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1. RE S UMEN.

Debido a gque la Tuberculosis (Tb) constituye uno de los pro
blemas de salud pfiblica mids importante en nuestro pais;el pre-
sente trabajo tiene como objetivo fundamental el desarrollo y-
la estandarizacifn de la té&cnica de ELISA y Coaglutinacién pa-
ra el diagnéstico de la enfermedad.Ambas té&cnicas se basan en—

la deteccifn de antfgenos (Ag's) proteicos de M.tuberculosis -

en muestras de suero y liquido cefalorraquideo (LCR).En el sug
ro de pacientes con Tb se ha demostrado la presencia de comple
jos inmunes circulantes (CIC),a los que se encuentran asocia -
dos Ag's proteicos de M.tuberculosis.Con la finalidad de deteg
tar tanto Ag's libres como Ag's presentes en los CIC;las mues-—
tras de suero fueron tratadas con Dodecil sulfato de sodio (SDS)
al 10%.

Los resultados mostraron que la técnica de ELISA es més sen
sible que la t&cnica de Coaglutinacibn;ya que es capaz de de -
tectar cantidades mis pequeflas de Ag's proteicos.Lo que se con
cluye de este trabajo es que la tEcnica de ELISA aplicada a las
muestras de suero no es de gran utilidad;sin embargo,la t&cnica
de ELISA (Sistema II} aplicada a las muestras de LCR si es (til

para establecer el diagnfstico de Thb meningea.



2. INTRODUCCION.

Tradicionalmente el diagnf6stico de las enfermedades infec -
ciosas,se lleva a cabo,mediante el cultivo del agente infectan
te.Aunque los métodos de cultivo son de gran utilidad para el-
diagn6stico clinico,presentan una serie de desventajas.La mis-—
importante es el tiempo requerido ﬁara la deteccifn e identifi
cacién del agente infectante.Este tiempo puede variar de uno a
dos dfas en el caso de bacterias de ripido desarrolloj;hasta al
gunas semanas en el caso de virus,hongos y bacterias de lento=-
desarrollo.

Cuando los organismos son de lento desarrollo,el tiempo re-
gquerido es prolongado,y esto resulta de poca utilidad en el ca
so de pacientes con sospecha de infeccifn.Por esta razfn,exis-
te un gran interé&s en el desarrollo de m&todos répidos para la
identificacién de patbgenos 6 Ag's microbianos en los liquidos
corporales.

La mayorfa dé los ensayos r&pidos se basan en la reaccibén -
Ag-Ac;:;que generalmente invelucra la unién de anticuerpos (Ac's)
marcados con los Ag's presentes en la muestra clfnica.

Existen numerosos marcadores que pueden ser utilizados para
este tipo de ensayos;como es el caso de is&topos radioactivos—
para el Radioinmunocensayo (RIA).Sin embargo,existen una serie-—

" de desventajas asociadas a el uso de este tipo de rnarcadores. -

Algunas de ellas son: a)La vida media de los isStopos es rela-
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tivamente corta, b)se requiere de equipo muy sofisticado, y -~
ademés c)existe el riesgo que el personal de laboratorio sufra
radjaciones.

Estas limitaciones han conducido a la bisqueda de otros sis
temas que proporcionen buena sensibilidad y que no requieran -
del usco de material radioactivo.hlgunos de €stos sistemas son:
Inmuncdifusisn, Inmunoelectroforesis, Inmunofluorescencia y Aglu
tinacién que han sido utilizados para detectar directamente a-
los Ag's .Sin embargo,no son ampliamente utilizados debido a -
que son sistemas menos sensibles y que ademds requieren una in
terpretacién subjetiva de la reaccién Ag-Ac.

Otro tipo de marcadores Gtiles para indicar la reaccién - -
Ag-Ac son las enzimas que presentan las siguientes ventajas: -
a)Ser estables, b)tener reaccién especifica sobre su sustrato,
c)generar productos coloridos que pueden ser cuantificados, y
d) presentar una reaccifén altamente sensible y éspecifica.

