur:a !!led~da del desencac'!_ 

naM.;er.to de la activ~dad r.<etab6lica ~ degranulac.i6n. Oe!':lostraron -

que la bacteria no opson1zaoa es e.opa.: .;e C~'=''""ular la degl"'a~~ila-­

ción ~e l-\sosor..as y el cesencader.arder.to r.1etab6lic.o de tos PMN r -

r.o se er:contr.5 o'iterenc.ia er.tre la cantidad del i6n suceró1.ido prE. 

ducic~o t:iajo t>stimulaci6n cor. la :iacter'ia opsonizada y no opsoniza-

da (6.\l. 

Ferra~te y col. der.\OStraron Que Los Leucocitos monor<1ucleares­

cuando son cult'\v.:dos en oresercia de~ f'ijado con formal.5._ 

na, liberan mediadores, oue regula:i :as f:.:n.:i::mes de los neutrofi­

los hurnarios~ Este esta"ilccoco fr:hibe la migración de neu':r6Hlcs­

en presencia y 3use:"c~a de un gradiente Quirniotáctico; los estu--­

dios en filtración en gel fiar. demostrado aue las procieaades aue -

actúan sobre los f"'leutr6filos, cei. estafilococo residen en Las !l'.olé­

culas con un rango de peso mole.::ular de S0,000-80,000 {13, 20). 

Hawiger recortó aue la oactc-cla .:i:: ~.::: r~~i'I Cowan l LicfHi:a­

da e incuoaoa er, plasrr3 r;co en plaquetas, causa la agregacH:·n Pl!, 

quetaria y libera serotonina. La agregación olaquetaria se atribu­

yó a la interacc'i6n de la SpA. con lgG, porque los frageentos Fe o-
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un exceso de SpA. libre bloouean la agregac:i6n y tripsini.:aci6n de­

la bacteria para remover La SpA Libre, la agregaci6n y reducci6n -

de la serotonina liberada C35). 

Se sabe también Q.Je la SpA neutraliza ccmplejcs infecciosos -

entre vacc:inia o virus lieroes sir:'lcle ;.·anticuerpos especHicos lgG 

antivirales. Ta!l'.bién inh'1tie la citotol(icidad rr.edia.::ia por chlula:;. -

dependier:tes ce anticuerpos o dependie-ntes éel co~pleC"·ento, e.entra 

células de riñón de conejo o fibr.::ibtastos humanos infectados con -

vlrus Herpes simple y sensibili:ajos con IgG antivirat {2). 

Aunado a los efectos Que ya se mencionaror., ta::~ié .... se- ha de­

i;¡ostraco que la SoA. activa a tos 1.infocitos "'in vitro", algunos e~ 

tudios han Ce!':lostrado cue la actividad r.dt6genica de SpA sobre Las 

células B o T yla r.aturale:.a de la respuesta oependen dt a~;~~:s -

1'3c:tores inclu:ye11do: si la SpA. es soluble o insoL..1tlle, la dosis de 

SpA, la presencia de factores det suero, el paoel Ce tas cHulas -

ayudaooras o supresoras, la especie r te:idc ~uente de linfodtos, 

si se utilizara~ lin1ocitos fetales e r.aduros 1 la presencia de e1, 

tados anormales tales COf:'!O def~ciencias inm;;r:es o leucer,ias C6, 14, 

22, 23, 3!., 43, 48, 49, 50, 52). 

Estudios recientes sugieren que la act~vacié'."I ~e célu~as S 

tiene un efecto significativo en la deterr.-,inaci6n de cuales son -

las señales rec:ueridas .. ,:" \.·'itro" para estir.:ular a Las cél~las 8 a 

proliferar y diferenciarse a c.éL..1Las secretoras de lgs. En el hor.'.­

bre S. aureus de la ce-pa Co .. a.., 1 inc ... ce l3 prcliferaci6n de c.~­

lulas B pero no indJce la secresi6n ~e l;:s • .:.uanj~ tas c~lulas T y 

un m'it6;er:o Poke..,eed se adicionan a los c~~t1•:os, ~.s:. :.é: ... ~J: 2 ~~ 

diferencian a c.etulas s-c-c.retoras je tgs. Estos resultados sug'ieren 

que S. aureus de la cepa Co"1an 1 act lva a subpoblac.iones de c~­

lulas S para rec~~ir señales de ayu::!il su~inistradas cor las célu-­

las T activadas por el rr.it6geno C22, 23, 57, 67). 
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tua11do las c~lulas. T s.e agregan a las chlulas B estimuladas -

con SAC, Las chlulas B se dirf:'renc:ian a chlulas secretoras de inm.!:!_ 

noglobul inas C3Q). 

