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INTRODUCCION

Se realizé un estudio clinico experimental en 45 nuestras de
saliva y suero de pacientes sanos ( de ambos sexos ) , para evaluar
absorbancias de IgG e IgA secretora especifica antiestreptolisina "o"
y su comparacién con las unidades Todd determinadas en suero. Se
estandarizé el método indirecto de 1la técnica de ELISA, para
establecer las concentraciones &ptimas de reactivos, encontrandose
que: en una concentracién de estreptolisina de 0.25 mg/ml, con una
dilucién de suero de 1:100 y 1la saliva sin dilucién se obtienen
abgsorbancias de entre 0.5-0.6 a 409 nm para ambos tipos de muestra.

Se compararon los resultados del andlisis por ELISA con los
valores en unidades Todd de suero empleando el método de regresidén
lineal y andlisis de varianza para la regresién, encontrandose que no
existe correlacién 1lineal entre las unidades Todd y los valores
encontrados para la IgA sérica, IgA secretora e IgG salival,
Unicamente se relaciona linealmente con la IgG especifica sérica
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GENERALIDADES

Los estreptococos son células esféricas u ovaladas dque se
presentan en parejas, en cadenas largas o cortas, gram positivas.

Estos pueden clasificarse con base a su accidén sobre el agar
sangre, por sus propiedades metabélicas, actividad fisiolégica, por
reacciones seroldgicas de aglutinacién y precipitacién.

1. Por su accién sobre la sangre, en placas sembradas Yy
cultivadas a 379C durante 24-48 hrs. , se clasifican en: .

a) Alfa-hemoliticos. Producen un halo verdoso alrededor de la
colonia, y hemélisis parcial de los glébulos rojos inmediatos a ella
Streptococcus salivarius

b) Beta-hemolitico. Las colonias se rodean de una 2zona clara,
bilen definida de hemélisis (Streptococcus pyogenes).

¢) Gamma-hemolitico. Carece de actividad hemolitica, no altera el
medio (Streptococcus lactis).

2. Por su actividad fisioldgica y propiedades metabdlicas.

a) Picdgeno, incluye gStreptococcus pyogenes y otros agentes
causantes de infecciones agudas y mortales.

b) Viridans, incluye agentes de las infecciones como endocarditis
bacteriana subaguda.

¢) Lictico, no patdgeno de importancia industrial,

3. Con base en los métodos serolégicos de precipitacion
(Clasificacién de Lancefield ), los estreptococos se dividen en
grupos ( A, B, C etc.) y éstos a su vez en tipgs. Los antigenos del
grupo son sustancias polisacdridas o 4cido teicoico de la pared
celular;_ los de tipo son proteinas o carbohidratos de la envoltura o
cdpsula.”’

El Streptococcus pyogenes ( Beta-hemolitico, grupo A ) se puede
aislar de boca, nariz, garganta y ocasionalmente piel. Puede provocar
faringitis, neumonfa, abscesos, escarlatina, erisipela, endocarditis
aguda, fiebre puerperal y septicemias.

Una caracteristica de los estreptococos grupo A es su capacidad
para producir secuelas no supurativas en individuos susceptibles. lLas
cuales son fiebre reumitica y glomerulonefritis.3

El término de homologia estructural entre tejidos de mamiferos y
microorganismos ha sido descrita hace 50 afios, éste, mimetismo
molecular, se acuié hace 20 aRos para describir estructuras
antigénicas comunes al hospedero y pardsitos.? El1 término se ha



extendido para incluir a otros microorganismos y el conocimiento del
fenémeno se ha incrementado con nuevas técnicas inmunoquimicas y de
biologia molecular. Con respecto a las similitudes antigénicas entre
los estreptococos del grupo A y su hospedero natural, el humano,
tenemos diferentes tejidos dando una reaccion cruzada:
articulaciones, miocardio, tejido valvular, sarcolema neocardial e
Intiga vascular, piel, rifidén, cerebro, y muy probablemente antigenos
HLA.

Componentes bioquimicos de estreptococos del grupo A, relevantes
en reaccién cruzada con antigenos del humano.

Acido hialurdénico. Filleit , observé que los sueros de pacientes
con nefritis posestreptococcica contenian anticuerpos gque daban
reaccién cruzada con proteoglicanas glomerulares. Esos anticuerpos
fueron parcialmente inhibidos por hialuronato, sugiriendo que algunos
de los anticuerpos pudieran ser dirigidos contra el dcide hialurénico
de la cdpsula del estreptococo.®”

Proteina M. Lancefield establecié que la proteina M es un
importante factor de virulencia en las infecciones por estreptococos
del grupo A, en el humano.? Se ha reportado una homologia importante
entre péptidos de proteina M de estreptococos del grupo A y proteinas
humanas, asi tenemos por ejemplo que: Sargent demostré que los
residuos de la regién AA, péptidos 164-197 extractos de péptidos
altamente purificados de proteina M5 ( pepM5 ) daba una reaccidén
cruzada con proteina de sarcolema de aproximadamente Kd; en
gtlnml:zz'aste residuos sintéticos M5 daban reaccién cruzada con miocina.

’

Carbohidratos. La estructura de los carbohidratos del grupo A
consiste de aproximadamente nueve unidades repetidas de ramnosa
unidas a cadenas de N-acetilglucosaminaj este polisacdrido esta
presente en muchos tejidos de mamiferos . Goldstein demostré que
la reactividad cruzada entre carbohidratos de estreptococos del grupo
A y las glicoproteinas de vdlvula fue reciproco. Por ejemplo tanto
por inmunodifusién como por inmunofluoresencia la reactividad del
suero a estreptococos del grupo A, fué absorbida al 100 % por
carbohidrato. del qrugo A, mientras que la glicoproteina presentd una
absrocidén del 50 %.14,15 ’

Antigeno de membrana. Zabriskie y Freimer Inmunizaron conejos
con membranas de estreptococos libres de pared celular y los
anticuerpos obtenidbs daban una reaccién cruzada con antigenos
cardiacos humanos, misculo esquelético y misculo liso de vasos
sanguineos.l® cunningham, inmunizando ratones con membranas de
estrptococos y obteniendo monoclonales, encontrdé que algunos de éstos
monoclonales reaccionaban con la cadena ligera de la meromiocina y
sorprendentemente se unian a queratina y DNA.17/18 Husbyl observé que
la mayoria de sueros de pacientes con corea de Sydemham,
especificamente tenfan los citoplasmas de los nicleos subtaldmicos y
caudados. La asociacidén de los estreptococos y la corea se establecis
firmemente, cuando esos anticuerpos podian ser completamente
absorbidos por antigenos de membrana de estreptococos y se
encontraron especificos para estructuras de estreptococos del grupo
A.19 Pitzsimmons, inyectando ratones con membranas de estreptococos
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aislé un anticuerpo monoclonal gque se unfa especificamente a
antigenos de membrana basal renal.

Antigenos de histocompatibilidad. Ellis demostré que los ratones
previamente inmunizados con membranas de estreptococos rechazaban en
forma aguda los injertos de corazén embriénico heterdlogo, mientras
que los ratones que se volvian tolerantes a dosis altas de proteinas
de membrana,_el injerto del érgano sobrevivia por 45 dfas que duro el
experimento. Ayoub y Anatasiou~Nana encontraron una asociacién
entre la presencia de fiebre reumitica y el antigeno HLA-DR4 en
pacientes blancos americanos y el HLA-DR2 en pacientes negros
americanos.22,23 ghingan , encontré una asociacién entre_ el HLA-DR3
y la fiebre reumdtica en enfermos del norte de la India. Forsber y
Jhonson encontraron una relacién entre hombres de edades de 16-25
afos con glomerulonefritis progresiva a una falla renal crénica y el
HLA-B40, esos pacientes tenian asociado un aumento en el titulo de
antiestreptolisina O, esta_ asociacién no se observé en hombres o
mujeres de mds de 25 afnos.

Como se puede observar hay tres condiciones en el mimetismo
molecular microorganismo-huesped que nos conduce a la enfermedad:

1. La reaccién cruzada entre el microorganismo y el huesped.

2, La respuesta inmune humoral/celular anti~-antigeno propios
que son compartidos por un microorganismo.

3. Una predisposicién genética a la enfermedad en el huesped.26
1)



ASOCIACION A ENFERMEDADES

Fiebre reumatica. Se ha demostrado ampliamente que los
estreptococos del grupo A tienen antigenos de reaccidén cruzada, con
tejidos de corazén, articulaciones, piel y nicleos caudados en
cerebro. Los sueros de paclentes con fiebre reumdtica aguda, tienen
esos anticuerpos de reaccién cruzada los cuales estan presentes
durante la enfermedad estos desaparecen durante el periodo de
apagamiento y reaparecen durante las recurrencias.

Glomerulonefritis posestreptococcica. Markowitz fué capaz de
inducir glomerulonefritis en monos sequida de su inmunizacién con
fracciones de membrana de estreptococos que se conocen dan reaccién
cruzada con el glomérulo humano , encontro que un nimero de pacientes
con glomerulonefritis posestreptococcica reaccionaban a la
proteoglicana de la membrana basal renal vy el det%'minante
inmunodominante fue la parte sulfato de la proteoglicana.27s

FIEBRE REUMATICA

Se trata de un proceso inflamatorio no supurativo, relacionado
con la infeccién de las vias dereas superiores por diferentes tipos
del estreptococo de grupo A, que afectan fundamentalmente al tejido
conectivo de articulaciones, tejido cardiaco, sistema nervioso y
tegumentos. Puede ser inducida por cualgquier tipo de estreptococo de
los mas de 50 conocidos, pero siempre del grupo A, aunque no se
conoce si entre ellos existen diferencias en su virulencia; se cree
que debido a una mayor riqueza en los antigenos somdticos, proteina
M y dcido glicerolteicoico, que presentan mayor adhesibidad a las
células epiteliales, se encuentra en mayor manifestacién general de

. fiebre reundtica.28

Morfolégicamente, la fiebre reumdtica se caracteriza por lesiones
inflamatorias focales localizadas principalmente en el tejido
conectivo de los drganos afectados. En el corazén, las lesiones_son
particularmente distintivas y se conocen como cuerpos de Aschoff.

1. Frecuencia

La fiebre reumidtica es una enferemdad de distribucién universal,
si bien es mds frecuente en paises frios y templados, que en
regiones tropicales; teniendo mayor incidencia en los meses de
invierno y primavera. Recientemente se ha observado una disminucién
de la incidencia debido al uso de 1la penicilina y a factores
higienicos, sin embargo en los pafses del tercer mundo sigue siendo
el primer problema epidemiolégico cardiaco.30.31

2. Cuadro clinico

El comienzo puede ser brusco con fiebre elevada, hinchazén
elevada de las articulaciones, especialmente rodillas, tobillos,
mufiecas y caderas, mientras que las pequenas articulaciones estan
menos afectadas con la particularidad de que el dolor y la hinchazén
son de caracter errdtico., El aspecto mds temido de la fiebre
reumdtica es el desarrollo de carditis, interesando preferentemente
el endocardio, miocardio y menos frecuentmente el pericardio. La



" endocarditis se traduce en apagamiento de los tonos y la localizacidn
de soplos que indican la infeccién de la vélvula mitral y aodrtica,
rara vez la tricuspide. La afeccién miocdrdica se manifiesta por
cardiomegalia, insufuciencia cardiaca, alteraciones del ritmo y del
electrocardiograma.La pericarditis por dolor preesternal,
auscultacién de roces y alteraciones electrocardiogrdficas.