Por esta razbn,en las fltimas d&cadas se han desarrollado -
una gran diversidad de inmunoensayos (ELISA) utilizando a las-
enzimas como marcadores en la deteccifn de un gran nGmero de -
Ag's en liquidos corporales.

Tal es el caso de la Tuberculosis,para la que se han desarro
llado demasiados sistemas inmunoenzim&ticos con el propbsito de
contar con una técnica‘rapida y confiable para el diagn&stico -

de la enfermedad.



2.1. TUBERCULOSIS.

La Tuberculosis es una enfermedad infecto-contagiosa que se
presenta principalmente a nivel pulmonar y que ademds puede in
volucrar otros &rganos y tejidos ( 4 ).EL principal agente cau
sante de la Tb humana es M.tuberculosis;aunque en raras ocasigp
nes la enfermedad puede ser causada por M.bovis & M.africanum -
(1,7,8).

Estos microorganismos son parfsitos intracelulares capaces -
de persistir dentro de los macrSfagos haciendo uso de sus meca
nismos de evasifn como-son: a)Inhibir la fusifn fagosoma-lisosg
ma , b)adquirir resistencia a enzimas lisosomales y/o metaboli-

tos oxigenados ( 2,3,10 ).

2.2. PROPIEDADES DE M.tuberculosis.

2.2.1. Estructura,

En los tejidos animales el bacilo tuberculosos se presenta -
en forma de bacilo recto y delgado midiendo aproximadamente de
2 a4 ﬂn\de largo y de 0.2 a 0.5 »n\de ancho.La pared del baci
lo se encuentra constituida por lfpidos,protefnas y polisacs -

ridos ( 2,3,11,12 ).



A.-Lfpidos.

La pared de esta bacteria se caracteriza por tener un alto -
contenido de 1lfpidos que corresponden a un 60% del peso seco de
la bacteria.Estos se encuentran unidos en gran proporcifn a pro
tefinas y polisac&ridos formando las lipoprotefnas y los glicolfl
pidos que se encuentran firmemente unidos a la parte externa de
la pared bacteriana.Y es precisamente esta localizacidn de los
lipidos lo que le confiere a la bacteria las siguientes propie~
dades:

-Impermeabilidad a las tinciones.

-Resistencia a la destruccién por &cidos y dlcalis.
~Carécter hidr&Sfobo de la bacteria mostrado durante su cre
cimiento en medio liquidoj;por su tendencia a adherirse -

unas a otras y a flotar en la superficie.
~La gran cantidad de lfpidos en la pared contribuye al len
to crecimiento;ya que dificultan el paso de 193 nutrien-
tes al interior de la bacteria. »
~Resistencia a la digestifn intracelular por los macr&fa —
gos y a la actividad bactericida del complemento.
-Se ha determinado gue posiblemente los lipidos sean los -
responsables de las reacciones celulares de los tejidos -

hacia el bacilo ( 2,3 ).

B.-Polisacdridos.
Son los componentes m&s abundantes en los filtrados y en los

extractos de micobacterias.Gran parte de &stos (glucan,manan,-
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arabinogalactan y arabinomanan) se encuentran unidos guimicamen
te con lfpidos presentes en la pared bacteriana;mientras que en
la Cera D los polisaciridos forman un complejo &Scido micSlico-
arabinogalactan ( 2 ).

Su funcidn en la patogenia de la Th es incierto;aunque puede
inducir hipersensibilidad de tipo inmediato e interferir en al-

gunas reacciones Ag-Ac in vitro ( 3 ).

C.-Fraccibén Proteica.

Las proteinas unidas a los 1lfipidos tienen la capacidad de -
inducir la sensibilidad a la tuberculina;y adem&s inducir la -
produccién de diversos Ac's.Por lo que esta fraccifn es respon

sable de la respuesta inmune humoral durante la enfermedad.

D.-Acidos Mic&licos.

En la micobacteria se han encontrado una gran cantidad de @i
ferentes &Acidos grasos;y los &cidos micSlicos parecen ser exclu
sivos de la pared de Mycobacterium,Nocardia y Corynebacterium.