lto )" Lawton reporta.ro!'! que el s;nergismo entre el mitógeno --­

Po"-e"'een y ~cepa towan 1, en la estimulación de la t-e2_ 

puesta de las c~lulas formadoras de placas por c~lulas mononuctea­

res humanas no separadas, sugiere la posibí l idad de Que SAC puede­

acti\/ar a tas c~lulas '!'armadoras de rcsetas de eritrocitos de ra-­

t6n (8MR+) carJ E'IT'oe:ar a resoond~r a ta estlmulación depenciente­

de las chlulas T por el mltógena. Sus resultados mostraron oue --­

efecthamenté son activadas cori SAC, pero oue ta activación para -

ini:c\ar la sintesis de DNA no p".Jede ser regulada con el desarrollo 

de la sens ib H i dad a tos factores de ;:h f erenc i. aci 6n derivados de -

las c~lu\as T <23, 30, 57J. 

La SpA contenida en la bacteril t3r.ibi~r. estimula la produc--­

cl6n y l~eraci6n de lgs de lin~ocitos de sangre prerifé-rica hurna!"la. 

La SpA un'da a setarosa tar:.bié-t"!. estimula la produc.::16n de tgs en -

sangre peri'férica .,.. tHulas de ba:o (50). 

Lo,. demostró aue la C-Kinasa crobablemente esta involucrada -

en ;..i~a ~tapa teaprana de la act ivJclón de células S, por un. mitóg!_ 

no especHico (SAC) de l3s células B polictonates C10, 67>. 

La ScA est~l':':wia la proaucch~n de i"'~edercn ~ipc 2 en receptE.. 

res FC+. La redu¡;c..ión de .:~lulas Ter'\ pl'"epi!racíones de linfocitos­

humanos y sobrena.:iantes c:e c~lutas efectoras tratadas con SpA au-­

mentan la actividad natural asesina (NK) y la citoto'.(it'idad r.iedia­

da por célutas Ce-pe-noientes dl' anticuerpos "in vitro" <35, 43L 

H) APL1CAC10NE$ M: L• PROTEtNA A 

La SpA se ha convertido en un reactivo inrnunoQuimico ell.tl"ema-
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damente- importante, más allA de su capacidad para aislar lgG o su!:?_ 

clases de 19G. Algunas de sus aplicaciones se enuncian en la tacla 

4, cue es una lista de tos derivados de SoA !!!arcados que se han -­

utilizado en algunos :":'létodos, incluyendo inf!\unoensayos ce l infoci­

tos o anti9enos tumorales de superflde u•lular, andgenos. y anti­

cuerpos virales, ensayes de aflticuerpos lgG especH.¡cos a un and­

geno en si.:ero,. o anticuerpos r.ionoclor.J\.es producidos por hibrido-­

t'l3S, o para la cuantíficac16n de ant~genos en fluídos 'f;s;otbgicos 

por procedimientos corttpeti:~ .... .::J~ df' RIA .. Derivados marcadcs con --­

Huorescetna, ferritina, her.iocianin3, tanbi~ri ofrece ventajas so-­

bre anticuerpos marcados con marcadores ci!ocuil'flicos U., 7,. 12, 18, 

21, 31, 44, 54, 68). 

Una yentaja ai!L radic-~arcado de la SpA r::arcada con la enzlma­

en lnmuncensayos competlt1vos, es la capacidad para usar una s6la­

mot~cula inditajora, sensible a la naturate:a del ant~g:eno, o esp.!_ 

cificidao del ant1cu~rp.; .. EH0 r.a oer!"'itioo el desarrollo de ir'lm.:!_ 

noensayos cara a~gunas drogas y derivados deo prostaglanoinas. que -

son inf!stables en Las col"!dic·ii:ines conven.:ionales de marcado y cara 

tas cuales el Rad'ioin!!t;.moensavo <R!A} clás.ico ne ~oada llevarse a 

ca~o C3S.>. 

La bacter"a de la :eoa Coi.tan l n-.uerta oor .::alor y fijada con­

toreialina es otr-~dd.! ::icr algunas fi.r!".'>as ::J~erciales,. repl'"esentan­

d!> una alternat'iv.a a la ~re:l~H!d6n con dvn.le an-:.icuerpo o a -­

otros r.'l.~to.jos de separacl~n ;:e ant{o;;:.t:>r<.:!s -rJ"'r;:ados, de .:omplejos ª!!. 
t igéno-ant icuerpo en ir:Munoensa:•o. Es~e ~ror;:~d,l'hiento tu~ desarro­

llado pot Jctns.:n y Kron .... atl para et RlA de t~ atfa-tetoproteina,, -

usada subsecuentel':"t-nte en ensayos pa:--a albúmina, factores de cree.!, 

miento epidérmico, ferritina, digo:dna, toxinas,. hort',onas, autoan­

ticve-roos a albUll'lln.i !'-.;.;~?~a r anticuer-pos a virvs .. La precipita­

ción con ScA en fase sólida tamnifn es ur-.! for~a. útH pard ii~:;t~r--
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complejos inmunes de suero; asi como también de membranas celula­

res solubi l izadas o de otras fuentes C35, 37l. 

