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A wlatoran: dos hemolicinas distintas }lamadas estreptolisinas O vy

G, Lac zonas hemoliticas alradedor - de las celoniaz

@



2EtreptocdCICRT N agar SANGraE, an Cordle Lol asrctaaz, se deber

prinsipalmnante & astraptalisina 5, Arnbiaz hemolaisiras -2
ti&epﬁmlchs Para calulas mgmlfera: vy bloguean 1a ragaciioﬁx;.
precumibl ement.a dJatarsarando la quimiclasie vy Ja 1ngastidn por
'la&:acltoz. y por rurtura de sus lisozomaz (&) .

Hewitt v Todd raportarcn en 1979, que o) =olestersl irihaba
“la motivigad hemolitica v letsnl de ectractolisina 0. Hazta este
momepbo sa harn hegho., diversos  awnpar iNentos Sara cbtener
informacidn =zobre al modo die accidn de dichia astreptolizing v s
inhibicibn ineipscifica (501, '

La accividad de estreptelining S ec fuertomerte inhitiada por

leciting ¥ B-lipoproteirnas, Pero no por colesterol.

D.2. Toxina eritroadnica (TE)Y.~ Entre loe productos

extracelulares, las toxan

' LGt 1 CAL FeRresantare un grupa

finportante da substancias 1rmunoncdul adorag,

La infeccidn en coraios con astreprtococes viables provee wum
medalo adecuado para aestudiar loz efectos cictemicox de  toxinasg
eritrogénicas (26},

_1laﬁan efactos . biloldgicos zobre las células def siztemna

7,;5nmuﬁo., Entre Votro:, :uu:ﬁn traﬁ:form;ciAn blast&ide de
linfocites en  muchag espacies animales, incluvends &l  hombre.
HMibralaovd v colz. eztudiaran la hablilidad de eztaz toXinas . rpars
i1a  produccidn de ot}o maediador de la inmunidad celulars facter

T inhibidor de leucocitos (LIF). Descubrieron que asta envuslte an

cla patofiziolegia da la infeccitm egtraptocbeoica (27).

-
o
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Cuya produczifee va o deperder de le COpo aus Te Lrate (dé) .

L

. To.anas “azocyadas

Come L oz

rertadoalicunc-polizactride (FPGFO) . Eztudiande lasc wotividades

piolégicas & - apmprcnodul adoras  del paptidelalicans,

investigado readceiones de e

estructura con © lumentos

ZarFuiness. Ryc vy ¢o

£, denoztraron los afectos producidas por

ezta macronolécula  como sonl dedrarulocidr con cambios en  la




cfors’ oo wlaquatas, asi ooome ligiz de las m:?mee; El FFR untde &
'leuéacxtoz lleva =& .altcracvnnes furcronales fan  deztewggion
.morfciégzca, los eritrocites no sufren. cambile Ultrasshractural
(567,

En tlgure:s aminales [0 incculacidn de PPGRS de  estrestococo
Grupu A Provocs una inflamacidn erénica. Ueno la poliartritis e
ratér vy la artritiz cronfca en rata. Docl

W reFlamactde d@bende oy
I eépec:e o cwea antmal v de la via de incculaciédn.  bLeony v
cels..  encontraren  Gus el FPAPS interactua conn &l sistems  da
complemanto v estimala a loz FMNs v & otroz fagocitoz (40),

& Acide lipcteéicsice (LTAY.- Estae hapténc asocisde con  laz
-menbrEanas  Fusds ssnsibtilizar células de mamiferor o lisiz en
pregsencia - de anticuerpos IgM antiestreptocacicas v

come temento,
LIA Pueds causar artricis. ardiicas  desbubs de Inyeco tére
intraarticular &n arimnl = Fravianente LNz ados <o
astreptocosns orupe R, Puede causar reabsorcion dsea, por via  Je

AMP“Elclico y pProgtaglanditas, en culbive y o rfrocalainosis en

anmales de laboratorio (&),

pusde ocazidnar  tanto enfermedadss

supurabivas comnde secuslas no susurativas. Bl primar grupo incluve

la faringitis estrwstocicica. aguda (com o @ zin scarlatinal v
ta odenitis.
cervical, 1a otitis madia, la mMmastoiditis, tos abcesos

todaz sug - conplicacionas T supuredat,  incloyendo

rariamnisdelinas,

1a wmeringitis, la paritonitiz v la  neumonia.

Tambieén incluye las infecciones wJtzsrimas sstreptocdcidas.  del

z3




TN T ) isep2is Puerparal), la celulitis aznreptocdcica de ba

Fiel., e linfagitis  estreptocecica v Ja erisipela, L
primcipales énfernadades o supurativas £on la  glomerularefritiz

Taguda, la fisbre reumdtics y el eritama nudogo.

l.a matogenis de las enfermedades estreptocdcicas Tupurativac

les bien conccida. Loz principales factores relacicnaden mem  eila
son  los aue detarminarn la 1nvasibil:dad dei c-:'gan’x;mo. Came lr?;
estrertococes hemollibicos imperidos por las cklulas  floocitarias
acry cGaeztrulidos rapidamente eﬁ POCOL m!nugog. Uz propiedades

anti fagocitarims decempefan wun papel decisive . raspacte a 1a

irvasibilidad, A su vez derende de dos componentes. de su

suparficiae, la capsula de dcido hiasluronico v la protefivra M (15,

Variacs substancias sxtracelulares elatoradas por:

estreptococos @rupo A pueden inducir lesiongs . miggdrdicas,

endocikrdicas, hepaticaz, articulares v renalez en animales  da

laboratorio. Otro enfoqua sugiere qua aen 1a farirgitis

estreptocbeica inicial «n  algunos paclentes suscaptibléz

“presentan lesiones agudas miocadrdicaz y articiilares erxplicables

por.  "voxinaz" difusibles (&),

Ksactividad cruzada inmunoldsise,- - Varics. antlaoehos  dé

Kaplarn y colz. mostraron la presencia de la relacibn inmuncoléglca

de ectreptucoce ¥ les telidos y mesculos del corazén de  mamifaro
a9, 67 '

Dicha. reaccidn cruzeda irnmunoldgics es bien cormtcida mero

22




su - parel patogénice en enfermedsad no e: Clara,. Los antiaenss  ge

Lloealizan e membranis de estraptococs y ciroolemns pera  todavis
no han sido identificadozs. Se ba ohservada lin homoloala entre tac

proteinas M de esireptiococo ¥y a-tropomiczina. Otros estudics  han

sugerido Aue anticuerpos tipc ezracitico para proteaira M tipe 9

tienan reaccidn cruztada con un antigend de alto pesd molecular an

el corazén, Recientamenrte pnticuerpos noroslonalas que raaccionan

cruzadanarite hary, hecho pocible el estudic de amtigaenos  de

reaccibnn  cruzads en membranas Jde cotrefplouocs ¥ oan extractos  de

sarcolema de¢ misculo cardiaco humano (L1, 1Z).