Los &cidos micSlicos son 8cidos grasos grandes,saturados,ra
mificados ol-alguil y ‘ﬂ—hidroxil que se encuentran en la Cera
D ¥y en los glicolipidos.Una molé&cula de arabinogalactan se une
covalentemente al pé&ptidoglican y alrededor de 30 residuos de =-
dcidos mic6Glicos formando un puente entre la capa rigida y el -

exterior y capas lipofilicas de la pared bacteriana.



2.2.2. Crecimiento.

M. tuberculosis es un aerobio estricte que tiene la capacidad
de desarrollarse en medio simple con glicerol como fuente de --
carbono y sales aménicas come fuente de nitr&genco.Usualmente al
medio se le adiciona asparagina 6 una mezcla de aminodcidos pa-
ra estimular el crecimiento e incrementar su velocidad.

En medio liquido la bacteria crece en forma de agregados ---—
adherentes; formando una pelicula sobre la superficie.La adicién
de deterdentes no ifnicos como el Tween 80,occasiona que la bac-
teria se desarrolle en forma dispersa:probablemente,esto sucede
debido a que el detergente se une a la superficie de la bacte =
ria y de esta manera inhibe la unifn entre ellas { 2,10 ).

Esta bacteria muestra una extraordinaria preferencia nutri -
cional por los lipidos,y su crecimiento es estimulado por bajas
concentraciones de Aicidos grasos de cadena largaj;ya que altas -
concentraciones de &stos inhiben su crecimiento.

M. tuberculosis se desarrolla Sptimamente ‘a 37°C;aunque en pe

riodos muy largos formando colonias rugosas y sin pigmento (6).

Esta bacteria puede sobrevivir en ambiente seco durante mucho

tiempo;perc muere rdpidamente cuando se expone directamente a —
la luz ultravioleta,o bien,cuando se le somete a la ebullicibn

Yy a la pasteurizaciém { 2 ).



2.3. FACTORES DE VIRULENCIA.

Estudios realizados han mostrado gue M.tuberculosis posee -
Factores de Virulencia que le confieren la capacidad de incre--—
mentar su infectividad,patogenicidad e inmunogenicidad ( 11 ) .-

. bentro de los Factores de Virulencia encontramos los siguientes:

Factor Cordbn.

Este componente bacteriano fué extrafdo por Bloch de una ce-
pa virulenta de M.tuberculosis con el propSsito de indagar si -
este componente era el causante del crecimiento de la bacteria-
en forma de serpentinas en medic liquido;ya que este tipo de -
crecimiento se relacionaba con la virulencia.Posteriormente al-
estudiar la composicién de &ste factor,se ha determinado que se
encuentra constituido por el micSsido 6,6'-Dimicololtrehalosa -
({ 2,11,12 ).Existen evidencias que relacionan a este Factor con
la virulencia dg la bactéria,algunas de ellas son las siguien -
tes:

-Es abundante en las cepas virulentas.

~Es responsable del crecimientc en forma de serpentinas.
-Los ratones son protegidos de la infeccién mediante la
inmunizacién con una mezcla de Factor CordSn y albGmina
sérica bovina metilada 6 por una transferencia pasiva de
suero de conejo anti-Factor Cord&n.

-La administraci&n subcut8nea de 10g de este factor es -
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letal para los ratones.Su toxicidad se ha relacionado --
con alteraciones a nivel de las enzimas microsomales,mi-
tocondrias y metabolismo de los lipidos en el higado.
-Es un componente t&xico que inhibe la migracién de los -
polimor fonucleares normales in vitroj;ademds estimula la-

formacién de granulomas.

Cera D.

Es un mic6sido de. elevado peso molecular,que no es una cera-
verdadera y que contiene &cidos mic6licos y glucop&ptidos.Ha —
sido extrafda aparentemente de la capa basal de la pared ya que
contiene aminofcidos caracterfsticos de esta capa unidos a poli
meros de hexosa y hexosamina { 2 ).Algunas de sus propiedades -
mostradas son las siguientes:

-En emulsién con cualguier Ag,la Cera D incrementa la an
tigenicidad.
—-Una mezcla de &sta cera con protefnas del bacilo;induce

la hipersensibilidad retardada a la tuberculina.