Rara vez la fase aguda de la carditis y frecuentemente pasados
unos meses se pueden manifestar alteraciones por parte del sistema
nervioso central, que adopta el cuadro de Corea de Sydenharn,
caracterizado por movimientos espasmédicos desordenados, no
repetitivos, que afectan toda la musculatura voluntaria, incluida la
cara y la lengua.

3. Patologia

En la fiebre reumatica el corazén se afecta casi en el 90% de los
casos, de esta proporcién mas del 50% se afecta al endocardio, la
lesién se inicia por una tumefaccién de las fibras del tejido
conectivo de la submucosa que posteriormente sufre una 1lisis y
degeneracién fibrinoide, que cuando alcanza la valvula mitral,
sigmoidea adrtica y rara vez la tricuspide produce formaciones
verrucosas en sus bordes libres y en sus pilares.

La lesién caracteristica de la fiebre reumdtica es el nédulo de
Aschoff, gque comprende una 3zona localizada de inflamacién, con
depésito central de material fibrinoide amorfo rodeado de un
infiltrado de células mesenquimatosas . Se presenta en el tejido
intersticial en cualquier parte del corazén, pero fundamentalmente
cerca de los vasos. Comienza siendo una acumulacién de células
redondas ( prenddulo ) con degeneracién fibrinoide de la sustancia
fundamental. Ya formado el ndéduleo de Aschoff presenta células de
bordes irregulares, generalmente con nticleo en forma de lechuza,
varias células gigantes multinucleadas y otras pigndéticas; todo este
conjunto celular queda englobado por una capa de células
polimorfonucleares, plasmaticas o linfociticas. Se ha demostrado que
el nédulo de Aschoff es una lesién debida a la destruccién y
regeneracién de las fibras miocdrdicas y no auténtica lesién del
tejido conectivo.28

4. Diagnéstico

El diagnéstico suele depender de la aparicién de dos o mds
fendmenos sugestivos denominados "criterios de Jones". Se admite en
. general, que puede establecesre el diagnéstico de fiebre reumdtica,
cuando por lo menos el paciente presenta dos de los principales
criterios mayores o uno mayor y dos menores. ( Ver cuadro 1 ).

Los estudios que pueden ser utiles en el diagnéstico, incluyen
cultivo de exudado faringeo y estudios en busca de anticuerpos contra
estreptolisina O ( titulo de antiestreptolisina O ). La medicién de
anticuerpos contra otros productos del estreptococo como serian la
hialuronidasa a veces son utiles si los tftulos de antiestreptolisina
0 son normales. Los estudios hematolégicos pueden mostrar decremento
en la hemoglobina , leucocitosis y aumento de la cifra de velocidad
de eritrosedimentacién.



DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Es importante diferenciar la fiebre reumdtica de otras causas,
as{ como de dolor de huesos y articulaciones en nifos.

Artritis crénica juvenil

Se debe distinguir la enfermedad de Still o artritis juvenil de
comienzo generalizado, de la fiebre reumiatica. En la enfermedad de
Still la fiebre es intermitente, a diferencia de la hipertermia
sostenida de 1la fiebre reumiAtica; ademds no aparece el eritema
marginado y en la fiebre reumdtica tampoco hay signos como 1la
linfadenopatia. La artropatfa de la fiebre reumitica suele ceder 2an
término de cuatro semanas, de modo que la artritis que persista mds
de esa fecha, posiblemente tenga, otra causa.

Septicemia y endocarditis bacteriana aguda

La presencia de los dos padecimientos se excluird por medio de
cultivos de sangre en todo nifno con fiebre y soplos cardiacos.

Leucemia aguda y linfomas
Los dos padecimientos pueden acompaiarse de fiebre y dolor en

huesos y articulaciones. El diagnéstico por lo reqular se hace por
estudio de un frotis de sangre periférica. 28.29,32



Cuadro 1. Criterios de Jones.

Guia para el diagnéstico de fiebre reumdtica.

Manifestaciones mayores Manifestaciones mencres
Clinicas
Carditis : Fiebre reumdtica previa

o cardiopatia reumdtica

Poliartritis Artralgia

Corea Fiebre
Eritema marginado Leucocitocis, proteina CR

aumento de VSG.

Nédulos subcutdneos V Aumento de PR

Fuente: Referencia 29
5. Tratamiento

El reposo en cama es importante en el tratamiento de un ataque
agudo, particularmente si hay caritis. Suelen bastar una o dos
semanas de reposo en cama si hay una sola artropatia, pero a veces se
necesitan varios meses de descanso en las formas mds graves de
carditis. Se emprende la administracién de penicilina V durante 10
dias, para eliminar los estreptococos hemoliticos reiduales.

La fiebre y la artropatia suelen ceder con dosis diarias de 80 a
100 mg de aspirina/kg de peso corporal, pero tal fédrmaco no tiene
efecto alguno en la carditis. Se reservan los corticosteroides
ingeribles para personas con formas draves de carditis que tambien
muestran insuficiencia cardiaca, aunque es punto de controversia si
tales fdrmacos en realidad disminyen al dafio al corazén.Se utilizan
dosis de prednisolona de 1 a 2 mg/kg de peso corporal. A veces se
necesitan diuréticos y digoxina. -

Después del primer ataque de fiebre reumdtica se administran
antibidticos durante largo tiempo, con fines profilacticos, contra
nuevas infecciones estreptocécicas y se recurre a dosis de 125 a 200
mg de penicilina V dos veces al dfa, por la boca; 1.2 millones de
unidades de penicilina benzatinica cada mes, por via intramuscular, o
1 g de sulfadiacina al dia por via bucal. La sulfadiacina tiene la
ventaja teérica de que en caso de surgir endocarditis bacteriana
subaguda a pesar de la antibioticoterapia en sujetos con cardiopatfa
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.reumdtica crénica, cuando menos los microorganismos no resultaran
resistentes a la penicilina. Si ha habido carditis se contimia
indefinidamente 1la profilaxia con antibidticos. En caso de ataque
. cardiaco se continta la profilaxia antibacteriana hasta la edad de 16
afos. Las personas que han mostrado carditis también necesitan
proteccién con antibiéticos para evitar la endocarditis bacteriana
después _de extraccién de piezas dentarias u otras formas de
cirugfa.2d
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SISTEMA INMUNITARIO DE LAS MUCOSAS

El sistema inmunitario de las mucosas estd compuesto de tejidos
linfoides que se relacionan con las superficies mucosas de los
aparatos digestivo, respiratorio y urogenital. Ha evolucionado bajo
la influencia del conjunto antigénico complejo y distintivo presente
en el 4drea de las mucosas, y se puede distinguir del sistema
inmunitario sistémico, por las siguientes caracteristicas:

A) Una inmunoglobulina relacionada con las mucosas, la IgA.

B) Células T con propiedades reguladoras o efectoras especificas
para la mucosa.

C) Sistema de trdfico celular orientado hacia las mucosas, para
células que se indujeron, al principio, en los foliculog de la mucosa
migran hacia los tejidos linfoides difusos de la mucosa subyacente
del epitelio. :

La funcién primaria del sistema inmunitario de las mucosas es
proporcionar defensa al individuo en las superficies mucosas. Esta
funcién, se opera en conjunto con diversos factores protectores no
inmunitarios como son :

1. Flora bacteriana residente que inhibe el crecimiento de
patdgenos potencilales.

2. Actividad mucosa motriz ( peristalsis y funcién ciliar ) que
mantiene el flujo de constituyentes de la mucosa, y reduce la
interaccién de patégenos potenclales con células epiteliales.

3. Sustancias tales como d4cido gdstrico sales biliares
intestinales que crean un ambiente, en las mucosas, desfavorables
para creimiento de los patdégenos. . R

4, Secreciones mucosas (glucocdliz) que forma una barrera entre
los patégenos potenciales y las superficies epiteliales.

5. Sustancias como lactoferrina, lactoperoxidasa y lisozimas que
tienen efectos inhibitorios sobre uno u otro microorganismo
especifico.

Una segunda funcidén del sistema inmunitario de las glucosas, es
evitar la entrada de antigenos por esta via y proteger as{ el sistema
inmunitario sistémico de exposicién antigénica inadecuada. Esto se
presenta en la superficie de la mucosa al prevenir la entrada de
materiales potencialmente antigénicos, y en la circulacién eliminar
antigenos de las mucosas a través del sistema hepdtico de
eliminaciodn.3
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Inmunoglobulinas

Los anticuerpos son un grupo heterogéneo de proteinas séricas
denominadas inmunoglobulinas ( Ig ), la mayor parte de las cuales
emigran, durante la electroforesis, como gammaglobulinas.

Las dos caracteristicas principales de las inmunoglobulinas son
la especificidad de cada una por una estructura antigénica
particular, y su diversidad como grupo, que enfrenta el reto de una
amplia gama de estructuras antigénicas en el ambiente. Aparte de
unirse especificamente a los antigenos, las inmunoglobulinas
presentan actividades biolégicas secundarias que son importantes en
la defensa contra la enfermedad, por ejemplo, fijacién de
complemento, paso a través de 1la placenta y facilitacién de
fagocitosis. Son heterogéneas con respecto a estas cualidades que son
independientes de 1la funcién captadora de antigeno de las
inmunoglobulinas.

Las imnunoglobulinas son glucoproteinas y tienen una estructura
simétrica bdsica de cuatro cadenas, compuesta de dos cadenas
idénticas pesadas ( Heavy, H )y dos idénticas ligeras ( Light, L ),
que estan unidas de manera covalente por enlaces de disulfuro. Las
cadenas se pliegan en dominios que consisten. de cerca de 100
aminodcidos, cada uno de los cuales estd estabilizado por un puente
interno de disulfure, para formar una estructura simétrica
bilateral.3® ver figura no. 2

Se han ldentificado en el sueroc humano cinco clases principales
de inmunoglobulinas: IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, Estas clases se
distinguen con base en sus propiedades electroforéticas y
seroldgicas.