El ensayo en placa desarrollado pcr Gronowicz permite la de-­

teccí6n de lgs secretadas por linfodtos en cultivo, los eritroci­

tos cubiertos con SpA unidos a las inmunoglobul inas secretadas y -

la formaci6n de ta placa hemol h ica ocurren en presencia de un se­

gu.,,do anti-lg y complemento. 

Boot reporta dos ejemolos de la aplicación de las variantes -

isotipicas de anticuerpos antiperaxidasa. Dichas variantes son CO,!!?. 

paradas con respecto a su capacidad de unión a la proteina A. La -

~r.i6n je !;:; je dcrtJs especies a prctel..,a A es dependiente del -

isotioo en la cadena pe5'ada C5) .. 

Yllingworth reporta la utilizaci6n de SpA en ta serotipifica-

cl6n de campilobactcrs, ba~án::cse er. .J~t~;e~c~ esta:tes al calor -

utilizando una combinaci6n de técnicas; la hemaglutinaci6n pasiva­

Y la thcnica de coaglutinaci6n, sh•ndo esta última una t~cnica se!!. 

sible, shr1ple y económica (16, 26>. 

Srinivasak.uma y Rao reportaron la util1zaci6n de proteina A -

para el análisis de la reacción cruzada entre ant1genos del micro­

organismo Bacteroides fraoilis con suero inmune de conejo conte--­

nlendo anticy~rpcs predominante::;er:te :gG (55). 

Se ha comparado la técn~ca de coaglutinaci6n y la contrainn.,u­

noelecti-oforesis er. la oetecci6n de ant~genos de los microorganis­

mos Neisseria f!li:?ninglti:::iis, Haemoohylus inTluenzae y Streotococcus 

pneumonie ~n liquido cefalorrac;uideo, resultando la coaglutinaci6n 

más sensible que la contrainr.-:unoelectroforesis (60). 

dad de un i-eceptor de un estreptococo del grupa C C39, 45, 46). 
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TABLA No. 4: 

DERIVADOS DE PROTEINA A llARCADOS PARA USO EN IN!IUNOENSAYO 

Pr_oteiña .A Pareada con: 

1 .. Radi.onUc teos 

1. 1'\htodo de la 1-cloramína 

2. Acetilac;6n C anhidriao ac~ti.c.o ) 

c> 32P-Bacteria Ceoa Ccmiar\ 1 

11. fluorescencia 

A)ts....~iocíanlto de fluoresce~na 

B)Bacteria Cepa Cowan l ~arcada con­
f luoresceina. 

ItI. Enzimas 

A)Perox '\das a 

l. Glutaraldehida 

BHosfatasa Alcalina CGlutaratdehido) 

C) lnvertasa (Glut ara ldehioo> 

IV. Otros indicadores (cara micros::opia) 

A) ferri tina 

C)Particulas doradas (Oro y UranicL 
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les mhodos de radioinmunoensayo derivan su aolitabilidad fu.!! 

da"'er.tal y general como recursos de la medicina cUnica de dos pr~ 

piedades separadas, pero relacionadas: gran sensibilidad y esoeci­

fi.cidad. 

Lln esbo.:o :le las eta~as rl"Queridas para establecer un radioi.!l. 

P!'lunoer.sayo oara una subst.:;ncia proteica humana hipot~tica "X.11
, es­

cor.o sig;.ie: 

1. A.nt1suero para x es proaJcido en espei:ies heter6Logas, por 

ejer.'!~lo, conejo o cobayo. 

2. S'i la subs.tancia X no es en si inmun6gena, es decir es un­

hapteno, priC'lero se acopla con un transportador macroa\olecular; y­

el COl"'lclejv port.::1aor e::. usado pJra producir un antisuero. 

3. X es ::-.arcada con radiactividad, por to general con 1251 

!"X). 

4. El aritígeno ";.,marcado •~a..:c~c~~'l con Súficiente anticuerpo 

oara fijar aproa.i1:1-adamente 70'X de "X. 

S. Dwersas can!:1dades col"\~cidas de substancia X no marcada -

son 3ñadidas a w13 "'e;cta de "X y ariti-X, y compiten: oor los si--­

tios de con-.b'\naci6n Cel anticueroo. 

6. Oespu~s de un oeriodo apropiado de incubaci6n, "X. rnarcada­

fij ada al anticuerpo ~e separa de "X no fijada. 

7. De la cantidaC ce ''k: 1 ijada a diversas con::entraciones pu~ 

de constl"'uirse una curva Qui? permitir.\ la coll'.p:.itación de cualquier 

cor.ceritrac.i6!"1 deseada de :.: Que sea desconocida. 