Los estudios de Curriangham y coli. sSugieren que 1a mictina

del musculo cardisco tienan irnmunodaterminentes con wun componante

de estreptococo arupce A (12).

La reactividad cruzada entre hislurcrato de estreptococo vy

el fluide sinovial humano puede explicar la artritis (4%),

E.1. Glomerulonefritis aguida (GNA} . ~ Uria de las
complicacionas inas conurmes de las  infeccicores respiratorias
superiores 'y <Cutdneaz por estreptococes grupo A s la  GNA, s5&
dabe probablenents a cepas nefritdgenicas especiales (6. Los

Usintomas - caractear lsticos de hematuris, edena e hipertansion ne
apirngn kazta alredador de una cemana despuds del comienzo de la
infeccion pidgana aguda, habitualmente localizada er la - faringe

Aunaue algunos investigadores indican. Aue el antigeno
astreptocscice juesa un parcl imPortante como agente causal en i&

" patopbnesis de GHNA (731,

23




e ha encontrade an paciente: con  &s5tsa antermnedard, [ETeT-1
suprezidn  de la inmunidad celular 1o que PROvoSa uhd Erogreidn

Uda GMA hazta corvertirla enm snfermedad crénica (54,

La refropatia A ez uns  forma de lomerulonefritis
caracterizada Por hematuria macroscéplrca recurrente
frecuentementa precedids  por infeccién respivatoria wlta,

incluyendo amigdalitiz. Al conkrario de GNA, an esta anfermedad
hay. wnr aumento de lia irmunidad humoral vy celular sl polisacirido

ectreptococal (25r.

E.2. Fiaebre reundtice.- La fiabre reumdtica =& presenta con
.infeccionez en las vias superiores ceusadas por astreptococos
beta hemoliticos dal grurc A &n ias personas suﬁcePbXEles. Esta
enfarmedad puede iniciarse de dos & tres semanas despuds de la

infaccién.

Sorn varios los raquerimientoz abzolutos para zu  dasarrollo,
detran  haber eztado presente; estreptococos Bruroe A segundo, la
infeccidn debe estar localizada en el tracto rnspi?niofﬁo
supéarior, taercero, las bacterias deben persistir para que
aparazce la complicacion, y guatro, urma respuesta de anticuerpco
@streptocdcico | indicotiva de uns hﬁ'ec:ién reciente debe  &slur
demogtrada (6). n

'La inportancia del sitio de infeccidn para al desarrollc. de
‘fiebre Feumstica se ha puasto de relieva: muchaz obTervaciones

sugieren que la fiebre reumdtica no se desarrolla  despuds de

infaccién  estreptocécics de la piel. Lod factoras que localizan.
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«lo; 2Etreptodit el &n la & IRNLS 0h T2 COnGcer por coneplasto, fe

protetna M.y LTA estan implicadog &n 1a filacidnm de gstrapracocos
‘a  la superficie de células epiteliales, Em 2stas celulas asizte
Jun; receptor para astreptococo! la fibreoneaztira,

ta  fitronectina es una glicoproteins del plazme aue pozes
citios de union para la porcidn lipida de acidorllPstexcolco <éz)f
: Tambikn se han descrito uniones de estirerto

Cooo Zon algunat

protainas del suero como la albwmima vy B2-nicroglobulina (S9).

F. Iroemidad

t.as  infeccicnes por aestreptococos Jrupe A aue

posean
antidero M astén saguidaz generalmente de una inmunidsed humoral
tipoespecifica., i lor anticusrpors anti=M  desaparecer, pueder

regubrarse con requefias dosis de refuerze de antigene M homdliego.

Los anticuerpos anti-M son principalmente I4G. los estreptocosos

Arupo R posaen receptorat pbtra Ia poarcidn Fo de dichos

anticuerpos, 1o cuales eztan localizados en protrusionss
filamentosas vy en la supaerficie mas externa de la paread

L te, 59, 68):

celular

Lo respuesﬁa iamune al poalisaciarido € de estraptacocs  gruso
A ha side estudiada de muchas formas, 1ncluysnds la inherenciz de

los ogenes de la region variable, la expresicon de loz  marcadores

de inmunﬁglobu:xna en ckle B y célz T vy el todavia, mal entendido

ferdmeno de la domirencia clonal, Muchoz de' estos resultados,

interesantes de la expresidn Eepartida de los determinantes -

idiotiPicos por anticuerpo=s anti-Carbohidrato. Mabm y cols. en un’




Tewfuerze  por  defirmr la  heterdalinsided @€ anti-Oarbohidreto,
Fizigron © @studios con anticusrcos momoclonules. Fussto gque  laz

Cadanas ligeras L) zonm producidiss simtlarmérte en la mitad, de

los  anticuerpes {aprarinadaments), enzontraren un  datermirdante

idiotipico dominante localizado er la regifn variable Vi (47),

El Carbohideats de astreptococo gruee A produde anticuerpos
primaraameﬁca Ig" & isotipcs de Tai3. En genceral, los  antigencs
que estimulan estos isotipos han sido mostrados  <ome - antigenos
timo~-independientae de un subtizgs (T1-2Y, Brailes v cols.  andicen

en sus estudics que Carbehidrago C parece ser un antlgens
timo-independiente, perc tambien un  antigens timo-dersndiente.
Las propiedades tima-dependientesr deben ser caracteristicas de
algunes antigeros carbobadratos que pusden producty antilcuerpos
16 nredoﬁinantemente da la clase I3 (&3,

Mi1ngan anticuerpe ragularmerte producide contra pelicacsrido

c, artigenc T, . scido teiceice © las nuinerosas SNT LGS

extracelulares vy obtros factores pueden prevenir la infecciodn. EI1
anticuerpo tipo easpecifico puede datectarze poar opsonizacioén,

proteccibn de ratores o alonjgacion de cadenas in vitro (6).

F.t. Froduccidn dc prticuerpos centra Carbohidrate C.

La maéniéyd de la respuesta inmune esta . infiuenciada, por
diferentas variables: rnaturaleza suimica y fisica del antigeno,
mééodn de inunizacibn, previa sencaibilizacidn a ure antigerc
cimilar,. antecedentes gen&ticos del animal, seleccidén de ezpecie.

Sin embargo, estcs factores amplificam o limitan la variacion en

las caracteristicas de’las globulirmas producxdas (7.



La  seleccidn dw especies e aramales  wsados - para ia
irmunizacidn  Juega  un papel importante e la  producaider | de
anticuarpos pracipitantes  anti-Carbohidrato. Lakslimy v wolz
satudiarcn  la produccion de susre drupce aspeci fizo en cabras;
utilizande pcolisacaride de estreptococe grupe A corn  adyuvartes,
inoculado por diferentec viasz., Ghtuvieron un buen £itulc de anti-
Carbotiidrate aglutinante, 2l cual fue utilizado coms reactive” de
coaglutinacién (37). Weiss v cols. estudiaron en cormsjoz HASILEA
(nuava - cepa’ la produccisy Jde anticnerpss anti-Cartohidratro vy
encanCFaran que estos animales reixponden  con riiveles de
anticuarpos muy altos (715,

A pecar de . lo anter mencionado la especie <ue- ha  dado
mejoras resultados @s el conejo Nnueva zelarnds, por Ser Wn animal
de facil maneic, no muy costozo (adquisicidn y  marutercidn dél
mismo) y praduce una buena cantidad de anticuerpos.