Las inmunoglobulinas estan presentes no sélo en suero sino
también en diversas secreciones corporales tales como saliva,
secreciones nasales, sudor, calostro y leche materna. La IgA es la
inmunoglobulina predominante en las secreciones externas de la mayor
parte de las especies, ésta por lo general existe en el suero humano
como unidad de cuatro cadenas -(monomero)’ con peso molecular de
cerca de 160,000 (75)34736 ver figura no. 4 : : -

Innunoglobulina A ( IgA )

La IgA es 1la inmunoglobulina predominante en el sistema
inmunitario de las mucosas. Cada molécula de de 1IgA secretora
consiste de dos unidades bdsicas de cuatro cadenas, y una molécula de
componente secretor y otra de cadena J. El peso molecular de la IgA
secretora es de cerca de 400,000. La IgA secretora provee el
mecanismo . primario de defensa contra algunas infecciones 1locales
debido a su abundancia en saliva, ldgrimas, secreciones bronquiales,
mucosa nasal, liquido prostdtico, secreciones vaginales y secreciones
mucosas del intestino delgado.

La IgA normalmente existe en el suero en formas monomérica y

polimérica, y constituye cerca del 15% del total de las
inmunoglobulinas séricas

12



INMUNOGLOBULINA

1. Regionas hipexvariables
de la cadena ligerxs

2. Cadena ligera

3. Cadena pespda

4. Ragionas hiparvarisblas
de la cadena pesada

§. Puentes disulfuro inter
cadenas

6. Ragién de bisagra

7. Regién dea unidén con al
comp lamento

8. Carbohidrato

9. Unién al rsceptor Fo

10. Puentes disulfuro intracadena

1l. Regién variable

12. Regién de bisagra

13. Regidn constante

14. Unién con al antigeno

15. Medimcién de 1m actividad binléqlu

Fig. 2 Representacion esquemética de un mon6mero de inmunoglobulina
Fuente: Referencia 36
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La IgA manifiesta tres caracteristicas estructurales que se
relacionan especificamente con su funcidén de inmunoglobulinade las
mucosas:

1. Polimerizacion de IgA. La cadena pesada de IgA junto a la
cadena pesada de IgM, tiene un residuo extra de cisteina en el
dominio C-terminal. Este dominio permite que la IgA interactie con
una molécula bivalente ( o multivalente), también producida por
células B, conocida como cadena J ( joining, J )para formar dimeros y
trimeros de IgA. La polimerizacién de IgA es importante para la
funcién de esta inmunoglobulina, ya que la IgA polimerizada tiene un
incremento en la capacidad para captar y aglutinar antigenos.

2. Componente secretor. Sélo la IgA dimerizada puede reaccionar
con el componente secretor (SC), protefna (PM 95,000) producida por
células epiteliales. El componente secretor actia como un receptor de
transporte para la IgA y forma parte de la molécula IgA secretada.
Hace a la molécula de IgA menos susceptible a la digestion
proteolitica y mas mucofilica, incrementado la capacidad de la IgA
para interactuar con patégenos potenciales, y prevenir su unién a -la
superficie epitelial.

3. Propiedades de la regién Pc. E1 domino Fc de la IgA se
caracteriza por «ciertas propiedades, éste no reacciona con
componentes de la via cldsica o alterna del complemento, excepto
quizd cuando la IgA esta muy polimerizada o en forma de complejo
inmunitario.

TRANSPORTE DE LA IgA

La secuencia de eventos que se presentan durante el transporte de
IgA comprende, primero, la captacidén de la IgA polimérica al SC en la-
superficie basolateral de la célula epitelial, seguido de endocitosis
de IgA en vesiculas, desplazamineto de tales vesiculas que contienen
IgA hacia la superficlie apical de la célula y, finalmente la
liberacidén de complejos IgA-SC en el lumen de la mucosa. Este ultimo
paso requiere ruptura de la molécula receptora para IgA., La sintesis
celular y translocacién de SC es independiente de la presencia de IgaA
¥, por lo general, excede la cantidad necesaria para el transporte,
lo que lleva a la secrecién de SC libre. ( Ver figura no. 3 ).

El transporte de IgA mediado por SC se presenta en el epitelio
del aparato digestivo, glandulas mamarias lactantes, mucosa brongquial
y 9ldndulas salivales.37,38

Inmunoglobulina G ( IgG )

Otras inmunoglobulinas distintas de IgA también desempefan una
tarea importante en el sistema inmunitario de las nucosas., La
sintesis de la IgG en mucosas es bastante baja en la mayor parte de
las dreas de las mucosas, Yy la IgG no se puede trasportar a través
del epitelio, sin embargo, tiene su funcién en las mucosas: se
sintetiza en cantidades sustanciales en e) aparato respiratorio
distal, y es una clase importante de anticuerpo en las secreciones
pulmonares, donde quizd entra por difusién pasiva.
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COMPONENTE SECRETOR

m@ 3

=

Componente
secretor

Cadena J

CELULA EPITELIAL

CELULA
PLASMATICA

Fig. 3 Transporte de IgA a través de la célula epitelial, mediado por el componente
secretor. La sintesis del componente secretor dibujado como espirales es -
independiente del proceso de transporte, y el componente secretor se litera-
a la superficie luminal sin importar si estd o no unido a IgA. El transporte de
IgA por este proceso no da como resultado su degradacién.

Fuente: Referencia 38



La inmunoglobulina ¢ ( IgG ) en adultos normales constituye cerca
del 75% de las inmunoglobulinas séricas totales. dentro de la clase
IgG, las concentracidénes relativas de las cuatro subclases son las
siguienteS' IgGl, 60 a 70 %; IgG2, 14 a 20 %; IgG3, 4 a 8 % e IgG4 2

6 %, Ver figura no. 4

La IgG es la unica clase de inmunoglobulina que puede atravesar

' la placenta en humanos, y es responsable %e la proteccién del recién
nacido durante los primeros meses de vida.3
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TIPOS DE INMUNOGLOBULINAS

Igss MmN

Fig. 4 La inmunoglobulina humana puede aparecer como monémero ( IgG, IgA,
IgA2, IgD ), como dimeros (IgA) o como pentAmeros (IgM ). Laes-
tructura depende de la secuencia de aminoacidos y del patron de los puentes
disulfuro que tengan las moléculas.

Fuente: Referencia 36




ENZIMA INMUNOESAYO ( Enzime-Linked Immuno3orbent Assay :ELISA)

Los ensayos con reactivos marcados han jugado un papel importante
en el laboratorio de diagnéstico. La inmunofluorecencia es
ampliamente usada en la deteccién de anticuerpos y antigenos en
enfermedades infecciosas y procesos autoinmunes, y el radio
inmunoensayo en el ensayo de drogas y hormonas.

El sistema de pruebas que involucra el uso de antigenos,
haptenos, o anticuerpos marcados con una enzima ha sido recientemente
aplicado a la cuantificacién de sustancias en los fluidos biolégicos.
Estos sistemas de pruebas han recibido varios nombres: inmunoensayo
{ EIA ), enzima unido a inmunoensayo, enzima marcado inmunoensayo,
enzima acoplada inmunoensayo, ensayo inmunoenzimdtico, y enzima unida
inmunoabsorbido ensayo ( ELISA ).

El enzima inmunoensayo tiene dos tipos principales: Homogéneo y
Heterogéneo. En las pruebas homogéneas la enzima esta conjugada con
un hapteno, cuanto éste conjugado reacciona con el anticuerpo, la
actividad enzimdtica se altera. La principal caracteristica de este
ensayc es que no se requiere de la separacidén del complejo libre,
pero se restringe por el bajo peso molecular de las sustancias.

En los enzima inmunoensayos heterogéneos el paso esenclal es la
separacién del reactivo enzima-marcado unido del reactivo enzima-~
marcado libre. Estas pruebas dependen de 1los factores existentes
entre anticuerpos o antigenos unidos a la enzima con los co Plejos
reactantes tanto inmunolégicamente como en actividad bioldgica.

En estos ensayos el anticuerpo es usualmente atrapado en una fase
sélida de soporte para permitir de esta manera la separacién de los
reactivos unidos y libres. Se ha encontrado que tanto los antigenos
como los anticuerpos pueden ser covalentemente atrapados a material
particulado: tal como celulosa y policrilamida, y esta adsorcién
pasiva puede ser obtenida en tubos, cuentas, discos o microplacas
hechas de nylon, poliestireno, polivinilo o polipropileno. Como se
mencioné anteriormente, una parte esencial del enzima inmunoensayo es
el conjugado’ de anticuerpo ( o hapteno ) unido a la enzima.

Es necesario que la enzima tenga una alta actividad, ser barata y
obtenible en forma pura, y tener una reaccidén con el sustrato que
pueda ser fdcilmente medida. Las enzimas que mds datos satisfactorios
aportan son peroxidasa de ré&bano, glucosa oxidasa, beta-
galactosidasa, y fosfatasa alcalina. Estas son unidas a anticuerpos o
antigenos por medio de glutaraldehido o peryodato.4 Los conjugados
hechos de esta forma muestran ser mds estables por meses inclusive
por afios.

La seleccién del sustrato es critica, deben ser estables Yy
solubles antes y después de la degradacion. Los sustratos cromégenos
deben ser incoloros inicialmente y mostrar coloracidén después de la
degradacidén.
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Aplicaciones para ELISA

En principio la ELISA puede ser usado para la prueba de muchos
anticuerpos , si el antigeno especifico es satisfactoriamente
inmovilizado en la fase sélida.

A la fecha la ELISA a sido usada especialmente en el 4rea d
procesos infecciosos. .

A principios de los setentas anticuerpos para bacterias tal como
Salmonellas y Vibrios fueron medidos por ELISA, y mds tarde’ fué
‘aplicado en serologia de Brucella, Neisseria, Klebsiella, Clamydia y
Treponema, para infecciones de Mycobacterilas y Rickettsias
(Carlsson, H.E. y A.A. Lindberg.). La respuesta humoral para2 la
vacuna de tetanos y diphteria a sido tambien ensayada por ELISA.4

El método indirecto en microplaca ha dado excelentes resultados
en la serolocgfia de rubeola y citomegalovirus, y espfcificamente
anticuerpo IgM, pues es indicativo de infeccién reciente.43

Algunas técnicas similares pueden ser usadas para anticuerpos de
Toxoplasma y Herpes virus, parece ser que ELISA es un promisorio
candidato para la TORCH, programa de rastreo usado para la deteccién
simultdnea de anticuerpos contra Toxoplasma, virus de la Rubeola,
citomegalovirus y Herpes virus en neonatos y mujeres embarazadas.

Los procesos parasitarios también han sido probados por 1la
técnica de ELISA y éste es un método inminentemente usado en paises
en desarrollo, donde no es aplicable el radioinmunocensayo. ELISA ha
sido descrito para malaria, trypanosomiasis y schistosomiasis por
nombrar algunas enfermedades infecciosas tropicales.

La respuesta humoral en procesos autoinmunes es importante el
diagnéstico y monitoreo del progreso de los pacientes. Para este fin,
el sistema de ELISA se ha desarrollado para el ensayo de anticuerpos
para DNA, histona, y triglobulina, y para detectar complejos inmunes
y factor reumatoide.

Es especialmente en la endocrinologia el drea donde el enzima-
inmunoensayo de antfgenos ha sido m&s promovido, para las hormonas
proteicas <como la HGC, Hormona 1luteinica, Hormona foliculo
estimulante, lactégena placentaria humana, e insulina, y pruebas para
esteroides, estrégenos, progesterona, testosterona y cortisol. Muy
pocas drogas han sido tambien medidas por técnicas similares. Otra
drea de mayor aplicacign del inmunoensayo es para la deteccién de
proteinas oncogénicas.