Para la r:1arcaci6n radiactiva de X. (antigeno) un m~todo gene-­

ralr..:ente aceptado es ta yodaci6n con 1251 o 131¡, en la cual la m.2_ 

t~cula de yodo est~ Ugada cor co1Jalencia al grupo t1rosina en el­

caso de ant igenos prot~ \ ..:.:;5. 

Esta rea::ci6n se facilita en presencia de un agente oxidante­

co~o la clorarllina T. Si el ant•geno que va a ser marca.do carece de 
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grupos tirosina, se han ideado procedimientos alternativos de yod!_ 

ci6n. Por ejemplo, •arcaclón intrlnseca por la sintesis orgánica­

con 3H puede lograrse con hor1110nas esteroides. 

Oespu~s de la incubación del antigeno marcado ("X) c.on el an­

ti cuerpo espec f f i co en presencia de cantidades de X libre no marc!_ 

do, ta separaci6n del anticuerpo fijado del "X libre debera de ser 

etectuada para estimar la cantidad de X presente er; La reacci6n de 

fijación competitiva. En general, ta separación puede ser efectua­

da por medios fislcoquhrlicos Ccromatograna, difusión en gel, pro­

teina A estafiloc6cica, etc>. o inmunológicos Cm(>todo del doble -­

anticuerpo) <?, 12, 31> .. 

La fluorescencia es ta e111i.si6n de luz de un color, es decir,­

de una longitud de onda, mientras una substancia es irradiada con 

luz áe un color dift">ren!:e. La longitud de onda el"litida está neces.! 

riamente a un menor nivel de energia que la luz incidente o 3bsor­

bida. Los tluorocromos co~o la roda:nina o la Huorosceina, tienen­

espectros característicos de absorción y de emisión. 

El isotiosianato de fluoresceina es una forma de fluoresceina 

que con facilidad se "fija a las proteinas rnediante enlaces e.ovale~ 

tes a un pH alcalino, pri~rdialmente a trav~s de residuos arrdge-­

nos E de lisina "f grupos amigenos terl!:inales. El isotiosianato de­

tetrametilroda~ina, que emite luz roja, tiene una absorcién 1dxir.ia 

a 550 nC'I y una eniisi6n eáxima a 580 nm (para los ccnj-ugados de ro­

damina-proteina). 

Virtualmente cualquier antigeno puede ser descubierto en cor­

tes de tejido 1ijado o en las suspensiones de células vivientes fl!. 

dlante ta ~i.::'::>'"'{'li\uorescencia. Las etapas in ... olucradas en la inmu-­

no1luorescencia incluyen la preparaci6n de antlsuero 1,;~:.m:-:ante o 

de ll-globulina porificada conjugac.\6n con el colorante fluores--­

cente y finalmente el procedimiento de tinci6n .. 
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El mhodo de anticuerpo ligado a las enzimas depende de la -­

conjugaci6n de una enziC\a con et anticuerpo que est.\ dirigido para 

un ant1geno celular o hhti.:o. El conjugado resultante tiene acti­

\lidad enzimática e inr.lunltaria. Por lo tanto, los principios son -

totalmente análogos a los principios en que se basan las técnicas­

de in~unofluorescencia directa o indirecta. 

La pero.idasa del rabano es habitualc;ente la enzil'!la elegida -

para el acoolar.:.;ento con el anticuerpo. Primero se tir.en los teji­

dos directar=ente co.'"l un \:enjugado de anticueroo-enz:ioa o directa-­

r.iente con reactivo anti;Labulina ligado a la en:itr~a, seguido de i.!!.. 

cubaci6n en suero innune no marcado. Oesoues et tejido es incubado 

con et substrato para la enzl:o::a. La en;:il'!la en este caso es identi­

ficad~ visualmente oor- \a forr.iacl6n de un color negro oespv~s de -

ta incutlaci6!"1 ccn per61iéo de tddr6~eno y dia~inobenc.idina. 

Otras técnicas son la de anticuerpo acoplados a un hapteno, -

el uso de prcte~na A de es:afilococo coe-o reactivo intermeoio y -

sistei::as con ~!s de un reacti'"'o inll'lunoen:i1'.\tico, es decir, de ti.,!! 

c:i6n dcble (21). 