& Inmurnceglobulina de congje existe como ura molécula  de
nunaerosas variantes genkticas, mor lo que er una trmuraTacibn con
astreptococe grupc A e obtienen anticuerpoz de hetercgeneidad
qiversa. Dicha= variantez puadaen cer tdentificadas con

aloartisuera dizcriminando entre las estructuras antigernicas aue

“distinguen  estaz - variantes da .cotras, ecto eermita. . hacer

diferentes estudios Fentticos <or laz inmuncglcbulines 1o cual

ayuda a 1& produccidn de anticuerpos mias ecpecificos (%8).

G. Epidemiclogia

Infazciones respiratorias superiores.- El conocimiento de la

- .patogenia | dz  las infecciores estreptoctcicas, sUs  secuelas no




e .
Castadn  da  portadoc”

C gargantaz  con

aparato " respiratorio de

Bupwrativas ¥y o su apldemaclosis depends Jde ik Distingion “ntr e %l

¥y la infeccidn respiraloria HLe T LT
estreptocdditn  aguda. Los estrenty

zozer Jrumo A cdltivados” da

afggcionesz  dolgrozas

ajudas contiznern grander
ﬁanvidaccs e . erotelna M. Lo faringicis vy la roncsilytis o
amigdalitiz  oon nas frecusntes er niflins Je 5 a 1S affles, £z pocc
propable  aus un nifo llegud a la ecdad ge giez 2REE  Bin o Paberse

entontrado Con estrepltococas grupe Al

L transmizion ze hace por gotits: de la sacraciém
respiratoria deé pacientes 0 por portadores  saiws. i imar

lache - puedan cear fuantes de broces ocasionales, Loz
microorganismos  recobrados de ropaz, Ccamat ¢ polvo domeztico no
sch generalnents infecciotos.

El  econtrol de la ernfarmadad astreptocdica hemolitice es

dificil porque mnuchas 1NTeCCiont? SOM Y leves o invaisiples
clinicamente, v las perconas con infecciones subclinicas puedan
dizeminar estreptococos. El hacinamients Favorece la difugidn

explosiva de serotiros individuales (6).
ta incidencia e

infaccionas estraptococicas varfa

,;mqliamente &«n cuda Area pecgrafich v parece hallarse an relacidn

con el clima. En zomms friss v cecas se Producen  Frimcipalmerte

en invierno y primavara. En climas calidos y tropicalez - an- lox
mages . de verano vy Principios de ctoFo. Afacts principalmente &
nibPoz preescolares -y lactantes. La infeccibn sg . transmite dal

ur individuo a) de otro a traves . de

cortactos relativamente tntimos vy Puede estaer factilitada  por



ingsectos, pobrera » haciramiento.
Log astreptocoscr srupo A mds infecaiosor son adguel bos  aue
¢ encuanliran en las sacraciones hdnedas prozcderte: del aparato

respiratario al hatlar. tozer vy estornudar (&,1%)

H. Diaondstico da Laboratoric.

El mejor matode para pdentificer los  potreprtocucos o5 el
cultivo de colonhtazx Puraz aisladas  dal organisme  infeccioso.
Ioaxtrayende el midrate de cartande de 9rupo’ vy Jdamostrandn  uns
feaccidn sercldgica entre el antlgsne extralde y el ant;sue}o

aspecifico de arupo.

Razornes importantes para la identificacion sarologica da

Sireptococous BXRPeNeE  del griwo - A, utilizando susro
anticarbohidrato C.

a) Patogenecidad

De 1oz 9rupor zeroldglicos de Lancefiold lus Caeras del  grupo
A son las mds patogenas para el hanmbire aspecia)mgnéa
SLreEtRgoesus £Yogengs .« Mias del 90 X de las infecciones

estreptocdcicas humanss sa deben u cepar de eitreptococos grupo A

: alrededor dal 1 za dober & ceras da 9rupeoz R, T, D, F vy G.

b) Susceptibilidad x los antimicrobianos
Pepandiendo del @rupe a que rartenccon L34 wabraptocoegoy e

la zuscemrtibilidad a log antimicrobiancs. Los estreptococor 9rupo

‘A Txon  sensibles a la penicilina y Te han  encontrade alaunox

resistentes a. clindamicina, tetragiclina y. eritramicins. - Los




setreptococos  Frupe B parccen el Hre poco Az resigtantes & L
Aantiinicroblanos Que ctros astraectodoscs Brhamoliticos oy lox

enterococos  grupres b gon conncidos poar sy resistencia @ 1a

copanizilina v abros antimicoobiaroz.

e} Prevencibr de enfermedadez Come la Fiebre reumdtica 'y la

Glomerulonetritisc aguda.

HU1._matodor Seroldgicos

Pruebas de Precipatacion.

En las prucbac te precicitacidr, loz propict  comple jos - de
Ag-Ac  formam um pracipitade visible. Se utilizer Para wllo . dos
ﬁgbodoz: 1a pruaba de precipltacidn an tubo capilar @ Lancefiald)
ysylu de difusibn doble er agar (Ouchterlony). En la eriupera se
introduce por - geparadc & un  tubo de vidrio capilar el
Carbohidrato € (antigenc soluble) v el suero anticarbohidrato G
-1 forma. qua 10% liquidos agstém en comtactoe o puedan mezclarse
mwadiantea rotacion Jdel tube. En la irterfase da ambos llauldez  se
forma un  preciritado el cual se¢ deposita sobre &l fondo =i &l

tubo & mantiena derecho.

El método da doble difusidn en agar ez mdz senzible. En aste

cmdtode sa - rallaran dos herdidurss efectuadax sobre una fina capa

“de” “agar, una con Carbohidrato C (A9) ¥ la otira con  susro anti~
carbohidrato . © (Ac) . Ambas difunden aproximadsmenta entre si, "y
=1 el suero contiene anticuerros ge acaba formandos wura lines  de

,Preclpic-élbn ern al punte en Aue ambag e encusntren sobre . el
agar (f4).