XZ. ENSAYOS PARA ANTICUERPOS .-

A. Método indirecto. El método indirecto es ampliamente utilizado
para la cuantificacién de anticuerpos, puesto que son pocos los
conjugados : necesarios para evaluar una variedad de anticuerpos de
estados infecciosos. El proceso es el siguiente:
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I. Placas de microhemaglutinacién con pozos de‘poliestiréno son
sensibilizadas por adsorcién pasiva con el antigeno revelador, las
placas son lavadas.

II. Las muestras a probar son incubadas en los pozos
sensjibilizados y las placas son huevamente lavadas. El anticuerpo
presente reacciona con el antifgeno inmovilizado en la superficie del
pozo.

III. El conjugado enzima-antiinmunoglobulina humana es incubado
en los pozos; estos reaccionan con el anticuerpo capturado en el paso
II. El exceso de reactivo es lavado.

IV. El sustrato de la enzima es adicionado en las placas y es
incubado; el rango de degradacién es indicado por el cambio de color,
el cual es proporcional a la concentracién de anticuerpo presente en
la muestra de prueba del paso II.

V. La reaccién es detenida y el camblo de color es comparado
visualmente o en un espectrofotémetro.

Debe usarse el suero apropiado antisuero~enzima-marcado,
especifico para inmunoglobulina G, M o A.( Ver dibujo no. 1 )

B. Método competitivo

I. El1 antfgeno es atrapado en la fase sdlida. Realizandose por
duplicado A y B.

II. Un conjugado de anticuerpo especifico ligado a una enzima es
mezclado con la muestra de prueba que se piensa contiene anticuerpo y
se incuba con la fase s6lida. Después de la incubacidén la fase sélida
es lavada. :

IIXI. Igual al anterior pero con B.

IV. El sustrato de la enzima es adicionado. La diferencia en .la
. degradacién del sustrato entre el conjugado sélo y el conjugado con
muestra a probar es proporcional a la cantidad de anticuerpo presente
en la muestra.

IXI. ENSAYO PARA ANTIGENOS

A. Método competitivo. El método competitivo es andlogo al del
radioinmunoensayo.

I. E1 anticuerpo especifico es unido a la fase sélida.

II. Un conjugado de antigeno-enzima-marcado es mezclado con 1la
muestra a prueba, que contiene el antigeno y la mezcla es incubada en
la fase sélida. Después de la incubacidn la placa es lavada.

III. El sustrato de la enzima es adicionado. La diferencia en la
degradacién del sustrato entre el conjugado sdlo y el conjugado
‘mezclado con muestra, es proporcional a la cantidad de antigeno
presante en la muestra de prueba. i
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B. Método de doble anticuerpo ( SANDWICH )
I. El anticuerpo especifico es unido a la fase sdlida.

II. La muestra de prueba es incubada con la fase sélida y después
es lavada,

III. Un conjugado de anticuerpo especifico unido a una enzima es
primero incubado y después lavado.

IV. El sustrato de la enzima es adicionado. La degradacién es
proporcional a la cantidad de antigeno en la muestra de prueba.

e —
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METODO INDIRECTO

+ ANTLGEND ADSURBIDO A LA PLACA . ARADIR SUERD

RNTICUERRO ESPECIFICO
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. ANADTR ANTIGLOMNLTNA MARCADA

CON ENZIMA QVE SE WNE AL ANTICUERRO c 1DAD HIDROLIZADA =

CANTIDAD DE Ab PRESENTE

Fig. 5 Método indirecto de ELISA en microplaca para deteccion v determinacion de
anticuerpos . Fuente Referencia 43



ANTIESTREPTOLISINAS

casi todas las cepas de estreptococos grupo serolégico A producen
factores hemoliticos, estreptolisina O y S. Ambas 'son capaces de
hemolizar gldébulos rojos. Cuando un individuo tiene una infeccién
estreptocdécica grupo A la estreptolisina O estimula el desarrollo de
anticuerpo especifico, antiestreptolisina O ( l4bil en oxigeno ), y
la estreptolisina S ( estable en oxigeno ) no estimula la formacién
de anticuerpo. Los titulos séricos de antiestreptolisinas O pueden
tener " valor diagnéstico en pacientes que tienen o han tenido
recientemente una infeccidn estreptocdcica grupo A. Esto tiene
importancia cuando se recuerda que las secuelas de estas infecciones
incluyen fiebre reumdtica, glomerulonefritis y eritema nudoso.

El anticuerpo antiestreptolisina O estd presente en casi todas
las personas en titulos bajos, porque las infecciones estreptocécicas
son comunes. Cuando un paciente tiene signos que suguiere fiebre
reumidtica, es importante determinar si ha tenido o no infeccién
reciente. Titulos elevados en aumento ( con nivel mdximo 4~6 semanas
después de la infeccién) indican infeccién reciente. La prueba se
considera un auxiliar util en el diagnéstico diferencial de fiebre
reumdtica temprana y artritis reumatoide cuando el cuadro clinico no
es decisivo. Las determinaciones seriadas a intervalos bisemanales
dan mds informacién valiosa que una sola determinacidn.

Cuando la estreptclisina O en su forma reducida se agrega a
glébulos rojos hay hem6lisis. Si el suero de un paciente que contiene
antiestreptolisina se anhade a la estreptolisina se produce una
reaccién antigeno~anticuerpo y el anticuerpo neutraliza la
estreptolisina O parcial o totalmemte segun el nivel de anticuerpos
presente. Una cantidad constante de estreptolisina ( Antf{geno ) se
agrega a cantidades cada vez menores de suero, y asi el anticuerpo
presente es suficiente para neutralizar el antigeno, no hay hemdlisis
cuando luego se agregan gldbulos rojos. Cuando el antigeno excede al
anticuerpo el exceso de antiestreptolisina causa hemélisis. El titulo
de anticuerpos antiestreptolisina es 1la reciproca de 1la mayor
dilucién de suero que impide la hemélisis de los glébulos rojos. El
titulo de antiestreptolisna O se mide en Unidades Todd
(originalmente definidas como la cantidad de suero que apenas
neutraliza dos y media dosis hemoliticas minimas de estreptolisina

estandarizada). .



' PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a que la determinacidn de los anticuerpos
antiestreptolisina © (unidades Todd) es usada como una prueba
indirecta de infeccidn por estreptococos y como se trata de una
prueba en donde solamente se determinan los anticuerpos
neutralizadores de la estreptolisina O. cConsideramos que es necesario
tener una prueba alternativa que nos determine no sdélo aquellos
anticuerpos neutralizantes de la estreptolisina 0 si no todos los
anticuerpos que reaccionan con ella, usando un método de ELISA ya que
la finalidad de 1la prueba no es determinar los anticuerpos
neutralizantes sino indicar, si existe en el individuo una respuesta
antiestreptolisina O como resultado de infecciones de estreptococos.
Por otro lado si wvalidamos la determinacidén del titulo de
antiestreptolisinas en saliva, evitariamos las punciones, sobre todo
en pequenos.



FWDMEMACION EN LA ELECCION DEL TEMA

En patologia humana las infecciones por estreptococos son de suma
importancia debido a que figuran entre los agentes mis frecuentes de
infecciones bacterianas en el_hombre, durante la edad escolar y en
menor grado en la edad adulta 30,31 1o que da lugar a complicaciones
como la fiebre reumdtica, causa de hospitalizacién y muerte en muchos
paises.44:4

En México se ha incrementado la incidencia de faringitis
estreptocdccica llegando a un total de 190 609 casos reportados hasta
1992, con una tasa de 219.66 por cada 100 000 habitantes, siendo mas
frecuente en grupos de edad de 5-14 afos y de 25-44 afios. Para la
fiebre reumdtica se tiene un indice de 1085 casos reportados en 1992.

) Son varios los requerimientos para el desarrollo de 1la fiebre
reumdtica, primero deben haber estado presentes los estreptococos del
grupo A, segundo la infeccidén debe estar localizada en el tracto
respiratorio, tercero las bacterias deben persistir para que aparezca
la complicacién y cuarto debe ser demostrada una respuesta de
anticuerpos antiestreptolisina indicativa de infeccidn activa.

De todos los productos del estreptococo, sdélo a estreptolisina ©
ha demostrado tener importancia sobre el diagnéstico indirecto de
infecciones estreptocdccicas.

El diagnéstico de predisposicién a la fiebre reumdtica se
realiza por cuantificacién de anticuerpos anti-estreptolisina O en
suero de pacientes sospechosos, de su seguimiento y observacién
depende el desarrollo de la enfermedad.

La IgA es la inmunoglobulina predominante en las secreciones
externas, por tal motivo es el principal anticuerpo gue confiere
inminudad sobre la superficie mucosa, ademds de la IgM e IgG. Aungque
el mecanismo por el cual la IgA especifica de antigeno se encuentra
en las secreciones externas no ha sido esclarecido, existen
evidencias de que wuna inmunizacidén oral promueve la respuesta
secretoria con anticuerpos IgA especificos. 20

El andlisis de inmunosorbente unido a enzima ( ELISA ) es una
variante enzimitica del método de emparedado. Se intenta detectar un
anticuerpo, de manera que estdn invertidas las funciones del captador
y el ligando. El1 componente de fase sdlida es un antigeno, ,&l
anticuerpo a detectar se une a este componente y, entonces, se
adiciona un segundo, anticuerpo unido a enzima, dirigido con el
anticuerpo a detectar. Se anade el sustrato de la enzima, y se
obtiene un producto colorido de la reaccién, que puede medirse con
facilidad por espectrofotometria, este método es de bajo coste,
seguro, existe establlidad prolongada en los reactivos usar es
exacto y sensible.4



HIPOTESIS

Debe existir wuna buena correlacién entre el titulo de
antiestreptolisinas en unidades Todd, encontradas en suero y el
titulo de antiestreptolisinas del tipo IgA e IgG encontradas en
saliva, por el método de ELISA.



OBJETIVOS
A. OBJETIVO GENERAL

Determinar el nivel de antiestreptolisina 1IgA secretora
especifica en salivas de pacientes, utilizando el método indirecto de
ELISA para su cuantificacion.

B. OBJETIVOS PARTICULARES

1, oObtener y purificar mediante tamices moleculares Ila
estreptolisina 0, usando un ensayo biolégico.

2. Determinar los titulos de antiestreptolisina O en unidades
Todd, mediante un micrométodo.

3. Estandarizar la técnica de ELISA para la determinacidn de IgA
antiestreptolisina en suero y saliva.

4. Determinar el valor de anﬁlestreptolisina O de tipo IgA e IgG
por el método de ELISA en nuestras de pacientes.

5. Realizar el analisis estadistico de los datos asf obtenidos.



MATERIAL

A. MATERIAL Y EQUIPO .

1. Material bioldgico Especificacién

Saliva humana.