Las dos variantes más aitplla-.::ente et"'Pleadas de an!lisis inmu­

nitario en:i~hico son el in~.urtoanálisis enzi:-.ático co1:1:letitivo y 

el an.Hisis i:-1::-:.unoscrbente ligado a enz:ir.:as. Las enzit:".as que han -

5;dc empleadas cc-r. ~recuencia inclu)"~n: a la pero1:idasa del db!_ 

no fosfatasa alcalina, lisc::i~a '!glucosa -6-~osfato deshiorogena­

sa. Estas en:lrtas se acoplan a ant~genos o anticuerpos ~.ediante a­

gentes de enlace cruzad.:>, car~ic:Jlar-e.,te et ;ilutaraldehido y la -

demaleir:ida. Cual~.J'ier en:~r:-a cuede ser :.;sada r..ientras sea soluble 

esta:>le y esté presente en los l'lc,uidos bicl6;;icos en cantidades -

::·Je P.'Jedieran interfer"lr con las Ceter~inaciones en el suero. (21}. 

Por otra oarte la ferri:iria, una proteina cue contiene rl"ierro 

tiene una elevada cef"'lsidao electr6nica. Cua:-i:fo está ac:cpl3da con -



los antic.ueroos puede se-r usada para la ti.nci6n directa o indlrec­

ta de los tejidos. La localización de los co~plejos andgeno-anti­

tuerpo conjugados con La ferrit;na f'li Los tejidos fijos puede ser­

tograda con el microsco¡::do electr6ni.c.),. Otras particulas elec.tr-o-­

densas tomo el oro o el uranio tambi-é-n pueden ser i'"ltroducldos Quj_ 

~ic.amente en t-l interior- de los anticu~roos espedflcos antíhhti­

cos"<?, 12, 21, 31> .. 
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lll. O B J E l l V O 

PREPARACION DE UH CONJUGADO 
PROlEINA A-ANlI CHO "C" ESPECIFICO 

Streptococcus 8-HEPIOLll!CO DEL GRUPO 
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!V. ESGUEllA GENERAL DE TRABAJO 

I. CONF!Rl'.ACION B!OGU!l'.ICA DE 
Staphylococcus aureus CEPA COWAN 

lI. PREPARAC!ON DEL REACTIVO DE COAGLUTINAC!ON 

IlI. REACC lON DE COAGLUTIMAC ION 
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lV. DIAGRAPIA DE FLUJO 

Staphrlococcus aureus CEPA COWAN 1 

l 
SIEMBRA Y MEDIOS DE CULTIVO 

l 
AISLAMIENTO DE COLONIAS 

J 
PRUEBAS BIOQUIMICAS 

1 
PREPARACION DEL 

ESTAFILOCOCO 

RICO EH PROTEINA A 

--[

MANITOL 

COAGULASA 

CATALASA 

--[

SENS!B!LlZACION 

CON SUEROS HIPER­

!NMUNES. 

1 
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V. MATERIALES Y METODOS 

MATERIALES Y SOLUCIONES 

1. Material Biológico 

a> Cepas bacterianas: 

Se trabajó con tas siguientes cepas: Staphylococcus aureus Cepa 

Cowan 1. 

Streptococcus B-Hemol hice 

del grupo A. 

b) Anti sueros: 

Se trabajó con antisueros anti-CHO "C" especHico dt> Strep. B­

Hemol itoco del grupo A. 

2. Soluciones y medios de cultivo 

al Solución salina fisiol6gica (SSF) 

Cloruro de sodio 8.Sg 

Agua des ti lada 1.0L 

bl Ca Ldo soya tripticaseina (CSTl 

CST 30.0g 

Agua destilada 1.0L 

e) Agar sangre base soya tripticaseina 

Agar SO)d tri;Jticaseina 40.0g 

Sangre 50.0ml 

Agua dest Hada 1.0L 

dl Sales Manitol 

Caldo Nutritivo 100.0ml 

Manitol 1.0g 

R.:.jo de Fer.ol 2.Sr.:; 

el Coagulasa 

Plasma de conejo O.Sml 

Agua destilada 2.0'1l 

f) Alcohol EtH ice (70Xl 

g) Formaldehido <O.SXl 
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l'IETOOOS 

1. Cultivo y cosecha de cepas bacterianas: 

Las bacterias de la cepa Cowan I se inocularon en medio LfQuido 

de caldo soya tripticaseina (1Qml) incubándose a 37'C durante 24h. 

De cada cultho se ser.1br6 una asada por el nihodo de diluci6n, en­

medio s6ti.do agar sangre base soya tripticaseina .. Se propagaron C.Q.. 

lonias aisladas de la segunda resi~mbra en tubos con caldo soya -­

tripticaseina. Se prepararon frotis oue se tiñeron con La t~cnica­

de Gram. 

2. Pru~bas BioQuimicas 

a. Fermentación de Manitol 

Se inocularoo tubos que contenian 3mt de caldo nutritivo (pH 7) 

adicicr:::ido de r-.anitot (1g/10Qml) )' rojo de 1enol C2.Smg/100mU con 

una asada de los cultivos de s. aureus, se incu~.:H·ein a 37•c duran­

te 24 horas. las cepas que viraron el indicador a un color amari-­

llo se c:onslderarori fermentadoras del r.ianitot. 