Gtras Fruebas Irmunoldgicas. - Otare v cols. desarrollaron ura -
Frueba de PRA (Deteccicn rarida de antigens) la cual ce basa..  &n
1a ‘digestidiv enamatica seduida de una Coaglutimacidm. Exta
#ruabn da resultadgos en wna hora aprodimnadamente, e s«condmica vy
coéfiable para la deteccion de antiganc de estreptoccce  arure A
(831,

En 1933 Berkowitz vy qcl:. evaluarces la identificacion . de
_antiqenu an - exudados f;ringeos por aglutinacibn con latex. Se
basa - en la extraccidn dal antiger, =1 cu2l ge mezcla con laz
particulas de latex cubriertas con antisuerc especifico,. esta
pruaeba pPuade sar complatada en mencs Jde  does horas. Fredice
b}asencla .0 ausencia de estreptococo @rurc A en exudadcs

o

faringeos de pacientes con Taringitis aguda (S).

wba de mntiestreptolisina 4,

Datpuds del desarrollo de la pr
se han desarrollado varios wétodos para medir la respuastia de

anticuerpos contra el antigeno de estreptacoco gruzo A.
A 2

a) Pruebas de¢ anti-DNaza y anti-NADasa, diseffadas para medir

anticuerpos contria productos extracelulares de ectreptococso.

bi: HalPern. y Goldstein describieron uri radio[nmunogntayo

'parﬁ nnti&uerpo: ;oﬁhra el antlgenc de la pared celhléé,‘ el
carbohidrato grupc espaeifico de eﬁtrep(ococo. Ezts . prusba. ha
side wutilirada para medir anticuerros cantra el cérhohidrato;c
grupc A en al suerc de pacientesz con infecciocnes causadas por

cstreptococo grupe Al




<) Barrett vy cole. hicisrom astudios scobre la - tacnion: de

ELIiﬁ para . la detecsidn de anticusreos,

Esta prueba <frace vantalias respecuo & otros métodos. rOrgua,
ez mas facil de realizZar v utiliza reactivos que zon faciles: da’
preparar vy eztables en pariddez prolongados de  tiempo. ELISA

evita los bLiloriesgos vy €l eavipo costoso utilizade . en el

radioinmunoensayo (3,2%).

[=4] Benslinane vy cols. determinaron anticuerpos contra

carbohidrats, ectreptolisina O, peptidoglicans, estreptoauinass.

estreptohialuronidasa vy desoxirribormuclieasa B en pacientas codn

fiebre reumatica, utilizando <l método de . ELISA  obtamendo

axcelentes  resultadoss. Lz verntajia de ELISA eg ocue,. &2 unn  mktodo

maz sensible aue la Cortraimmunoclectroforesis, la irmurodi fusidn

¥ la precipitacion en capilar (4.
“)

Jtras pruebas utilizadas para medir anticuerpoz son: le

precipitacidn cradioinmune, flucrescencia y la -CIE (3).




H. 2. Anticuerpoé‘Manoc]onales.

Inicialmerte las  wacunas de polisacdarido de estreptococo
zestﬁbanr’compuestas de .estreptocﬁcos pepsinizados © muertoé
{22,23).

Hl- pasar los affos ze descubrieron anticuerpos de heterogeneidad:
restrinoida v e ‘probaron ics  mecanismos de inmunidad.
Reclientemente . ce descubriaron anticuerpos producides
sel?:bxvamente en conejos ¥y en algunas cepas naturales de raton
los cuales fueron reenplazados por hibridowa monoclonal derivados
de anticuerpos murinos, esencialmente usanrdo el método de KShler
-y Milstein. Estos anticuerpocs pueder: ser usados para analizar con
mucho mas deballe la especificidad de la interaccidn Rg-Ac ¥y las
caractericsticas de unidn (22). Neber=zold vy cols. produjeron un
anticuerpo monoclonal &spe:ifico para polizacaride C. El1° Ac
S50610.1 es un hibridoma derivado 3k anticuerpo de cepra de ratdn
BAB-14, con espaecificidad para N-acetilglucosamina B1~3 unide  a
L-ramnosa, HAcGlc es el inmunodeterminante del polisacérido da.
estreptococo g9rupe A. Este anticuerpo sirve para determinar la
secuencia de amiroacidos en la regidrm variable de la cadena
ligera (2.

Los anflcuerpos monccloﬁaies tambidn son  utiles Para
analizar la estructura tridimencional del anticuerpd en su  forma
‘libre4oJunidaral antigens y/o al hapteno, las bases gendticas de
la diversidad del anticuerpo (22), la reaccidon cruzada entre
estreptococo grupc A y el tejido de corazén- humarc (11) .y para

‘mejarar el diagndstica clinico de enfermedades provocadas - po?




_estreptococa B-hemolitico 3rure Al
Los metodos seroldaicos puaden
espectficos, v por 1o tantd herramientas importantes an el

Diagnostico. Sin embargo la mayor limitacidn . de un antisuerc

. convencional es la estandarizacidn. La mayoria de los antisueros

. ton . mazclaz "de anticuerros aue difieren, er  especificidad v

“afinidad paras los dsterminartez antigériicos

El vecients dezarrallo en  la tecnhnolesia da anticuerpes

monoclonales supera ciertag limitaciocnes que. se presentan an | un

antisuaro convercional,.

uUtilidades clinicas de un anticuerpo monoclonal

anticarbohidrato-C grure A:

) La Primera y 1o mas importante, 1s tipificacidn exacta de

‘estreptocono @rurc A.

[=3] La prusba de Precipiting de Larncafield puede provear

rezultadex serolbgicos definitivoz.

c)- El. determirante antigdnico del anticsrbohidrato € grupc A
‘esta.  bilen  -definido pues involucrﬁ la N-pcetilglucozemina - o

ramnosa.

Es< probable que - 1a tecnologila de los anticuerpos

o monoclonalas - provearh anticuerpos estandarlgados Lon  urn  menor

CoSte vy une teerics aue ro astara- limitads (46).

zer rapidos, sensitives vy

la



He 3. Matados altermativos para 1A identificecidn = de

- Estreptococo B-temolitizo srupc Al

Cultivo de estreptococcos Grupc A, - Paca s} dingndstices  ge

[S1a] 3 infeccith estreptocdcica grups A el estreptococe  debs  ser

mislado e ‘identificado. Las muestras  deber transportarse z:in

danara, porque 1085 hizofras Ow slaodin pruredsrs con

wer  custarciaz

qua inhibar estreptococes grupe A. La viabilidad se manbisre bien

en  hisopcs trunsportades en s{lica~-gel (). El uzo de medioz . de

enriquecimiento como &l caldo da Pike, caldo de GXINA (derivags

- de la quinolinal {57 ¥ agar sangra  con sl fametoxanal -

trimetoprim (55). aumentan el indice de arslamiento de

estreptococos grupo A en comparacidn con &l plaqueado directo em
agar . sangre. El crecimiento en ecte 3ltimo ce seleccioma por 1a

B-hemblisis comrleta. El crecimienrto excenive i otros

microor ganizmos Puade impedirse madiante diversos agarttes
selectivos en los medioz. Loz  ezbtreptococcs grume A pueden
identificarsae temtativemerte con rapidez v facilidad por discos