Suero humano.

Ovoalbumina. ) Sigma
Albumina sérica bovina. Merck
Estreptolisina 0. Beli

Peroxidasa de rabano.

Conjugados anti 1gG y anti lgA. cappel
2. Reactivos

Acido citrico. Merck
Acido sulfurico. Merck
Agua bidestilada.

Azida de sodio.

Carbonato de sodio énhidro. J.T. Baker
Cloruro de potasio. Merck

Cloruro de sodio. Monterrey
Fosfato de potasio monobasico. J.T baker

Fosfato de sodio dibdsico dodecahidratado. J.T. Baker

Fosfato de sodio monobdsico anhidro. J.T. Baker
Hidrosulfito de sodio. Monterrey
Hidréxido de sodio. Merck
Ortofenilendianmina. Sigma
Perdxido de hidrogeno, Monterrey

Reactivo Folin-Ciocalteu. Sigma



Reactivos
Sephadex G-100.
Sulfato de cobre.
sulfato de sodio.
Tween 20.
3. Material de laboratorio
Agitador con gendarme.

Algoddn.,

Bulbos de pldstico para pipetas Pasteur.

Bureta.

Espdtula de acero inoxidable.

Gradillas metdlicas de 20 y 36 tubos.

Jeringas deschables 3 y 5 ml.
Ligas de latex.

Marcador.

Matraz aforado 100, 250, 500 y 1000 ml.

Matraz Erlen-Meyer 125, 250,
Mechero Bunsen.

Mechero Fischer.

Membranas de didlisis.

Papel aluminio.

Papel parafilm.

Pipetas Pasteur

Pipetas graduadas 1, 2, 5y 1
Pinzas de tres dedos con nuez
Piseta de 500 ml,

Placas de microtictulacién.

Puntas para pipeta automdtica

500 y 1600 ml.

0 ml.

Bspecifiéacidn
sigm;
J.T. Baker
J.T. Baker

Sigma

Pyrex

Scientific Products
Plastipak

Pyrex

Pyrex

Sientific Products

Pyrex



Material de laboratorio Especificacién

Probetas.
soporte universal.
Tela de asbesto.
Tripie metdlico.
Tubos de ensaye de 13X100, 12x75, 18x150 mm.
Tubos de Khan.
Vasos de precipitados de 100, 250 y 500 ml.
vidrio de reloj.
4. Fquipo
Agitador magnético.
Agitador vértex.

Balanza analitica.

Pyrex

Pyrex
Pyrex
Pyrex

Pyrex

Genie

Mettler H80

Balanza granataria. OHAUS

Bano de agua con temperatura controlada. Precission
Bomba de vacio. Feli Welch Modelo 1410
Celdas para espectrofotdmetro. B&L

Ccolumna para cromatografia.

Crondmetro.

Equipo de destilacién. Pyrex
Espectrofotémetro. B & L , Spectronic 20
Espectrofotdmetro. Perkin~Elmer Lambda 3A UV/VIS

Especrtofotdémetro de ELISA.
Estufa de incubacion.
IncubSdora.

Micropipetas 50 microlitros.

Parrilla de agitacidn,

Dynatech MR 250

Mapsa
Riossa, EC

Cooke

Potencidmetro. Sargen-Welch PBL-400



Equipo o
Pipeta de émbolo 20-100 microlitros.
Refrigerador.

Termémetro de -10 a 110°C.

Especificacién
Brand W Germany

Philips 127-VCA



DISENO EXPERIMENTAL

1. Purificacién de antiestreptolisina por medio de Sephadex G-
100.

Empacar la columna por corrimiento en ella con gel ya hinchado y
libre de aire con un minimo de 2 1. de solucién de PBS. Ajustar la
velocidad de flujo aproximadamente 20 ml/min. y marcar el nivel del
gel para saber cuando se ha sobre empacado la columna. Reconstituir
cuatro viales de estreptolisina O con 3 ml. de agqua destilada,
colocar el volumen en una membrana semipermeable y dialisar contra
PBS por 24 horas, al término de la didlisis colocar la estreptolisina
en tubos y centrifugar a 2 000 rpm por 10 min., y colectar el
sobrenadante (muestra). Colocar la muestra de estreptolisina ya
centrifugada sobre la superficie del gel, teniendo cuidado de no
enturbiarlo durante la aplicacidén, ya que esto puede distorcionar la
banda de filtracién. Se recomienda que la aplicacién de la muestra
sea con una pipeta Pasteur larga (con punta a 45°) y por las paredes
de la columna. Dejar que la muestra sea absorbida totalmente y
entonces con la misma pipeta adicionar suficiente solucién de PBS y
ajustar la velocidad de elucidén a 20 ml/hora. Colectar en tubos de
ensaye a 3 ml. por tubo. Leer la absorbancia de las fracciones a 280
nm. Realizar la curva densidad optica contra numero de rraccién.

2. Actividad bioldégica

En una placa de microtitulacién se marcan los pozos que se
utilizardn para la prueba, del 1 al 50, y los orificios de abajo
para las muestras control. Agregar 0.05 ml. de solucién PBS con
hiposulfito de sodio a cada pozo contando los pozos controles.
Agregar 0.05 ml. del liquido contenido en los tubos provenientes de
la filtracidén en gel. Mezclar e incubar por 15 min. , adicionar 0.05
ml. de solucidn de gldbulos rojos al 5% , agitar suavemente. A los
pozos control positivo adicionar 0.05 ml. de estreptolisina O recien
reconstituida. Al pozo control negativo s6lo aicionar 0.05 ml. de
l6bulos rojos al 5%. Incubar a 379C por 45 min. agitando a
ntervalos de 15 min. Después del periddo de incubacién observar la
presencia de hemélisis o sedimentacién de los gldbulos rojos tanto en
los controles como en los eluatos de filtracién. Realizar la curva de
porciento de hemélisis contra numero de fracccién.

3. Determinacidén de protefnas.

El cobre en solucién alcalina forma un complejo de color azul con
las proteinas, el cual absorbe a 600 nm. La intensidad del color es
proporcional a la concentracidén de las protefnas presentes.

Realizar una curva patron colocando una serie de 10 tubos que
contengan solucidn de ovoalbumina en concentraciones 50, 100, 150,
«ss, 500 micro gramos por mililitro ( a partir de una solucién de 500
microgramos por mililitros). El1 blanco se prepara con 1 ml. de
solucidén salina isotdnica. En otro tubo se coloca 0.5 ml, de la
muestra problema. Agregar a todos los tubes 3 ml. del reactivo de
Lowry ( preparado al momento ), dejar reposar durante 10 min. a
temperatura ambiente, agregar 0.1 ml. del reactivo de Folin-Cicalteu
y deja a temperatura ambiente durante 30 min. agitando



ocasionalmente. Leer la absorbancia a 600 nm. y realizar curva de
densidad dptica contra concentracién de proteinas, y extrapolar el
valor del problema en la curva.

4. Método de ELISA.

Fundamento. El1 método de ELISA detecta y cuantifica 1la
concentracién de anticuerpos o antigenos inmovilizados en fase sélida
a partir de un anticuerpo conjugado con una enzima, la cual, al
adicionarle su sustrato determinard la concentracién de enzima
presente. La concentracién del anticuerpo es proporcional a 1la
actividad enzimidtica del conjugade unido al anticuerpo o antigeno
inmovilizado.

Estandarizacidon. Ajustar la concentracidén de protefnas de la
estreptolisina O purificada a 4 microgramos por mililitro con
solucién de recubrimiento (solucidén A). Colocar en una gradilla
siete tubos los cuales seran etiquetados de la A a la G, en los tubos
B, ¢, D, G, E, Fy G, se colocan 1.5 ml. de buffer de recubrimiento.
En el tubo A se adicionan 3 ml. de solucién A y en los tubos B al G
se hacen diluciones al doble tomando 1.5 ml de solucién precedente
teniendo cuidado de mezclar bien en cada tubo. Al final todos los
tubos quedan con un volumen de 1.5 ml. excepto el G que queda con 3
ml. En una placa de microhemaglutinacién colocar 100 microlitros del
tubo A en todos los pozos de la fila A, hacer lo mismo con .el resto
de los tubos. La fila H se llena con 100 microlitros de solucién de
recubrimiento (testigo negativo de antigeno). Dejar reposar en cémara
himeda a 4°C durante 18 horas. Al término de éste tiempo, eliminar
el sobrenadante y bloquear los pozos co 400 microlitros de albimina
sérica bovina al 1.0%, Dejar reposar 30 minutos, tirar el
sobrenadante y lavar 3 veces con solucién PBS-Twen 20 dejando actuar
la solucién de lavado por espacio de 1 minuto antes de tirar los
sobrenadantes. Almacenar a 4°cC.

Tomar 11 tubos de ensaye y etiquetarlos del 1 al 11 , realizar
diluciones de 1:5, 1:10, 1:50, ...., 1:5 000 de la muestra de saliva
o suero con solucion PBS. En la placa de hemaglutinacién ya
sensibilizada, colocar 100 microlitros del tubo 1 en los pozas de la
columna 1, hacer lo mismo con el resto de los tubos,. La columna 12
sélo se llena con PBS-tween 20, Dejar reposar en cdmara humeda a
temperatura ambiente, 2 horas , lavar 4 veces la placa con PBS-tween
20 como .se menciond anteriormente. Adicionar 100 microlitros de
sustrato (preparado al momento) e incubar 37°C durante 15 minutos.
Detener la reaccidn adicionando 50 microlitros de dcido sulfurico 4N.
Leer la absorbancia a 497 nm y realizar la grdfica de abrsorbancia
contra concentracidén para cada valor de estreptolisina. Determinar
la concentracién de suero y saliva, asf como de estreptolisina o,
éptimos para el estudio.



5. Colecta de la muestra

Colectar muestras de saliva y suero , la nuestra de saliva es
tomada sin estimulacién de la parétida, colectar entre 3 y 4 ml. en
tubos estériles y filtrar sobre algodén con ayuda de jeringas
estériles, descomplementar a 56°C por 30 min., y almacenar a -20°.
Las muestras de suero son tomadas de sangre venosa de los mismos
pacientes, colocar de 3~5 ml. de sangre en tubos estériles sin
anticoagulante, dejar reposar 10 min. y después remover el coédgulo,
centrifugar a 2000 rgm durante 10 min. y colectar el mdximo de suero.
Descomplementar a 56°C por 30 min. Almacenar a -20°C.
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RESULTADOS

En la tabla numero 2 se presentan los resultados obtenidos en la
purificacién de la antiestreptolisina O lote 490 por sephadex G-100
asi como los resultados de la actividad bioldgica de cada fraccion de
estas se ocuparon las fracciones 6, 7 8 y 9 para la realizacidn de
este estudio : la figura 1 muestra la representacién grdfica de estos
resultados. ’

En la tabla numero 3 se presentan los resultados de la
determinacidén de antiestreptolisinas por micrométodo de las muestras
de suero obtenidas de la UMAI del Estado de México se incluye clave,
edad y sexo.