Esta pruebJ se realiz6 tan"bibn en placa, sembrando por estria,­

con iguales resultados ~ue la anterior <19). 

b. Pruebas de coagulasa: 

Se iroc:ul~ron tunos que contenlan 0.5nt de olasma de conejo di­

luido 1 :4 en SSt, con una asad<J del crecimiento bacter'ano de 18--

24 horas~ Las :ne:::c.las se incubaron a 37 1 C y se sobservaron cada 30 

minutos durante l. Moras. Los tubos en tos que no se torlJ'o caágulo­

en este periodo se incubaron hasta 24 horas. Se consideraron coag.!:!_ 

lasa positiv<ts las cepas en las oue si hubo oroduc.c.i6l"I de coagulas 

d t.J 4 6 '2L horas de incubaci6n (19>. 

c. Prueba de Catalasa: 

Se realiz6 sobre el. portaobjetos, agregando la bacteria con una 

varilla de vidrio y adiciaa-rlJ unas 9otas de H2o2, observJtndose -

ta eferbecenda producidJ ['lor et desprendimiento de oidgeno (19). 
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FIGURA ~o. 3 DIAGRAMA DE TRABAJO PARA LA PREPARACION DE ESTAFILOCOCO 
RICO EN PROTE!NA "A" 

Staphrlococcus aureus 
cepa Cowan 1 

Colonias aisladas 

Tubos Caldo soya tripticas~ 
C10mlh4 37'C - 6 horas 

Matraces con caldo 
Soya triptic.aseina 
C250mlh4 37'C 
12 - 18 horas 

! í Pasar el paquete a 
Lavar dos veces el sedimento con____.:¡ tubos de ensaye. Di 
SSf'. Centrifugar a 3500rpm 15min. l luir 1:10 con Formol 

1 al 1 .SX en SSF. lnc~ 

bar 90' a temp. amb. 
Pasar paquete a tubos de ensaye l 
diluir 1:10 con Forinol al O.SX ------
en SSF, incubar 3 horas a temp. ~Centrifugar a 3500rpm 
amb. 15 minutos. 

,l. 

l 
Lavar dos veces con SSF. Ce~ 
trifugar a 3500rpm 15 min. 

Oi luir el paquete 1 :10 con SSF 
Calentar 1 hora a 80'C 

_Medir_-_ la absor_bancja 

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

1. Una vez aue se selecc.ion6 la colonia, se inocularon 4 tubos cor\ 

caldo soya tripticaseina C10mll, incubandolos a 37'C durante 6 ho-­

ras. 

2. Se inocularon 4 matraces con 250ml de caldo soya tripticaseina­

con 10ml (cada matraz) de s. aureus incubado durante 6 horas. Los 

matraces se incubaron a 37'C durante 12-18 horas. 

3. El contenido de los matraces se centriiug6 a 350Qrp1t1 durante 15 

minutos, lavando dos veces con SSF con volúmenes de 25ml. 

4. El paquete se pas6 a tubos de ensaye y se áiluy6 1:10 con fer-­

mol al 0.5~ en SSF. 

Se incubarcna t~mperatura ambiente durante 3 horas; al termino 

del cual se centrifugó y ellinin6 el sobrenadante. Se lav6 dos ve­

ces con SSF diluyendose el paquete 1:10 con SSF. 

Se calentó a BO'C durante una hora. Se lav6 dos veces !!' .. \s y se­

resuspendio al 10X en SSF; se determina la concentraci6n midiendo­

la absorbancia a 52Snm. Se guardó en refrigerac16n a 4'C C16, 18). 

NOTA: 

Se prob6 también en el punto anterior, la dilución 1:10 con fo_r 

mol al 1.SX en SSF, incubando 90 minutos a temperatura ambiente, -

prosiguiendo con la metodo\.i:igla arriba descrita. 
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SENSIBIL!ZACION CON SUEROS HIPERINMUNES 

(reacti<Jo de coaglutinaci6n) 

Reactivo 1. 

A 0:2 ml del antisuero no diluido Ctituto 1:312) se le agreg6 

1 .O ml del reactivo de estafilococo rico en proteina A (26). 

Se incub6 a 37'C durante 30 minutos. Se centrifug6 a 3000 rpm 

durante 15 minutos, eliminando el sobrenadante y resuspendiendo el 

paQuete al 10X en SSF. De este reactivo no se real izaron dilucio-­

nes C16l. 

Reactivo 2. 

A 0.2 ml del antisuero no diluido (titulo 1:312) se le agregó 

1 .. 0 mt del reactivo de estaiílococo rico en proteina A (26>. 