‘de bacitracina, Alrededor del 90X de log sctraptococot grups A fa

inhiben con diccos Sue contienen 0.04 unidades -de bacitracina,

ween o PRro caci todos los eabrgrtoneoros grupes B, Ty G son resistenteg

{6,44),




Eh_ la . Tatzla ‘Nel3 se mencicran caracterf{zticas

para

. '£rnbajar una muestra clinica.
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Cdiferenciar & los difererbas arupds traptececss (39,
Tabla Wo, 3
Categoria Hemolisis Pba, dea Hidrolisis Crec. er  OPptequina
| Bac. ** CAMP Hipurata NaCl €.5% . v bilis’
Grupa A Beta + - - - -
Grupc B BHeta* - + + e -
Estrepto-
coco Brhe .
matitico, Bata Ehd -, - , - -
no de gru : s
Po A, B o D.
Qrupo D, Alfa
enterococos Heta - - N * -
nirguna
Grupo D,no  Alfa - - - - -
enterococoas mriguna
Grupo ~Alfa. L+ - L e L -
Viridans ninguna ’ . . g
Eneungcoccus Al fa * - - - .
- Bimbolos +, reaccidn pocitiva o senzible, -, rexccidn negativa "o
recistente ’ o
* excepclones, ocasichalmerte ocurre
¥4 Prueba de Bacitracina :
' Sensibilidad a lax optoquirna y Solubilidad en biliz.
Loz datos  mostrados er la Tabla No. 3 sor de gran
utilidad pFara identificar Estreptococo B-hemolitico arupe A &l



I. Susceptibilidad n las Drogas.

Ninguns cepa de estréptisocus grupo A ha slaw reszistente &
la penicilina. Esto l& transforma en la drogs de eleccion para el
tratamianto de infecciones estreptuctcicas v en la prevencidr de

la - fiedbre reumdtica. La MIC pars peniciling G es RCEY o lmente
8.001 we/ml. Aurgue en algunas ocazicnes, el microerganizmo sea

tolerante a aste antimicrobiano (30) ¢ el paciente as

vuelva
sustituirla por

sensible & 1a drega.  Por 1o gus sy Que
eritromicina o lincomicina pero no tetraciclina. Matsen .y cols
reportaron que todos los sstreptococos de piel y garganta que

examinaron fueron sensibles a peniciling, eritromicina y a cuatyo

cefalosporinas (322, Los sstraptodosos son rasistentes a

polimixinas, kanamicirna y estreptomicina.

J. Pravencidn.
i Las infecciones por estreptococos grupc A susden prevenirse
por intervercibn terapéutice durante las epidemians, o con drégds
come oCurre

profilacticas  dadas a los paciantes de alto riesgo,

én las escuelas o colegios con eurilos, orfelinatos y campamantes
mai:takes <oty infeccicres endeémicas. El impétigo puede prevenirse

con mejor higiend de le piel. Las epidemias se detienen mejor comn

_el tratamiento antibiético de todos los casos. La inmunizacion
-con. proteina M se ha probado er escala rélativamente paquefia v

c resultd efectiva, pera e} ‘usc de vacunas en  seneral . o . en

" poblacicnes elegidas necezita mdz investigacidn.



Vacuna estraptacdecica. - Como la immunidad a loz
estrebtﬂcocos Qrurd A s tipospacifica, Yy 2@ Concesen dnes 30
tipos ~presentes en difaremtes poblacioraes, la btase Idgica para

Preparar una buena vacina dependée da la- distribucion’ ge 1o

principales tipog M en unz determinada poblacidn. La irvunizacidn,
£l se dispone de ella, debe tratar de preaevenir las complicacioraz
supurativas Yy no supurativas. iLa preparacisn do una vamina debe
eoma; ﬁambxén en consideracibn &l riesgo de inducir reaccianes
demoradas de hipersensibilidad, la eliminacion de la protaina M
de  antigenos de reacciones cruzadas cen el corazén,. ¥y la

eliminacibn de la proteina M de &cido lipecteiceico .dea wunicnes

covalentes (LTA) (6).




III. 0 BJET IV OS

1. CObterner suero anti-carbohidrats © cor 1A tpocalacisn dal
antigenc extraldo por el métod& de Lancefisld, & partir  de una
cepa da Estreptococe B-hemolitico grupoc A.

2. DPemostrar que el antisuero servira comc auxiliar en el
laboratoric de Bacteriologia Diagnédstica, en la identificaciéon de
Estreptococo B-hemolitice grupo A. Lo anterior 22 hark madisnte
el contactc del antisuero con urma cepa cCcontrol ¥ al3uras  Cepas

Froblema wtilizando pruebas de precipitacidn en capilar.

S




Iv.

Parte T,

Parte II.

Farte IXII,.

ESQUENA GEMERAL DE TRABAJD

Extraccitn de Carbotadrato € par el método
e Lancefield & poruire de ceps da
Estraptococoe B-hemoli%ico grugre Al

Obtencion del Suere Anticarbohidratoe C.

Evaluncion del Suars-Anticarbohidrato C.
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V. HATERIALES ¥ METODOS |

A, Extracceian dal Carbohidrato C.
Métsde de wanswlislda
Procedimiento. - La Capa de Egtraeptococo B-hemolitico gorupa A tipo
HS  (donada por F.GFE Lulgs Maruwel Parea) g& sirombrd an 4 litroes de
calde Todd-Hewitt incubindose a 37GC for 1& hrs, kog cultivos se
cuntrifugan a J,000 rpm/l0 min (cantrt fusa IEC/DPR-GGOﬂ;
DAMON/IEC DPIVISION) v al paquats celular s suspenda am 4 ml  de
HC1 0.2N diluide en NaCl &l 0.85%% & plH =2, somaetisndolo a
ebullicidn en bahe de agua por 10 min. Sa centrifuga da ruave o
2,000 rem/10 min, al saparar el schranadarnte, éste Zo noutraliza
con NaOH 0.2N. El pH se ajusta a 7.2-7.% utilizando o}
. motenciometro (CORNING) y w¢ adiciona FPBS astadril - fFara
manterarlo. Centrifugar & 2.000 rpms/iQ0', e cepara el extractoa v
zea la agrega merthiclate on contertracidn final de [¢10G. 000, Ea.
conzerva a -xnoc {382 .

{Ver Dlagramna)

A.1. Sarotipificacisn del Carbohidrato

El . antigarc extralda se llavd a la E;N.C.B-. donde se& Puso
‘@h contacto cor un. suero control anticarbohidrate-C. dal gruro A.
Se  realizaron Pruebas de serotigtfl:n:lons Precipitacion  en

Capilar y Coaglutirnacian,



FIGURA No 4

} m@m BE YRABAIO PARA LA EXTRACCION BE-CARDOHIDRATS-C. POR EL:
) METOD0 BE LAMCEFIELD (38).
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A2, Purificacidn del Carbohidrato.

Se utilizd la tdcmica de. Filtracidn, amplemndé - filtros

Millipore con membranas de 0,22 um,

La Filtracidn es un mdtodo de esterilizacidn qua libera 'a
los - ligquidos de particulas no deseadas. La mayor parte de la
accidn del filtro se debe a la adsorcidn . de las particulas  sobre
la- gran superficie qQue presentan al ligquido las paredez  de los
poras  del filtro. La filtracién se favarece por wna caida de
presibn & traves del filtro, bien ser utilizando prezidn positiva
zobra @l liquido no filtrado o conectando el recipiente al vacic

(43) .