Sulfditidos.

Son lisosomotrSpicos para los macr&6fagos e inhiben la fusibn
del fagosoma con el lisosoma con la finalidad de prevenir ia de
gradacidn del bacilo.( 12 );adem8s tiene la propiedad de incre-
mentar la toxicidad del Factor Cordén.Este aumento en la toxici
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dad de Factor Cordén y el impedimento de la formacifn del fago
lisosoma son mecanismos de la bacteria gue le permiten que la

enfermedad progrese.La inhibicifn de la fusibén fagolisosomal -
ocasiona que la bacteria persista y se desarrolle;como conse -
cuencia la poblacifn bacteriana se incrementa y se produce m&s
Factor Cordén y sulfétidos'que contribuyen a la destruccifn ce

lular.

2.4. EPIDEMIOLOGIA.

La Tuberculosis es un problema de enormes proporciones;ya -
que se ha estimado que mis del 50% de la poblacifn se encuentra
infectada.En 1985 ( 11 ) la O.M.S. estimd que para 1986 habrfa
de cuatro a cinco millones de nuevos casos tipo infeccioso,y -
un n@mero igual de casos no infecciosos.Ademis se ha reportado
que las muertes ocasionadas por la Tb a nivel mundial alcanzan.
cifras entre tres y cuatro millones cada afio ( 11 ). )

La incidencia de la enfermedad es m&s elevada en grupos so-
ciales menos favorecidos que viven en condiciocnes socioceconfmi
cas muy bajas y con escasa atencién mé&dica.Otros factores que
contribuyen a la infeccién son:la nutricién,el estado inmunols
gico,padecimientos coexistentes y factores de resistencia indi-
vidual.

Hasta 1970 la mortalidad registrada en los paises en vias de

desarrolleo fu& tres veces mayor que en paises desarrollados ( 7).
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En M&xico,la mortalidad por Tb ha disminuido gradualmente en
loa Gltimos 50 afies;y hasta 1980 constituyd la causa nfmerc 11

de mortalidad ( 13 ).

2.5. TRANSMISION,PROFILAXIS Y CONTROL.

La transmisifn se lleva a cabo principalmente por via a&rea:;
mediaqte la inhalacifn de la bacteria presente en el medio am--
biente.lLa transmisién se efectfia cuando los bacilos presentes -
en los pulmones de personas con Tbh pulmonar son eliminados hacia
el exterior en forma de pequefias gotitas,como consecuencia de la
tos 6 el estornudo.Las gotitas se diseminan a corta distancia,y
quiz8 constituyen el vehfculo mis eficaz para la difusibén.Su ta
mafio es grande,lo que les iméide penetrar hasta los pulmones;-—-
sin embargo cuando se secan en el aire,dejan el "nficleo de la =
gota"™ que mide de 1 a S.Pm,y puede estar suspendido en el aire-
durante ‘large tiempo.Estos nficleos son pequefios y pueden atrave
sar la barrera de los cilios bronquiales y alcanzar los alveo--
los pulmonares cuando son inhalados ( 2,7,11 ).

La probabilidad de adquirir la infecci®n estd determinada --—
por la cantidad de bacilos en el medio ambiente;y esto se encuen

tra determinado por: a}Factores del paciente y b)Factores ambien

tales ( 7 ).

otra forma de transmisifn es a través de la ingestifn de le-

che de vaca tuberculosa en lugares donde no es controlada la Tb
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bovina ( 5 ).

Los método preventivos de la infeccifn incluyen la identifi-
cacisn temprana de los focos de infeccidn,su aislamiento y tra-
tamiento hasta que pierdan su infectividad;la erradicacifn de -
la Tb bovinaj;la pasteur}zacidn de la lechej;asi como tambi&n te-
ner un buen control del medio ambiente a través de una buena --
ventilacidn y el uso de luz ultraviocleta para reducir la concen
tracisn de bacilos del medio ambiente.

El método preventivo que se ha utilizado en nuestro pals es-
la administracién de la vacuna BCG (Bacilo Calmette Gué&rin);que

proporciona proteccibn a la infeceibn.