Se incub6 a 37'C durante 1 hora. Se centrifugó a 3000 rpm du­

rante 15 minutos, se el imin6 el sobrenadante y el paquete se resu~ 

pendió al 10X en SSF. De este reactivo se realizaron diluciones -

dobles como sigue: 

0.4 ml del reactivo 2+0.8ml de SSF (1 :2) Sol. 

0.4 ml de la Sol. + 0.8 ml de SSF (1 :4) Sol. 

0.4 ml de la sol. + 0.8 ml de SSF (1.8) Sol. 

0.4 ml de la Sol. + 0.8 ml de SSF (1 :16) Sol. 

etc. etc •• 

Los rea et ivos se guardaron en refrigeraci6n a -4'C (16). 

PRUEBA DE COAGLUTINACION 

Sobre un portaobjetos limoio se: colo_~o u~a gota __ del re_activo 

de coaglutinaci6n C1 6 2> agregando una gota de la _-~~-s~~~-S-i6~" de---~-­
Streptococcus B Hernol'ltico del grupo A en SSF. C16). 
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Se agita et portaobjetos con un rr.ovimiento circular y se ob-­

serva la. formación de pequeños aglomerados. 

Para e.amparar los resultados se utilizaron tos controles si--· 

guientes: 

Control positivo, un reactivo coMerc.ial de coaglutinaci6n --­

Phadebact para Strep. A, el cual trae un reactivo de coaglutina--­

ci6n que se mezcla c.on una gota del anticuer;::o respectivo para la -

reacción de coa3lutinaci6n. 

Controles negativos: Una suspensi6n de Streptococcus B-He­

t"Olitico del gruoo A. en SSF y una suspensi6n de Staohrtococcus -

~ cepa Co"'ª" l en SSF. Las dos soluciones se prepararon con­

una asada del microorganis"o corresoondiente en 3mt de SSF incuba­

Cas a 3?'C dur-ante 30 :ii!"'.utos. 
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VI. RESULTADOS 

Las t~cnicas empleadas para la prf.:>paración del estafilococo-­

rico en proteina A. obtenido por el método de Kessler con ligeras -

modificaciones y la técnica de coaglutinaci6n, dieron los resulta­

dos esperados, cumpliéndose el objetivo planteado: Preparación de­

un conjugado proteina A-anti CHO C especHico de Streptococcus 0-­

Hemolitico del grupo A. 

La absorbancia a 525nm de los reactivos de estafilococos ri-­

cos en proteina A fueron : Reactivo 1= 0.29 y Reactivo 2::: Q.3 

La sensibililación de los reactivos de estafítococos ricos en 

proteina A con suero hiperinmune d<J como resultado el Reactivo de­

coaglutinaci6n. Trabajándose con un suero onti-CHO C especifico de 

Streptococcus B-Hemotitlco dc:l ;r'JP A, cuyo titulo de anticuerpos­

correspondi6 a 1 :312. 

Enfrentando los reactivos de Coaglutinac.i6n al ant1geno espe­

cHico se observ6 cltlrarnente et fenómeno de coaglutinati6n. Los r!_ 

sultados de estas pruebas se compararon con un reactivo comercial­

de coaglutinaci6n CPhadebact) siendo La Lectura en ambas muy seme­

jantes; es decir se formaron pequeños agloMerados, diferenciando -

una prueba de otra, oor La colaraci6n del reactivo comercial de -­

coaglutinaci6n, lo que nos da idea de la efectividad de los reacti 

vos preparados en estt> trabajo. 

Se realizaron diluciones al reactivo 2 de coaglutinaci6n; ob­

servAndose claramente ta reacción de coaglutinati6n hasta la dilu­

ción 1:16,. a partir de la dilución 1:32 la reacción ya no se obse!. 

vo tan franca, perdténdo;;.i:- t~t~tmP.nte en ta dí lución 1 :128 .. 

El reactivo de coaglutinacl6n 1 tuvo un tiempo de vida de 3 -

meses 20 dias aproximadamente. El reactivo 2 de 2 meses 3pro:dmad.! 

mente. Lo anterior se determinó real izando reacciones de coagluti­

nación cada semana durante varios meses. 
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TABLA 5: 

TABLA DE RESULTADOS DE LOS REACTIVOS_ DE COAGLUTIMACION 

Caracterist icas 

Absorbancia 

Reacci6n de 

o;tuciones--

TABLA 6i 
.: ; ' .· .. ': ,' 

REACCION DE COAGLUTINACION CON- EL REACTIVO 2 

Di lución 

_ 1.2 
1.4 
1.8 
1.16 
1.32 
1.64 
1.1.20 

Reacción de coaglutinaci6n 
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Vil D!SCUS!ON 

Los resultados de este estudio tot'líirman ampliamente los da­

tos r-e-portados por Kronvall, Langone,. Lind y Kesster entf"e otros-­

Que han demostrado luego de estudios r:tinucicsos, ta irni;lortancia -

de tas condiciones de cultivo: Medios; Te\'fl"peraturas,. Tiemoos.,. Sol,!¿_ 

<:iones Buffer, pH de las mismas., la inactivact6n de ta bacteria -­

ett. (33, 35, 36l. 