Procedimiento:
a) . Se esterilizaror filtros Millipore, Jjaringas d« 10 ml vy

botellas de dilucion de lecha.

£) En dresa wsteril, com una Jeringa ce tomd el * axtracto ¥

sa Pass a traves del Filtro a uma botella de dilucion de lecha.

<) E1l antigeno purificado se guardd an el congnlhdor.

44




B. Detar-innc‘iem de la concentracidén de Carbohidrato.

Meétado de Dubois (160, Les aztzares reductores: cimplesn.
oligcsacaridos, polisacaridos y sus derivades producern un  color

que va de amarillo a nararja cusndc reaccivnan con Fenol y  Acido

sulfurico concentradae. La reaccibdn ez serzible v €l . color es
estable.
El . - meatodo de fenol-sulfdrico =sirve para deternlnar

microcantidadaes de azucaras y substancias relacionundas.

Procedinientc:

De la muestrz problema tomar una alicuota e 0.% ml v llevar
a 2 'm]l con agua destilada, adicionar 0.1 ml de Fenol al 80,
adicionar 5 ml de Acido zalflrice concentrado Q.P. mezclar
endrgicanaente y dejar reposar 3I0 min. Leer a 490 nm, Los
‘rersultades e interpolan an una curva tipo da 9lucosa vy dg
-ramnosa usando  una solucidbn . de 1006 uz/ml. Si ias lecturas no

entran en la curve tipo, hacer dilucicornes de la muesstra problema.

Curva de culibragion deg alysosd.
a) Reactivozs: Sol. de glucoza anhidra de (100 ug/ml, solucidn

de fenol al 80X y &cido sulflrico concentrado.

bl Pro::‘ec‘lim‘lent‘o: &
Colocar an un tuboe de ensaye la =olucidon de glucoesa R.P.
de 100 ug/ml en una concentracidn de 0-100 ua/ml v llevar a 2 ml

ccon agua desztilada.




‘Adiciornar U.0 nl de ferwl al

y B oml e adcido zulfuaricon
{con cuidado lentamente) agitar viagoarasamente v dejar raepioanr a0
mirs.

war en 2l espectrofotometys (CARL TEISS PMZD) a 490 rm.

&) Reactiv

oe: Sol de ramrcsa de 100 ug/mb, woluclde de fenol

al 80X v Acido sulfiricod CorCantrado. DN

b) Procedimiento:

Se sig9uid el Mmismo Aue cor FlUCORa.




A e B R e T B S TR S SN VRN i JUR QI PR R

L Rt TMWORL IR L g wyeandiansey I e s Ko
TR Tat AT R e S e R by

I ogipertal 1 oal e TR WAl Rahasa L

i e oeafomsws ami L

s

THANDD XTGBT HE R TR




Tabla No. 4

PROTOCOLC DE INMUNIZACION

Dis Lozig Via
a G.5 ml de scl. carbohidrate Intravenosa
(0,526 ma/nl)
2 0.5 ml de zwl. carbohidrate Intravenosa
(0.526 ma/ml)
4 0.5 mi de tol., carbohidrito Intravenosa
(0.526 ma/ml)
7 1 ml de sol. curbohidrate Intravanosa
(0.526 ma/ml)
e 1 ml de scl. carbobidrate Intravenoza
(0.526 ma/ml)
11 1 mi de sol. carbohidrate Yntravenoza
‘ (0.826 mgsml)
14 . 1 m}l dea zal. carbohidrato Intravenosa
{0.526 ma/ml)
18, ! ml de sol. carbohidrato Intraverose
{0.526 m3/ml)
18 1 ml de =ol. cartohidrate Intravenosa
{0.526 ma/ml)
21 1 ml de sol. carbohidrato Irtravenosa
(0.526 mg/ml}
23 1 ml de sol. carbohidrata Intravenocsa
(0,526 mg/ml)
25 1 ml de sol. carbohidrato Intravenosa
oo (.52 m3/mi
Q0 ' Gangrado de Praeba Intravenoxa
a7 1 ml CHO 7 1 ml Ady Subcuthriaa
S50 . Sangrado Total Intracardliaca
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- .. Do Tioulo de Anticuerpos

Ve rexlixd. par los métodes e

. Precipitacicn emn Tuke e Irtaumodifusicn

D.1. Precipitacion en Capilar. Mitodo de Lancefield (H3),

Reaccidty de Frecigitacidn, -~ Reaccide entre wea antizanoe

soluble y un anticuesrpe también zolubla, an la cual e forma  una

mwalla compplela de formas de conjuntos entrealazsdos (201,

Princirte de la Reaqgidn de Praciritaciony~ La reaccidn

antigenc-anticuerps sigue  la ley de accibn de maxas vy bajo
condiciones ¢orrectas., la cantidad de compleaelos fornades s - unas

funcidn de la concentracion de wntligene ¥ de anticuerpas.
Procadiniento?

a) Se hicierom diluciomes dobles dezl zwero.

b} Para cada Jilucion ze llevd & cabo  la pruebs de
precipitacibr & capilar.

P ‘&) Sumeorgir un tubo captlar (capilar con didmetro de 1.2 a

1.8 um,  videio borssilicate Kimtile, ambos extixisz ‘sbiertos v

ligaramente pulide a fuegaod, &n el suerc {&rm {7} tubo o Frasco
paqueMt  cors tapén de rosca) hasta uma columna de 1 cm de ' larso,
el  suero sube por accidn capilar. (Manterner Iz ezterilidad del

suero, csterilizar  los tuhos carilares. v conservarlos ar

esterilidad antes vy despuss de antrodusirlos an el susro)



R d} S

wh o tuber oo dedoTamen e el B U
ercra; liopise con papal Facial.
&) Sumargir =l ubks en 2l erbtragts § ta una ganticad agaal

Ja aue  Fue )levatda &) susro. S1 wma LurbeiSs de o aire semaras @i
CEuUERro Y (=3} e bracho, dzzcartar el tubo ¥ raRpat e “@l
procedimiento.

) Sujetar el tubs cuidadozamente. Huellas dactilarez, de
suer s o entracto. fusra Jel tubo puede  Simular une re&caisry
pacitiva oscura.

2l Sumargir 1a parte final del tube 26 glaztilisma hos£a
rellenar la apertura. No deyar Que se marcler 1ot reactanter.’ [}
rellenc de plastilina 21 final del! tube (reactanten) zujetaras &«
los  reactantes  erm SU FuEY misntrar que &l tubos 8T anvartido.
Alternativamante, swichter con un dedo la parte superior v final
del tubo hasta qQue fe complete el pPazo kb
hi Imvercir el tubo & inzertarls suasvenente en

la plastilivie
fijada en una rarura de estarte {(ness de

trabajo, &t}
1} Examimer en luz clara, en contrazte con un forndo oscura.
El tiewmss en aue apbhrace el precipitadeo, varis da acuerdo & la

-

rotencia del antisuerc. Puede aparsZor a low S min o beste las 45

horas,

i3 - Bl titulo de articuerpos e inmterpretarg como. ia Oltins

dilucion de antizuerc donde apar4zch la precipitacion en capilsr.