En las tablas numero 4 y 5 se presentan los resultados de la
estandarizacién del método de prueba a diferentes concentraciones de
estreptolisina O purificada como fase sdélida y con dilucién seriada
del suero numero 24. En la figura nuimero 2 y 3 se muestran las
grdficas de estos resultados.

Las tablas numero 6, 8 10 y 12 presntan los resultados de las
determinaciones de ELISA para cada muestra de suero y saliva a 409 nm
tanto para 196G e IgA Yy su correspondiente valor de
antiestreptolisinas obtenido por micrométodo.

Las tablas numero 7, 9, 11 y 13 presentan los datos de la
regresién lineal para cada conjunto de datos de la tabla anterior
respectivamente, ademds presenta el andlisis de varianza para la
regresién con la finalidad de ver si existe relacién entre variables.

Las tablas numero 14, 16, 18 y 20 presentan una comparacidn entre
los diferentes resultados de ELISA para cada muestra de suero y
saliva. En las tablas numero 15, 17, 19 y 21 se presentan los
resultados de la regresién lineal de cada conjunto de datos, as{ como
, el andlisis de varianza para la regresién para verificar si existe
alguna relacidén entre variables.



TABLA No. 2 PURIFICACION POR SEPHADEX

Punficacien de astraptohsina O

» FRACCION ABSORBANCIA % HEMOLISIS

. 1 0.000 0.0
2 0.000 0.0
3 0.000 0.0
4 0.383 0.0
5 0.386 1.0
6 0.373 1.0
7 0.357 1.0
8 0.345 1.0
9 0.349 1.0
10 0.400 1.0
1 0.500 0.75
12 0.545 0.75
13 0.629 05
14 0.762 0.25
15 0.814 025
16 0.807 0.0
17 0.807 0.0
18 0.809 0.0
19 0.812 0.0
20 0.448 0.0
21 0.250 0.0
22 0.000 0.0
23 0.000 0.0
24 0.000 0.0
25 0.000 0.0

Actividad biologica por fraccion



TABLA NO.3 DETERMINACION DE ANTIESTREPTOLISINAS

feermidl g

NO. DE MUESTRA CLAVE SEXO EDAD* TITULO**

1 M114 M 66 166
2 M115 M 63 833
3 M117 F 34 .833
4 MMAGDA F 32 833
5 M371 M 6 2500
6 MG47 F 49 833
7 M641 F 48 625
8 M667 F 36 1250
9 M637 F 69 1250
10 ROSA F 38 1250
11 M342 M 71 833
12 M590 F 60 625
13 M552 M 46 833
14 M549 M 48 833
15 Mm284 F 41 625
16 uZz M 29 625
17 M317 M 9 833
18 M349 M 62 1250
19 M353 F 42 1250
20 M355 F 32 1250
21 M380 F 42 1250
22 M397 F 17 833
23 M407 M 38 1250
Nimero de lote 494
*ARos

** Unidades Todd



Purificacion de Estreptolisina O
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TABLA NO. 3 CONTINUACION

NO. DE MUESTRA CLAVE SEXO  EDAD*  TITULO**
T 2 M408 Foo 15 1250
25 M336 M 18 166
26 BETY F 25 166
27 GERARDO M 30 125
28 M673 F 35 166
29 M289 M 53 166
30 RCVE F 61 125
31 M283 F 43 100
a2 M390 F 46 0
33 R34EB F 34 50
34 RasT F 60 250
35 M287 F 7 50
36 R335MJ M 25 50
a7 M387 F 59 0
38 M374 F 34 125
39 M276 M 62 125
40 Y F 27 50
a1 M288 E 32 50
42 M644 M 8 166
43 M292 F 18 250
44 M315 M 36 166
‘a5 M324 F 51 50

Numero de lote 494
*Anos
C**Unidades Todd



TABLA NO. 4 ESTANDARIZACION DEL METODO DE PRUEBA

ELISA Método Indirecto

LOG DE CONC.  ABS.A409NM  REGRESION

- 0".699 - 1.1 34__~~;M“ - 1 .08} o
1.000 1.110 1.043
1.690 0.858 0.942
2,000 0.875 0.896
2.397 0.814 0.838
2.699 0.709 0.794
2,875 0.722 0.768
3.000 0.828 0.750
3.477 0.649 0.680
3.699 0.679 0.648
3.875 . 0689 0.622

Conc. de estreptolisina de 0.5 mg/ml



Curva de Titulacién para ELISA
Método Indirecto

(1 N S PR e e et R L
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9.699 0.899 1.099 1.299 1.499 1.699 1.899 2.099 2.289 2.499 2.689 2.899 3.089 3.299 3.489 3.699

log de la conc.

- Curva D 0.5 mg/ml —— Curva de regresién

Determinacién de condiciones Sptimas



TABLA NO. 5 ESTANDARIZACION DEL METODO DE PRUEBA

ELISA Metodo Indirecto

LOG DE CONC.  ABS.A409NM  REGRESION
0699 0992 0954
1.000 0.901 0.901
1.690 0.796 0.782
2.000 0.720 0.725
2.397 0.626 0.656
2.699 0.531 0.603
2,875 0.493 0.572
3.000 0.574 0.550
3.477 0.496 0.466
3.699 0.448 0.4.»27
3.875 0.443 0.396

Conc. de estreptolisina.de 0.25 mg/dl



Curva de Titulacion para ELISA
Método Indirecto
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TABLA NO. 6 RESULTADOS DEL ANALISIS POR ELISA

coebna Tadd be 0 e U

NO. DE MUESTRA ABS. IgG SUERO UNIDADES TODD

1 0.638 166 -
2 0.663 833
3 0.568 833
4 0.464 - 833
5 0.754 2500
6 0.495 833
7 0.531 625
8 0.497 1250
9 X 0.498 1250
10 0.487 1250
11 0.534 833
12 - 0.773 625
13 0.624 833
14 0.554 833
15 0.319 625
16 0.706 . 625
17 . 0.492 833
18 0.777 1250
19 0.627 1250
* 20 0.479 1250
21 0.625 ‘ 1250
22 - 0.721 833

n
[A]

0.653 1250



TABLA NO. 6 CONTINUACION
Unidades Todd vs 1gG de suero

NO. MUESTRA ABS. 1gG SUERO UNIDADES TODD

~~'~~—'2-5'~ i 0.575 156 -

26 0.678 166
27 0.561 125
28 0.612 166
29 0.672 166
30 0.352 125
31 0.456 100
32 0.586 0

33 0.379 50
34 0.331 250
35 0.398 50
36 0.254 50
a7 0.512 0

38. 0.471 125
39 0.343 125
40 0.727 50
41 0.485 50
42 0.649 166
43 0.446 250
44 0.773 166

45 0.439 50




TABLA NO. 7 RESULTADOS DE LA REGRESION ¥ ANADEVA
Unidades Todd vs I1gG de suero

Salida de regresion

Constante -170 803
Error std de Y st 5210580 .
Raleuadrado | 011079

No de ohsen aciones 45
Grados de libertad 2
Coeliciente de X 1307 738
Error std de coef’ 5879180

Anilisis de varianza para la regresion

Fuente de variacion ul SC MC
REG | 1469415 Mer = 1469415
ERR | 43 11674500 Mcer = 271501 5

Feal = Mcr/MCer 5412182
Ftab=40

HIPOTESIS:

Ho XvY no estan relacionadas lincalmente

Ha. XyY estan relacionadas lincalmente

Como Fcal es mavor que Frab se rechaza Ho. por lo tanto
las variables se relacionan lincalmente

Nivel de significancia de v = 008



TABLA NO. 8 RESULTADOS DEL

NO. MUESTRA
1

© © N OO O s W N

N]\)m‘my—.—.—.—.—b.—n—h—h—‘—h

i

ety
PEAIRE i

ABS. IgA SUERO
0.498
0.238
0.367
0.438
0.226
0.180
0.167
0.262
0.238
0.178
0.278
0.201
0.331
0.464
0.116
0.317
0.281
0.833
0.224
0.130
0.211
0.342
0.314

A

DR

NALISIS POR ELISA

UNIDADES TODD
7 -“-166
833
833
833
2500
833
625
1250
1250
1250
833
625
833
833
625
625
833
1250
1250
1250
1250
833
1250



- TABLA NO. 8 CONTINUACION

Unidades Todd vs IgA de suero

NO. MUESTRA
24
25
26
27
28
29
30
a1
32
33
34
a5
36
a7
38
39
40
41
42
43
44
45

ABS. IgA SUERO
0.325
0.802
0.160
0.128
0.380
0.196
1.181
0.219
0.604
0.121
0.100
0.118
0.232
0.024
0.540
0.133
0.382
0.033
0.182
0.147
0.092
0.447

UNIDADES TODD
1250
166
166
125
166
166
125
100
(o]
50
250
50
50
o .
125
125
50
50
166
250
166
50




TABLA NO. 9 RESULTADOS DE L.A REGRESION ¥V ANADEVA
Unidades Todd vs IgA de suero

Salida de regresion

Constante 605 8871
Ettor std de Y oost 5520776
R al cuadrado 0000724
No_de ohservaciones 45
Grados de libertad 2
Covcliciente de X -72 0930
Error std de coel’ 411 7529

Andlisis de variaiim para ia regresion

Fuente de variacion ol SC- - . MC
REG | 9520570 Mer - 9520 570
ERR 43 13134401 Mcer = 305452 5

Feal = MeriMCer 0031168
Flab=40

HIPOTESIS:

Ho X'y Y no estan relacionadas lincalmente

Ha: Xy Y estan relacionadas linealmente

Como Fcal es menor que Ftab se acepta Ho, por lo tanto
las variables no se relacionan incalmente

Nivel de significancia de « 110§



TABLA NO. 10 RESULTADOS DEL ANALISIS POR ELISA

Ustidos Toad s 155 de saiiva
NO. MUESTRA  ABS. IgG SALIVA UNIDADES TODD

O 0.319 166
2 0.358 833
3 0.265 833
4 0.284 833
5 0.572 2500
6 0.512 833
7 0.335 625
8 0.216 1250
9 0.493 1250
10 0.147 1250
11 0.550 833
12 0.384 625
13 0.342 833
14 0.211 833
15 0.209 625
16 0.887 625
17 0.083 833
18 0.725 1250
19 0.121 1250
20 0.416 1250
21 0.307 1250
22 0.317 833
23 0.328 1250



TABLA NO. 10 CONTINUACION

Unidades Todd vs IgG de saliva

NO. MUESTRA ABS. IgG SALIVA UNIDADES TODD

24 0.276 1250
25 0.246 166
26 0.237 166
27 '0.489 125
28 0.333 166
29 0.636 166
30 0.08 125
a1 0.319 100
32 0.812 0
33 0.311 ‘50
34 0.369 250
35 0.093 50
36 0.392 50
a7 0.344 0
38 0.282 125
39 0.223 125
40 0.220 50
41 0.179 50
42 0.231 166
43 0.114 250
a4 0.222 166