2.6. METODOS DE DIAGNOSTICO.

El m&todo ideal para el diagnfstico de la Tb afin no ha sido-
descrito.Las formas tradicionales de diagn&stico incluyen méto-
dos: a)Bacteriol6gicos, b)Radiolbgicos, c)Clinicos e d)Inmuno-
l&6gicos. ;

Los m&todos bacteriol&gicos de diagnSstico existentes son po
co satisfactorios;ya que presentan una baja sensibilidad y re--—
gieren largos periodos de tiempo ( 6,14 ).

Uno de los mé&todos bacteriolSgicos para el diagnéstico,lo -
constituye la bfisqueda del bacilo &cido-alcohol=-resistente (BAAR)
utilizado com@inmente para el diagnéstico de Tb pulmonar,sin em-—

bargo;recientemente se ha demostrado que su sensibilidad es del
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75% presentando un 25% de falsas negativas ( 14 ):;la sensibili-
dad de la prueba es afin mis baja en Tb pleural y meningea ( 15,
16 ).

ELl otro m&todo de diagnfstico pacteriolégico,lo constituye -
el aislamiento y caracterizacién bioquimica de M.tuberculosis -
( 9 ).Aunque &ste es un método de diagnbstico seguro,presenta -
la desventaja de requerir de largos periodos de tiempo,debido,-
al crecimiento lento caracteristico de la micobacteria.Esto lo-
hace poco practico,ya que en algunos casos el diagnbstico tar--
dio puede traer consigo consecuencias fatales.

En algunos paises la prueba cutinea de tuberculina (PPD)cons
tituye un m&todo de diag;éstico de la enfermedad,sin embargo;en
México pierde su utilidad,ya que como m&todo preventivo se uti-
liza la vacuna BCG;y esto,ocasiona una alta prevalencia de PPD-
positivo en la poblacifn general.Ademfs en algunos casos de pa-—
cientes con infeccifn activa,el resultado de la prueBa puede ser
negativo debido a factores inmunosupresores propios de la enfer-—
medad (- 17 }.

Desde hace algunos afios se han desarrollado pruebas serol6--
gicas para hacer el diagnSstico de la Tb;entre estas pruebas se
han utilizado:ELISA y RIA que se caracterizan por ser m&todos -
de alta sensibilidad ( 18-23 ).

Se han propuesto diversos sistemas de ELISA para la determi-
nacién de Ac's antimicobacteria ( 24-28 );sin embargo,la utili=
dad clinica que proporcionan es cuestionable ya gue se ha obser

vado que individuos sanos pueden presentar una reaccifn positi-
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de de Ac's a Ag's de M.tuberculosis.Esto sugiere gue la presen—
cia de Ac's no es indicativo de la enfermedad activa;sino gue -
puede indicar una infeccibn anterior con la micobacteriaj;o bien,
una infeccifn ocasionada por micobacterias atipicas ( 12 ).

Tambi&n los resultados han mostrado que pacientes con Tb pug
den tener bajos titulos de Ac's 6 no presentarlos;ya que se cn-
cuentran implicados en la formacién de CIC ( 38 )gue se han de-
mostrado en este tipo de pacientes ( 29-31 ) .Muchos investigado
res han estudiado estos CIC y han demostrado que estén formados
por Ac's IgG,IgA e IgM ( 32,33 )} y Ag's micobacterianos (11,31).

Considerando las desventajas que se presentan al hacer la de-
terminacién de Ac's para el diagnSstico de la enfermedad;durante
los Gltimos aflos se han desarrollado sistemas de ELISA para de -
tectar los Ag's micobacterianos en las muestras clinicas.Cabe --
hacer notar que la t&cnica de ELISA ha sido ampliamente utiliza-
da por su relativa simplicidad y su alta sensibilidad y especifi
cidad ( 20-23 ).

En septiembre de 1983 Sada y cols.( 34 ) publicaron un traba
jo en el que mostraron la utilidad de la t&cnica de ELISA para-
detectar Ag's proteicos de M.tuberculosis en muestras de LCR de
pacientes con Tb meningea;la sensibilidad de su t&cnica fué de-
81% y su especificidad de 95%.