D.2. Precipitacién em Tubo. (Prueba de Ascoli) :o %

S1 . zZe depozita una camtidad adecusdn

da  wea zoluzidn de

p R P

‘ Soantiasns . soluble . cone el antizuwsra boss il ao,

g furden - da  une Zolucidn a

. Cwandoe 1a relacién. entre. los

rzackives alcarnza  lac

precipitads (63},

Frincific de la raascldn. - ZiFitacicn en

Capilar.

FProcedimiento:

&) Sa hicieron dilu dobleszs d=l =uero

1ores

b} Se adicioraron o cada tube G.5 wl de Ag.

=3} Se amitorors lu: buboz para aqus s mezclara bilerm el

antigeno can ] antisuers, ¥ fe llevara & cabo a
reaccidn. Se dejaron a temperatura aanbiante en reposo.

e Cdy. El tituls de anticuerpos se interpreto como. la ultima

dilucidm. de zntisuerc dends aparscid el Frecipitado., . o o




B.3. Inmunodi fus t&n Doble (MEtodo de Ouchterlony)

La =22 ) R ERE-S P SO LT

2 Ut & b
Tmiensad Formy S cpy oo s =)} anrtaone W 3] At O e
libromante el a2l:  ente | odtodl priede taner

aplicaciones, POt e yams Ll Fa detarmine=ide de lx
relacidn rumuroldQicas entre oL it igEaros, ol numers de
antigeno-anrt lcuerFe Frecantec ¥y la Samicuantaficacion ds

o de zu anticuerpe (A3),

Reactivos:

al Amertiguador

o TFrrz 0.1 0P, FH B2

B Gel de agurosa,
Agarosa 0.75 g

fnortiguador (100 o)

da fFrrahgs
SRRV 3 3

potttnle
T1EtemaR

Al | Caterice

o g .
CLa golucttn e caliorta & FW C Ton agitacitn constintea.

Solugidn de lavadga

n

NaCl 0.1M
d) Soluciadn de tincidn
Azul de Coomazie g

Etarcl F0 ml

Esta s:alur:u:-n puede uzarse mucho tiempe despuds de  su -

Freparacibn.

e oluci1bn decolorante

m o

2 ia MIEME zolucidr de tincion PQFO =i el

Coomassele.

azul ae




Frocedimiaentas

Fara ocbtaener un gel completiamente homoadtes y unl farme - 1

Placazs - de  vidrio  (LEB ©9 00w mm) 3

soanlorzan wodvre una base

Forizantal vy niveladas en @l centeon Cada placa ve visrlenn o

ml de addroEa gn SGlucidn que e dt Fuanide L Frinatvntas.

DPespudz de la pelafigacion e Facen cortes <

ayuda cde un sacabocados, un Foxo central vy & poZozZ gue le  rodean

mhs Paquelas.

En &1 pozo tentral e SQlaca el antilene carbiohidratoe C v an

loe pozos que la rodwan se calocan unw terie de  diluciones  de
antisueroe de conejo 1nocdlads con el carbohidrate C.

Las placas se mantienern an wWa chnsra htmaeda Hasta  la
aparicidn de las bandas de precipitador posteriormente te procede
a tefir de S & 10 min corn la zolucion "d" vy firalmente  Se
dacoloraa

CED titula de anticusrpos se interpratara come  la Altima

dilucidn de antisuers dohds aparexca barmda Jde precipitacidn.




E. Evaluacidn del Suero

o :

e Cprobd le efectividad del  antizusroe  con ant L és

traldos, & partir de cepazx problema de Extreptococo B-hrumolitico
B) Las  anti¢genaz fueron  eaxtraldez peor el  método de

Lancefield. (descritc e A)

b3 S&¢  llevaren 2 cabc ranccicones Aa-Ac for &) natode  ge

Precipitacidn an Capllar (dascrito en D.1.)

<) La pPrruesa sa corrid por duplicade para cada Aa  y  se

interpretd de la siguienta manera:

Resultado + banae da precipitacian visible
Razultads =« No& hay banda dé precipitaciin

budosa No . es muy clara la banda de& precipitacidn




F. Conservacion del Suwarc

a) Se - Filtrd el suero con filtras Millipore, utilizands

eI membranas de 0.22um.

B)  El cuerc filtrado se recibi¢ en vialez, previamente

estarilizados.
€} Loz viales fe matietror en congelacidn.

d)  Debe tenerse cuidado al uszr e) antisuero. Al hacer ‘la=

: Pruebsz de serotipificacion debe tomarse el antisuerc

- _necesario y procurar nc estar congelandc vy descongalando
los viale= , puUes te corre 21 riesgo de que e baja. el

titulo de antizuerpos.




VI.RESULTADLOS

A. Extraccidon dal Carbohidrato C.

A partir de 4 litros de caldo Todd-Hewitt inoculados conm

Estreptococe B-hemolitice arupa A zé obtuvieran arroxamadamente

45 11 da extracto crudo.

El’ metodo de extraccidn fué nmodificado en cusnto al & juste
de PH (7.2-7.51, originalmente se ajustaba utilizande irdicador
de EpH (rojo de fernol). En este trabsjo se hizg uso del pHmetro,

lo qua permitid Que se cbtuviera wy FH mds exacta,

B, Serotipificacidon dal Carbohidrato.

Eri la E.N.C.B, s& realizaron prusbas da precipitacion - en
capilar y cosglutinacién para serotipificar el carbohidrats
obtanido  por «l método de extraccidtn anter mencionado. Sa

obtuvieron rasultades positivos en las dos pruebas.

Se obmarvd que wl . antlgeno extratgdo con  ia tdcrica

uttilizada i ity resuitado maz rapido-y exacto que el

ant1genc .
extralido por «l metodo original. )




C C.Detearminacidtn da la :’:onl:.ntrlc!b’n .de Cnrbéhid:;-tc.

En . la Tabla § 3e muestran los porcentajes obtenidos de los"

| componentes de carbohidrato C.

Tabls No.5
Fraccitn Concentraciobn % obtenido
Ramnosa 0,333 mp/mi 63.2% 2
N- ncatil glucosamina 0.193 ma/ml. 36.70 %
Total - 0.526 mas/ml FF.99 %

Los datcs de la Tabla S5 fueron chtenldes determinande la

.Eohcentracitn dé carbokidrato por &1 métods de Dubois (16).




D. Detarminacion dal Titulo de Anticuerpos.

El titulo de anticuerpos obtenidoc de 1x inmunizacianr de los. -

conejos con el carbonhidrato C fue de 1:256 en promedic.