45 0.084 50

[58




TABLA NO. 11 RESULTADOS DE LA REGRESION Y ANADEVA
Unidades todd vs IgG de saliva

Salidn de regresion

Constante 206 1600
Edorsid de ¥ est 534 1131 .
R al cuadrado - 0 006728
No_de vhservaciones L 45 -
Grados de libertad La
Coelicicnte de X 913 0536
Ercor std de coefl 520 7280 -

Analisis de varianza para Ia regresion

Fuente de variacion ul SC MC

REG | 8770759 Mcr -~ 877075.9
ERR - - 43 12266906 Mcer = 285276 8

Feal = MCr/MCer = 3074472
Flab = 4.0

HIPOTESIS:

Ho. X v Y no estan relacionadas linealmente

Ha: X y Y estan relacionadas linealmente

Como Fcal es menor que Ftab ~e hacepta Ho, por lo tanto
las variables no se relacionan linealmente

Nivel de signiticancia a o 03



TABLA NO. 12 RESULTADOS DEL ANALISIS POR ELISA

Unidades Todd vs IgA de’saliva

NO. MUESTRA ABS. IgA SALIVA UNIDADES TODD
1 0.228 166
2 0.214 833
3 0.511 833
4 0.528 833
5 0.271 2500
6 0.062 833
7 0.108 625
8 0.007 . 1250
9 0.214 1250

10 0.316 1250
11 0.087 833
12 0.152 625
13 0.735 833
14 0.307 833
15 0.038 625
16 0.388 625
17 0.271 833
18 0.573 1250
19 0.322 1250
20 6.085 1250
21 0.486 1250
22 0.399 833

23 0.457 1250



TABLA NO. 12 CONTINUACION

Unidades Todd vs IgA de saliva

NO. MUESTRA ABS. IgA SALIVA UNIDADES TODD

24 0.261 1250
25 0.636 166
26 0.139 166
27 0.161 125
28 0.329 166
29 0.339 166
30 1.219 , 125
31 0.388 100
‘32 1.662 0
33 0.138 50
34 0.085 250
35 0.215 50
36 0.495 50
37 0077 0
a8 0.664 125
39 0.134 125
40 0.623 50
41 0.074 50
42 0.277 166
43 0.182 250
44 0.136 166

45 0.556 50



TABLA NO. 13 RESULTADOS DE LA REGRESION Y ANADEVA

Unidades Todd vs IgA de saliva

Salida de regresion

Constante 657 7868
Ervor std de Y est 550 1436
R al cuadrado 0 009866
No_de ohservaciones 45
Grados de fibentad 2
Coeficiente de X 2226 322
Error std de coef 345 7423

Anilisis de varianza para la regresién

Fuente de variacion " gl SC MC
REG 1 129688 6 Mer =129
ERR 43 13014293 Mcer =3026579

Fcal = Mer/ Mcer = 0 428498
Flab=40

HIPOTESIS:

Ho: X y Y no estan relacionadas lincalmente

Ha: X y Y estan relacionadas linealmente

Como Fcal es menor que Ftab se acepta Ho, por lo tanto
las variables no se relacionan lincalmente

Nivel de significancia de a = 0 05

i3



TABLA NO. 14 RESULTADOS DEL ANALISIS POR ELISA

1gG de salva vs 13G de suero

NO. MUESTRA ABS. IgG SALIVA ABS. IgG SUERO

1 0.319 0.638
2 0.355 0.663
3 0.265 0.568
4 0.284 0.464
5 0.572 . 0.754
6 0.512 0.495
7 0.338 0.531
8 0.216 0.497
9 0.493 0.498
10 0.147 0.487
11 0.550 0.534
12 0.384 0.773
13 0.342 0.624
14 0.211 0.554
15 0.209 0.319
16 0.557 0.706
17 0.053 0.492
18 0.728 0.777
19 0.121 0.627
20 0.416 0.479
21 0.307 0.625
22 0.317 0.721
23 0.325 0.653

Comparacion entre variables

T



TABLA NO. 14 CONTINUACION

IgG de saliva vs IgG de suero

NO. MUESTRA ABS. IgG SALIVA ABS. IgG SUERO

24 0.325 0.679
25 0.502 0575
26 0.160 o678
27 0.128 0.561
28 0.350 0.612
29 0.196 0.672
30 1.151 0.352
3t 0.219 0.456
a2 0.604 0.586
a3 0.121 0.379
34 0.100 0.331
35 0.115 0.398
36 0.232 0.254
ar 0.024 0.512
a8 0.540 0.471
39 0.133 0.343
40 0.382 0.727
a1 0.088 0.485
42 0.182 0.649
43 0.147 0.446
44 0.092 0.773
45 0.447 0.439

Comparacion entre variables




TABLA NO. 15 RESULTADOS DE LA REGRESION ¥ ANADEVA

12 de saliva vs 1gG de suero

Salida de regresion

Constante

01454733

Etrar std de Y est

0120215

R al cuadrado

0127922

No_de observaciones

Grados de libertad

Cocficiente de X

0 3uvu43

Error std de coef

0123052

Aniilisis de varianza para la vegresion

Fuente de variacion al SC MC
REG ! 0 100481 MCr -0 100481
ERR | 43 0655005 |_MCer 0015930

Feal = MCr/ MCer = 6 307530

Frab=40

HIPOTESIS : .
Ho Xy Y no estan relactonadis lincalmente
Ha X v Y estan relacivnadas lincalmente

Como Feal es mayor que Frab no se acepta Ho , por I(! tanto

las variables se refacionan lincalmente

Nivel de significancia de e 0 03




TABLA NO. 16 RESULTA

NO. MUESTRA ABS. IgA SUERO

—_

o N OO O s W

1
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

23

0.495
0.235
0.567
0.438
0.226
0.150
0.167
0.262
0.238
0.175
0.275
0.201
0.581
0.464
0.116
0.317
0.251
0.533
0.224
0.130
0.211
0.342
0.314

DO DEL A

LSS IR TR T T

NALISIS POR ELISA

ABS. IgG SUERO
0.638
0.6638
0.568
0.464
0.754
0.495
0.531
0.497
0.498
0.487
0.534
0.773
0.624
0.554
0.319
0.706
0.492
0.777
0.627
0.479
0.625
0.721
0.653

Comparacion, entre variables



TABLA NO. 16 CONTINUACION

lgA de suero vs IgG de suero

NO. MUESTRA ABS. IgA SUERO ABS. IgG SUERO

24 0.325 0.679
25 0.502 0.575
26 0.160 0.678
27 0.128 0.561
28 0.350 0.612
29 0.196 0.672
30 1.151. 0.352
31 - 0.219 0.456
32 0.604 0.586
33 0.121 - 0.379
a4 0.100 - 0.331
as 0.115 0.398
36 0.232 0.254
37 0.024 0.512
38  0.540 0.471
39 0.133 « 0.343
40 0.382 0.727
a1 0.088 0.455
42 0.182 0.649
43 0.147 0.446
a4 0.092 0.773
a5 0.447 0.439

Comparacion entte variables



TABLA NO. 17 RESULTADOS DE LA REGRESION Y ANADEVA
Iz de suero vs IgG de suero

Salida de regresion

Constante 0541231
Ertor std de Y est 0 134930
R al cuadrado 0003337
No_de ahservaciones 45
Grados de libertad 2
Coeticiente de X 0038142
Error std de coel’ 0 100525

Aniilisis de varianza para la regresion

Fuente de variacion ul SC MC
REG 1 0002621 | MCr = 0002621
ERR 43 0782865 | MCer =0 18206

Fecal = MCr:MCer. = 0.143972
Flab=40

HIPOTESIS:

Ho Xy Y no estan relacionadas linealmente

Ha. Xy Y estan relacionadas lincalmente

Como Fcal es menor que Ftab se acepta Ho, por lo tanto
las variables no se relacionan linealmente

Nivel de significancia dew - 005




TABLA NO. 18 RESULTADOS DEL ANALISIS POR ELISA

NO. MUESTRA ABS. IgA SALIVA ABS. IgG SUERO

0.225
0.214
0.511
0.528
0.271
0.062
0.108
0.007
0.214
0.316

- 0.087

0.152
0.735
0.307
0.038
0.388
0.271
0.573
0.322
0.085
0.486
0.399
0.457

Coinparacion entre variables

0.638
0.663
0.568
0.464
0.754
0.495
0.531

0.497
0.498
0.487
0.534
0.773
0.624
0.554
0.319
0.706
0.492
0.737
0.627
0.479
0.626
0.721
0.653



TABLA NO. 18 CONTINUACION

IgA de saliva vs 1gG de suero

NO. MUESTRA ABS. IgA SALIVA ABS. IgG SUERO

24 0.261 . 0679
25 0.636 0.575
26 0.139 : 0.678
27 0.161 0.561
28 0.329 0.612
29 0339 0.672
30 1.219 0.352
31 0.388 0.456
a2 0.662 0.586
. 33 0.138 0.379
a4 0.085 0.331
35 0.215 0.398
a6 0.495 0.254
a7 0.077 0.512
a8 0.664 0.471
a9 0.134 0.343
40 0.623 0.727
41 0.074 0.485
42 0.277 0.649
43 0.182 0.446
44 0.136 0.773
45 0.556 0.439

Coivpraacion entre variables



TABLA NO. 19 RESULTADOS DE LA REGRESION ¥ ANADEVA
: IgA de saliva vs IgG de suero

Salida de regresién

Constante 0543245
Crrot std de Yest 0 134981
R al cuadrado 0002575
No_de nhsenaciones 45
Grados dc libertad 2
Coeliciente de X U 028257
Error std de coef 0 084830

Andlisis de varianza para Ia regresion

Fuente de variacion gl CS MC
REG 1 0002021 | MG - 000202]
ERR 43 0784373 | MCer =0018220

Feal = MCr\MCer =0 110955
Ftabl = 4 0

HIPOTESIS:

Ho: X'y Y no estan relacionadas linealmente

Ha. Xy Y estan relacionadas lincalmente

Como Fcal es menor que Flab se acepta Ho. por lo tanto
las variables no se relacionan lincalmente

Nivel de significancia de « = 0 03



TABLA NO. 20 RESULTADOS DEL ANALISIS POR ELISA

S

NO. MUESTRA ABS. IgA SALIVA ABS. IgA SUERO

1 0.225 0.495
2 0.214 0.235
3 0.511 0.567
4 0.528 0.438
5 0.271 0.226
6 0.062 : 0.250
7 0,108 0.156
8 0.007 0.262
9 0.214 0.238
10 0316 0.175
11 0.087 0.275
12 0.152 0.201
13 0.735 0.581
14 0.307 0.464
15 0.038 0.116
16 0.388 0.317
17 0.271 0.254
18 0.573 0.533
19 0.322 0.224
20 0.085 0.130
21 0.486 0.211
22 0.399 0.342
23 0.457 0.314