En octubre del mismo aﬁé Bal y cols. ( 35 ) publicaron una --
t&cnica de inhibicibén de ELISA para detectar Ag's de la micobac
teria en LCR.Los resultados obtenidos fueron semejantes al tra-

bajo anterior ( 34 );sin embargo,la t&€cnica requiere de un mayor
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tiempo y ademis el uso de la micobacteria completa para sensibi
lizar la placa,lo que la hace poco préctica para el uso rutina-
rio.

Recientemente se ha desérrollado otros sistemas de ELISA pa-
ra determinar los Ag's en esputo ( 36 ),LCR y suero ( 37,38 ).

En 1986 Krambovitig y cols.( 38 } reportaron dos sistemas de
ELISA para el diagnéstico de Tb en muestras de suero;ellos pro-—
pusieron un sistema para detectar Ac's antimicobacteria y otro-
para detectar Ag's de la micobacteria.Y observaron gue la apli-
cacidn de ambos sistemas incrementaba la sensibilidad y la espe
cificidad;y quiz&,la aplicaci&n de ambas pruebas pueda ser de -

utilidad en el diagné&stico.

M&todo de Coaglutinacifn para detectar antigenos en liguidos

corporales.

Desde hace algunas d&cadas se han desarrollado pruebas de
agregaci6n,haciendo uso de partfculas inertes como son:L&tex
S.aureus cepa Cowan I ( 39 ).

Con el incremento de los conocimientos acerca de las condi -~
ciones &ptimas para sensibilizar las particulas,se ha hecho po-
sikle la produccibn de reactivos estandarizados y precisos.Esta
tecnologia ha sido comercializada con partfculas de l&tex ( 40 )
y mAs recientemente Pharmacia ha utilizado partfculas de Staphy-

lococcus como portadoras y ha aprovechado las propiedades mos —--
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tradas por la protefina de superficie de la bacteria ( 41 ).
Varias cepas de S.aureus,coagulasa positiva,entre ellas la -
cepa Cowan I;presentan en la pared una protefna gue muestra una
reaccién de precipitacidn con las gama globulinas humanas norma
les y con el suerc normal de cobayo;esta es la Protefna A.
Inicialmente se supuso que este constituyente bacteriano reac
cionaba con Ac's producidos en respuesta a un estfimulo con un an
tigeno especifico,considerando este hecho como una reaccidn Ag-
Ac.S5in embargo,Forsgren y Sjsdquist encontraron gue esta reac---
cidn era mediada por los fragmentos Fc de las inmunoglobulinas -

Yy por este motivo la denominarcn "Pseudoreaccidn®" ( 41 ).

Protefina A.

Esta proteina se localiza en la pared de S.aureus {Cowan I),
estructuralmente consiste en una cadena polipeptidica.simple -
con peso molecular de 42,000 que no contiene cantidades signiﬁi
cativas de carbohidratos.El an&lisis de amino&cidos ha mostrade
cuatro residuos de tirosina por molécula,los cuales,se encuen-=
tran involucrados en la unifn de la proteina con la fraccién Fc

de las inmunoglobulinas.

Propiedades Biol&gicas.

Su propiedad biol&Sgica caracteristica es la habilidad para-
interaccionar con la regifn constante de varias clases de inmu
noglobulinas de mamfferos {( 42 ) .Muestra cuatro sitios de unidn

para las fracciones Fc y el miximo nGimero de molé&culas IgG (co-
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nejo y humano)que se unen a la proteina son dos formando el com
plejo IgGZSpAl( 45 ).

Durante la interaccidn de la protefina con la fraccibn Fc,se-
deja libre la fraccifn Fab implicada en el reconocimiento anti-
génico;de esta manera,no se interfiere en la reaccidn del Ac --
con su Ag ( 42 ).Esta interaccién de la Protefina A con las inmu
noglobulinas constituye la base de la té&cnica diagnSstica deno-
minada:Coaglutinacidn;la cual,ha sido aplicada en algunos casos
como método ripido de diagndstico ( 46-48 ).