Las pruebas utilizadas para la determinaciém  de arnticuerpos

fuaron: pracipiteciter en capilar, precipitscidn en  tubo P

inmunodi fusisn doble.
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E. Evaluacier dal Suero
La =fectividad del antisuerc se probd con ant L Ganos
extraldos a partir de 1S cepas de estreptococo B-hemalltils arups

A. previamarte ijdentificadas comn la prusba de Pacitracira.

En la Tabla & =ze myesztramn loz rezultades obtanidos con - la
Frusba da Precipitacitn en Capilar para laz 15 cemas clasificadas

. como Estreptococo B-hemolltico srupc w Por prueba de Bacitracimx,

TABELA No.6&
Cepa No. Prueba da Bacitracina Prueba de Precipitacidr
en Capilar

1 + +
2 + +
3 + +
* * +
53 + +
& + +
7 + -
8 + -
< + +
10 - -
11 + -
12 + -
13 + *
14 + +
15 + +

Del total de cepaz probadas el 66,6X fue + vy el I, I -,

Se observd que.en las pruebas rcalizadas com antisuero  con
titulo alto, @l resultado se obltiene en menos tiempo que en  las

realizadas con el anrtisuero com tltule bajo,

u
2



VII. D I SCUSION

Er este trabajo €l carbohidrato T fué extralide a Partir de

la  cepa de Ectreptococe B-hemolitico grupc A tips MS, por el
m&todo de Lancefield sbteniendo porcentases de
m-acetilalucozaming Y ramnoio fmuy samilares o loz reportasdoz ar

la : literatura.

El nttade de ocrtraccidn fus moachi Frcads ar cu#nta al dYramhe
de pH (tal como se indica en les resultadosz). El  tener wn pH
exacto, es importante porque <)l carbohiidrato ez ineztable en
medio acido o basico y ademads tomanda an quanta qua al .suero
anti~carbohidrato tiene un PH neutro, el antigenc debe terer un
pH eimilar, para <que se lleve & cabo la rarotipificacisn

(reaccitn de pracipitacidon).

Pebido a que los tltules de anticuerpos obtenidos en los
conejos irmunizados fub diferente on klounog. Se tomd un promedio

general. Esta variaciten puede explicarse por 1o siguisnte:

a) “Estudios hechos por diversoz investigadores democtraror
la iﬁf!uéncxa da los factores ganéti&os en la respuesta {nmﬁne;
Los conejos pertereclian a la misma raznx (nueva zelanda), p;ro
descerdian 4& padres diferentes, no se tuvo un estidAndar en el
;eso v la edad, por lo tanteo &Q capacidad FPars }esponder al

antigeno (carbohidrato)l varla en cada animal (58).

b} Siendo =1 carbohidrato € un antigeno ﬁ-quéﬁo (P.M, aprox.

16,000 y de estructura rno muy comrlaia, en algunos animales el

&0



© SIsStema anmune  tarda & reconocerlo por 1o aue - se  mortac danz

Crespuesta baja. pere 2n otros este retonecimiento o nAL s dgide v

rarezpuscta e maéz alta.

SY Respect2 a la vie da irimunizacidn se comsidera,. queren iy
principio la via intravendza no furiono SoMd e ezperaba PUes e
obtuvieron ituloz  muy bhajos, debido probablemente da dgue la
concentraczion de antigenao inoculada fue baja wo} 1o <ue ‘el
carbeohidrata se& catsbolizd rapldamente v ro quedaran  cantidades

czuficiantes Bara montar Luna reazsuesta censiderable,

Posteriormerte ze did wn refuerze corm  adyuvante, lo  que
permitio que 21 antigenc se libarari mas lentamermty y e elevaran

los anticuerpos hasta los tituloss reportados.

Decpués de determinar los titulas del arntisuero obtenids, za
probd con antigenos extraldos de cepaz roblena. que’ previsamarte
fueron identificadas como Estreptococo B-hemolitico grure "A" con
la prueba de Bacitracina. Se llevaron a cabo reaccicres
seroldgicas mediznte eruebas de erecipitacicn en carilar,
demostrardoza la efectividad dal antisusra &n la serotipificacidn
de Egtreptococe B-hemolitico.

NQ asi 1a efectividad de la prucba de Excitrocins, la. ;ual
podamnoz considerar como una prusbha presuntive vy no confirmativa

en la identificacidtr de este microoraanismo.

El tiempo en que se lleva s cabo la prusba de pracipitacidn

en capilar depende de la potencia del suerc, entre mis alte es el
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Elegls o Ae antisuwereat nas FApT s w@x la prueba, Ezto se  debs oAl
‘ . r -

CRPrIeQiria d9e readoién de pruciritacidn. Dicha reaciion  ant fgeno-
articueree sigue ta ey de accion do masas vy la rapadac Com gue

e formen lox Cowgleias depende da la concentracion de ant tperas y
e arntigue Fo3 Y

vode crertan aondigivnes come 1o own =) epH.

Comparada con ctros tdbodos geecldproos ot ilisados para T

LaratipPi CigIcidn
hEY

la =~ Inmurodifusion dokla, CIE,

de Exrtreptocece Brhamollitico arupac A, camo  son

Inmurnofluv wooenci i, et ia
preacipitacion en capilar ofreca muchas vantalase QT  reavuiara
nucho tiemee, €3 barata, sensible y da resultagos confiables,

E1 Lliagnastico aexacte vy confiable de Estreptococe B-

hemclitico grupo A, utilizando tusro anticarbohidrato © paermits

dar el tratamiwnto Sdecusde a una  Infacaide  estraptocdclick | v

avuda -a prevenir anfermedades Some ia fiebre reumatida.




i.

-

3.

VILY,. CONCL US I ONEQ

El 'mé{pdo va Lancefisld w3 una teanina e erieacoidn
eticiunte, - no oy Comptesa v ot resultacus
gatisfactaorice,. puas se obbtiang UNe bansd concentraciée

da carbohidrata €.

%a obtivo susta anticarboladrato U del grupe A, Core la
incculacidn del antigeno edbratida a partir de la  Cepa
tipo M3 ¥y osw  demeostrd sy efectividad @ty la
fdent{ficacidyy de Egtreptovseo Bohamalitico grupo A
madiante pruebns  de precipitines en capilar,  Per la
éntantnr @] Ruaro especifilco congtituve une herramianta

iwportante aen el diagnadstico clinico da dicha bactaria,

La pracipitacian #®Y capilar e i ndt o =)
sarotipificacion sencitio, de FACI | maneld aue  da un

raci}tacdn Tonfisthia. 2 Hus ms viebawne dacine

4.

Jrasultado depande de la potencia del suarc.

El - suerc anticarbohidrata C es .da @ran wtididad en las
pruebas . da diagntéztica Rara Estreptococe Brhemoditica
grupo - Ay Firvis o comne apove e otra trabaic de  Tesis
titulado % L técruca  de Coaulubinacidn nmplaaﬁda
Proteina A de Biagreys cowaty + para Ectrestococo  Fe

hemalitico arupa A,
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