En este proyecto se realizaron varias Cl.> preparaciones de e!_ 

tatilococo rico en oroteina 1-. Por circunstancias ajenas al proye;_ 

to en una de las prf'paraciones C2ª> se modi'f)caron dichas condic"Í.9,_ 

r.cs; ndmeramente se prolcng6 el tie:'!lpo de incubación de la bacte­

ria de 18 ho,.as a casi 36 horas, p~s-::ericrmen:e una vez incubados­

los matraces, estos permanecieron durante 23 dias er. refrigeraci6n 

al termino del cual se c:ont'inuo con la técnica descrita, obteni~n­

dose r-esultados negativos, ya que no se observó la reaccl6n de 'º!!. 
glut tnaci6n. 

l.o anterior porbablemente a que ha)' un decrern!!nto en la pro 

.:!ucci6n de SpA l'igada a células debido a La citolisis, después de­

tiempos de cult lvo crolcngaoos (35) 

Por otra parte las bacterias tratadas con soluciones diluidas 

de formol (formal ina a formatdehldo) mantienen su actlvidad. lo ª!!. 

terior se prob6 dilu>·endo 1:10 el paauete bacteriano con formol al 

O .. OSX en SSF, incubando a temperatura durante 3 horas, los resul t_! 

".iC1!i fueron satisia:torios otservándcse clarün-ente la reacci6n de -

coaglut1n.ac:i6n C16, 413, .i.9, 5:'.:'. 

Cuando se modifitri ta concentrad6n de 'far~ol, al 1.SX en SSf 

con un tiempo de incubad6n de 90 minutos a temperatura ambiente,­

-se obser .... ar-on resultados igu3les a los anterior-es; lo cual esta en 

concordancia con Kessler y otros irwestigadores a:uienes reportar-en 
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Que Las bactE'rias asi tratadas mantienen en un 70X su capacidad de 

un'\6ri original a las. lgG .. Mientras Que Las bacterias incubadas con 

forr.iol al SX durante 24 horas mantienen solo el 25X de su capaci-­

dad de uni~n (35). 

Posterior al trataflliento con forlt\ol viene el ~alentamiento a­

SO'C ..!urante 1 hora C16): tambi~n se ha reportado esta misma temp_! 

ratura cero durante 5 C6, 18, 19) y tres minutos C13, 49, 50, 53)­

con iguales resultados. 

E.n este trabajo se prob6 la temperatura de SO'C durante 1 ho­

rJ )' durante 5 minutos (reactivos 1 y 2 respectivamente> los resuJ. 

tactos en ambos react1vos son iguales en lo que se refiere a la e-­

fectividad de los reactivos de coaglutinaci6n; aunc¡ue es posible -

Que esta variaci6n este relacionada con el tiempo de actividad oe­

tos r-eactivos de coaglutinaci6n: para et reactivo 1 se tiene un -

tiempo dt- a::tividad de 3 meses .,. 20 dhs apro~imadainente, para el­

reactivo 2 es de 2 r::eses y ambos se guardaron el" refrigeración a -

4'C y a ninguno de los reactivos se les adicion6 conservador algu­

no; siendo la única diferencia la incubación a 80'C durante 1 hora 

y durante 5 r:;inutos. 

La absorbancia a 525 n"!'!'I de Los re3ctivos 1 y 2 fué de Q.29 y-

0.30 respectivamente, Que coinciden con el dato de Goding ~ue re-­

porta 0 .. 3 de absorbancia a 525 nm Que corresponde a 5 X 108 ctHu-­

las formadoras de colonia por mililitro C22>. 

Al enfrentar el reactivo de coaglutinaci6n <1 y 2) al antige­

no especifico se observ6 claramente la reacci6n de coaglutinaci6n­

no asi cuando se enfrentó a otro antigeno .. 
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Vlll CONCLUSIONES 

- Las condiciones de cultivo (tiempo, temperatura y medit:Jsl son de 

gran importancia para la preparación del reactivo de coaglutina­

ci6n y su eficiencia en la reacción de coaglutinaci6n. 

- La t~cnica de coaglutinaci6n es econ6mi ca, sencilla. que propor-­

ciona resultados satisfactorios. 

- La reacción de coaglutinaci6n constituye una alternativa en el -

diagnóstico de origen bacteriano y viral de acuerdo con el fund_! 

mento de esta. 

- De acuerdo con la literatura consultada y los resultados presen­

tados que son congruentes, se cumpli6 el objetivo planteado en -

este trabajo. 
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