Esta té&cnica se basa en la caracteristica particular de el -
S.aureus (Cowan I) de presentar en la superficie gran cantidad-
de Protefina A;la cual,muestra una alta afinidad por la fraccién
Fc de las inmunoglobulinas IgG subclases 1,2 y 4.Cuando el Ac -
se une a la Proteina A de la bacteria se genera el reactiveo de-
Coaglutinacidén que aglutina en presencia del Ag homflogo ( 9 ).

La posibilidad de detectar antigenos proteicos de la micobac
teria en muestras clinicas,es de gran trascendencia ya que pue-

de simplificar el diagnSstico de la enfermedad.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

La Tuberculosis es una enfermedad infecciosa,que
constituye un problema de salud pfiblica a nivel mun
dial.

Tradicionalmente el diagnSstico se establece con
el aislamiento y cultivo de M.tuberculosis;sin em ~
bargo,esto presenta una serie de desventajas,siendo
la mds importante el largo periodo que se requiere
para el cultivo y su posterior identificacifn.

Tomando en cuenta que un diagnSstico tardfio de -
la enfermedad puede traer consigo consecuencias fa-
tales;se hace necesario el desarrollo de té&cnicas -

r&pidas,especificas y sensibles.



4. OBJETIVOS.

A) Desarrollar y estandarizar la t&cnica de ELISA y
Coaglutinacién para detectar antfgenos proteicos

de M.tuberculosis en muestras clinicas.

B) Analizar la sensibilidad,especificidad y eficien
cia de las técnicas desarrolladas;asf{ como tam -
bién hacer una evaluacifn de su utilidad como m&

‘todos de diagnéstico.
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S. HI POTESTIS.

" Si las técnicas desarrolladas ( ELISA y Coaglutina
cién )} proporcionan alta sensibilidad y especificidad
para detectar antigenos proteicos de M.tuberculosis -
en las muestras clinicas;entonces van a constituir -
técnicas Qtiles en el diagn&stico rfpido de la Tuber

culosis.”
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6. MATERIAL.

Material de Laboratorio.

El material de vidrio com@inmente utilizado en el laborato -

riojasi como tambi&n todo el equipo y reactivos necesarios parxa

llevar a cabo el proyecto de tesis.

Material Biol&gico.

Se analizaron un total de 60 muestras de suero y 32 muestras

de LCR.

i)Muestras de suero.

Grupos de Estudio.

Se seleccionaron un total de 60 personas:las cuales, fueron-~

clasificadas en los sigulentes grupos.
I.-Grupo Control:Constituido por personas gque no presentaban pa
tologia alguna y por pacientes con enfermedad

infecciosa diferente a Th.

IX.~Grupo de Tuberculosos:Constituido por pacientes con diagnés

tico de Tb confirmado por cultivao.
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I.-GRUPO CONTROL

Subgrupos No.Muestras
IA.~Individuos clinicamente sanos. 11
IB.-Individuos con enfermedad in-— 6

fecciosa diferente a Th.

II.-GRUPO DE TUBERCULOSOS

Subgrupos No.Muestras
IXIA.-Tb Miliar. . 12
IIB.-Tb Pulmonar. 28
IIC.-Tb Ganglionar. . 3




TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE SUERO.

a) Tratamiento con SDS al 108%.

Este tratamiento tiene como finalidad,la liberacifn de Ag's
proteicos de M.tuberculosis presentes en los CIC.

Se mezcl®d la muestra de suero en proporcién 4:1 (v/v) con -
SDS al 10% y esta mezcla fue agitada e incubada durante Z2hrs.
a 37°C.Posteriormente se dializ& contra PBS(0.01M,pH=7.2)}duran
te 48hrs. a 4°C;haciendo varios cambios de PBS.Las muestras fue

ron conservadas en congelacifn hasta sex analizadas.

b)Sin tratamiento con SDS al 10%.

La finalidad es determinar los Ag's proteicos de M.tuberculo
8is presentes en forma libre y no asociados a CIC.