Compracion entre variables



TABLA NO. 20 CONTINUACION

IgA de saliva vs IgA de suero

NO. MUESTRA ABS. IgA SALIVA ABS. IgA SUERO

24 0.261 0.325
25 0.636 0.502
26 0.139 : 0.160
27 0.161 0.128
28 0.329 0.350
29 0.339 0.196
30 1.219 1.151
a1 0.388 0.219
32 0.662 0.604
33 0.138 0.121
a4 0.085 0.100
35 : 0.215 0.115
a6 0.495 0.232
a7 0.077 0.024
38 0.664 0.540
39 0.134 0.133
40 0.623 0.382
41 0.074 0.088
42 0.277 0.182
43 0.182 0.147
44 0.136 0.092
45 0.556 0.447

Comparacion entre variables

A



TABLA NO. 21 RESULTADO DE LA REGRESION Y ANADEVA
1gA de saliva vs g\ de suero

Salida de regresion

Constante 0054619
Enor std de ¥ est 0100357
R al cuadrado 0759620
No_de observaciones 45
Grados de libertad 2
Coeficiente de X 0735207
Error std de coef 0063070

Andlisis de varianza para la regresion

Fuente de variacion i) SC MC
REG ! 1308570 MCr = | 368570
ERR 43 0433079 MCer =0010071

Feal = MCr/MCer = 135 8838
Ftab =40

HIPOTESIS:

Ho: X v Y no estan relacionadas lincalmente

Ha. Xy Y estan relacionadas lincalmente

Como Fcal es mavor que Ftab no se acepta Ho. por lo tanto
las variables se relacionan lincalmente

Nivel de significancia dea = 0 03



DISCUSION

Los resultados de la purificacién de la estreptilisina 0 por
sephadex G-100 representados en la tabla numero 2 ( figura 1 )
muestran que la estreptolisina O presenta dos tipos de proteinas y
que ambas son necesarias para que se presente actividad hemolitica.
De éstas fracciones se juntaron las 6, 7, 8 y 9 para obtener un pool
que proporcionara un 100% de actividad se 1le proporciond la
concentracién de proteinas ( 480 mg/ml ) y se usd como fase solida
durante todo el estudio.

Los resultados del andlisis de estrepolisinas para cada muestra
de suero son representados en la tabla numero 3 para fines prdcticos
se les asigno un numero el cual se manejdé en lo sucesivo. Se
especifica ademds el sexo y la edad de los pacientes de los cuales la
mayor parte son adultos. Para la estandarizacién de la técnica se
tomé la muestra nuimero 24 por tener un titulo de antiestreptolisinas
alto ( 1250 UT ) de esta forma se asegurd que las determinaciones de
absorbancia a 409 nm no sobrepasaran el valor de 1.

Durante la estandarizacidén del método de andlisis se trabajé con
diferentes concentraciones de estreptolisina ( 8, 4, 2, 1, 0.5 0.25
y 0.125 mg/ml )} y de suero ( 1:5, 1l:10, 1:50, 1:100, 1:250, 1:500,
1:750, 1:1000, 1:3000, 1:5000 y 1:7500 ) pero sdlo se reportaron los
resultados que van mds acorde con el objetivo del estudio y estan
representados en las tablas numero 4 y 5 .

La tabla no. 4 ( fig. 2 ) muestra los resultados de absorbancia
para una concetracidén de estreptolisina de 0.50 mg/ml y los datos que
se obtienen a partir de la ecuacidén de la recta:

y = - 0.14644 ( x ) + 1.189209

resultado de la regresidn lineal la cual tuvo un coeficiente de
regresion r< = 0.866 1o'que indica un considerable hacercamiento a
una recta pero con bastante dispercidn.

La tabla no. 5 ( fiqura 3 ) muestra los resultados de absorbancia
una concentracién de estreptolisina de 0.25 mg/ml, realizando el
cdlculo de la regresion se obtuvo la ecuacidn de la recta siguiente:

Yy = -0.17461 ( x ) + 1.07329

con un coeficiente de regresién r2 = 0.949. Estos resultados
asemejan una linea recta lo cual se pude observar en la figura 3, la
dispersién en los puntos centrales es posible se deban a un lavado
poco eficiente, por lo tanto se dispuso que la concentracién de
estreptclisina O mas adecuada para el trabajo es de 0.25 mg/ml asi
mismo la dilucion de suero conveniente es de 1:100, porque en este
rango se obtienen absorbancias con valores superiores a 0.5. También
se realizaron pruebas con saliva ( no reportadas ) delas cuales se
obtuvieron absorbanc.as nuy pequenas por 10 que se trabajaron en
forma directa, es decir, sin dilucion.

En la busqueda de unpa relacion entre los titulos de
antiestreptolisinas en suero, con los valores de antiestreptolisina

_ESTA TESIS Mo DEBE
AR DE LA BiBuOECK



de tipo IgA e IgG en saliva de pacientes asintomaticos se establecid
la hipdtesis de que los valores deberfan correlacionar linealmente,
es decir, que cuando se tuvieran titulos de unidades Todd altos se
tendrian valores de antiestreptolisinas de tipo IgA e IgG altos, por
lo tanto, para analizar los resultados se utilizé la regresion lineal
como arma estadistica para buscar correlacidn entre el conjunto de
datos y el analisis de variaza para la regresion para finalmente
establecer si exite o no una relacidén entre las variables.

En la tabla no. 6 se presentan los resultados de las lecturas de
ELISA para anhtiestreptolisinas de tipo IgG en suero y los
correspondientes valores de unidades Todd de suero, en la tabla no. 7
se presentan los resultados de la regresién lineal y su andlisis de
varianza, como se observa, no existe una correlacién lineal entre el
grupo de datos ya que su coeficiente de correlaciodn r< = 0,111793 es
sumamente bajo. Al realizar el andlisis de variaza se encontro un
valor de Fcal = 5.41, que es mayor que la Ftab = 4.0, a un nivel de
significancia <X = 0.05, por lo tanto, si existe una correlacidn
lineal entre las variables, esto se esperaba por tratarse de IgG de
suero e indica una exposicidén reciente al estreptococo y gque la
respuesta inmune es en su mayor proporcién de tipo IgM y sdélo una
pequena parte de otros tipos, se propone , que en los siguientes
estudios se realice un monitoreo de por lo menos cuatro
determinaciones a diferentes tiempos, para observar cémo se comportan
los valores de ELISA y establecer asi una posible correlacién.

En la tabla no. 8 se presentan los resultados de las
antiestreptolisinas de tipo IgA en suero con sus unidades Todd, y en
la tabla no. 9 los resultados de la regresién lineal junto con el
andlisis de wvarianza, encontrandose que tampoco existe una
correlacidén entre los datos ya que el coeficiente de regresidn es
todavia mds bajo que el anterio rl = 0.031168. Con el andlisis de
varianza se acepta Ho, por 10 que no hay ninguna relacién entre las
variables, estos resultados concuerdad con lo mencionado
anteriormente y es debido al nivel de especializacién de la respuesta
inmune , primero se presenta la IgM, seguida por la IgG, después IgA,
IgD e IgE. De igual forma se sugiere un monitoreo seriado.

En la tabla no. 10 se presentan los resultados de las
antiestreptolisinas IgG de saliva contra las unidads Todd, la tabla
no. 11 presenta los resultados de la regresién lineal y analisis de
varianza de la regresién donde tampoco se encontro relacién alguna
entre ambos grupos, aunque el valor de Fcal para la ANADEVA fue muy
cercano al de tablas sugiriendo que en otras condiciones de mayor
tiempo de exposicién del estreptococo con el huesped es posible
encontrar alguna relacion con las unidades Todd. Esto mismo sucede
con los resultados correspondientes a las antiestreptolisinas de tipo
IgA en s2liva contra las unidades Todd, presentados en las tablas no.
12 y 13 en donde no hay ninguna relacion entre variables.

Debido a estos resultados se realizaron comparaciones entre
variables, es decir, buscar relacién entre 1los resultados del
andlisis por ELISA y cono las estreptolisinas del tipo IgG en suero
fueron las unicas que presentaron una relacidn con las unidades Todd,
este conjunto de dates se confrontd con los otros resultados,
encontrandose que, ccnparando las antiestreptolisinas de tipo IgG de
suero contra las de tipo [14yG de saliva ( tablas no. 14 y 15 ) su



andlisis de varianza de la regresidn indica que existe una relacién
lineal entre las variables, esto se explica porque dentro de 1la
estructura de la encia existen capilares de irrigacidén por los cuales
puede existir transudacion de IgG del suero hacia la cavidad oral,
originando por esta razon una cantidad de antiestreptolisinas de tipo
IgG en saliva, aunque tiene un coeficiente de regresion bastante
bajo.

En los resultados presentados en las tablas 16, 17, 18 y 19 se
comparan las antiestreptolisinas de tipo IgG de suero con las de tipo
IgA de suero e IgA de saliva encontrandose que no existe relacidn
alguna entre ellas y esto es practicamente por que se trata de una
reproduccion local de IgA a nivel de encia, en donde, la célula B se
encuentra produciendo IgA e IgA secretora contra la estreptolisina O
obedeciendo al fendmeno llamado de homing. Esto se relaciona con los

resultados de 1la tabla no. 21, en la cual se compara la
antiestreptolisina de tipo IgA de suero contra la de IgA de saliva
encontrandose un coeficlente de regresién r< = 0.7596 que es el mas

alto encontrado en todo el estudio realizado, esto indica que si
existe un grado de correlacién lineal entre las variables antes
mencionadas y el andlisis de varianza para la regresidén lo demuestra,
por tanto, existe transudacion de IgA a la cavidad oral y torrente
sanguineo, por lo que se presenta una relacion estrecha entre las
cantidades de IgA salival e IgA sérica.




CONCLUSIONES

Se determind el nivel de antiestreptolisina IgA secretora
especifica en saliva depacientes, utilizando el método indirecto de
ELISA, se comparo con el valor de las unidades Todd, encontrandose
que ninguna antiestreptolisina de tipo IgA de saliva, IgA de suero,
IgG de saliva e IgG de suero presentan una correlacidén lineal contra
las unidades Todd.

La antiestreptolisina IgC especifica sérica estd relacionada con
las unidades Todd pero no linealmente,

. La antiestreptolisina 119G especifica sérica e IgG especifica
salival estan relacionadas uUnicamente por transudacién del suero
hacia cavidad oral.

La antiestreptolisina IgA especifica secretora e IgA especifica
sérica se correlacionan linealmente por produccién local vy
transudacién a cavidad oral,



RECOMENDACIONES

Aunque las determinaciones de antiestreptolisinas IgA secretora
especifica no se relacionaron correctamente con las unidades Todd de
suero es recomendable realizar un monitoreo seriado de los pacientes
con un minimo de cuatro determinaciones de antiestreptolisinas
seleccionando solo aquellos con predisposicién a una fiebre reumdtica
aguda , para reducir las variables y buscar una correlacién
congruente con las unidades Todd y considerar asi, la técnica de
ELISA como una alternativa en el seguimiento de procesos no
supurativos como la fiebre reumdtica aguda.
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