Al igual que en el tratamiento anterior la muestra de suero
fué mezclada en proporcibn 4:1 (v/v),pero ahora con PBS(0.01M,
pH=7.2) .Se mezcl6 y se mantuvo en congelaci&n hasta ser anali-
zada.

-

Ambos tratamientos fueron aplicados a todas las muestras‘de
suero,y después fueron analizadas por la t&cnica de ELISA (Sis
tema I ) para la determinaci8n de Ag's proteicos de M.tubercu-

losissanalizando cada una de las muestras por duplicado.



ii)Muestras de LCR.

Grupos de Estudio.
Se contS con un total de 32 muestras de pacientes;las cuales,

fueron clasificadas en los siguientes grupos.

I.-Grupo Control:Constituido por muestras de pacientes con cul-

tivo negativo y de pacientes con meningitis
ocasionada por agente diferente a M.tuberculo-

Bis.

II.-Grupo de Tuberculosos:Constituido por muestras de pacientes

tuberculosos diagnosticados por cuadro clfinico

y por cultivo positivo.

Las muestras fuercon analizadas por la t&cnica de ELISA -( Sis
tema II ) para determinar los Ag's proteicos de M.tuberculosis;

analizando por duplicado cada una de las muestras.

Algunas de &stas muestras fueron ademis analizadas por la -

t&cnica de Coaglutinacién.
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I.-GRUPO CONTROL

Subgrupos No.Muestras
i)Cultivo Negativo. 15
ii)Meningitis de etio- 3

logfia diferente.

II.~-GRUPO DE TUBERCULOSOS.

Subgrupos

No.Muestras

iii)bpiagnSstico confirma

do por cultivo.

iv)pDiagn&stico confirma-

do por cuadro clinico.

8
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7. METODOLOGIA.

OBTENCION DE ANTIGENOS PROTEICOS DE M. tuberculosis.

Se trabajd con la cepa virulenta de M.tuberculosis H ;la

I7RV’
cual,primeramente se hizo crecer en medio Lowenstein-Jensen y -

posteriormente se le hizo un pase al medio liguido PBY (Poska-
wer-Beck-Youmans) sometifndose a incubacifn durante seis semanas
a 37°C,hasta la formacifn de una pelicula bacteriana sobre la -
superficie del medio.

El medio de cultivo fue filtrado con la finalidad de separar
la masa bacteriana de las proteinas libres en el medio;para esto,
se utilizd un equipo de filtracidn Millipore con membranas bacte
riol6gicas de 0.8,0.45 y 0.22 micras de di&metrc del poro.

El filtrado proteico fue precipitado con (NH4)2504 al 42% —-
que fue adicjionado paulatinamente y con agitacibén lenta y cons-
tante a 4°C.El precipitado fue centrifugado durante 30min/10000
rpm/4°C;el sobrenadante fue desechado y el precipitado resus§e2
dido en PBS(0.01M,pH=7.2) ;adicionando adem&s el inhibidor de pro
teasas Fléruro de Fenil-Metil-Sulféxido (Sigma,Chemical Co.) a-
una concentracién final de 0.02%.

Este precipitado fue dializado contra PBS(0.01M,pH=7.2) a -=-
4°C haciendo varios cambios de PBS.Finalmente fue recentrifugado
y conservado a -78°C en alicuotas de 1 ml.

A este extracto proteico se le determind la concentracibn de
proteinas por el método de Lowry y se corrid en una electrofore

sis en geles de poliabrilamida {PAGE)y condiciones desnaturali
zantes .~ ’
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OBTENCION DE ANTICUERPOS.

Animales.~Se utilizaron dos conejos adultos jSvenes de la raza

Nueva Zelanda,aparentemente sanos,de aproximadamente

2Kg de peso.

Via de inmunizaci6n.-Iptramuscular (Distribuyendo el Ag en cua

tro & cinco sitios}.

‘Protocola de Inmunizacidn.

Se obtuvo una muestra de suexro previa a las inmunizaciones.

Tiempo (Semanas) Dosis

Primera 5mg de M.tuberculosis H37Rv muerta por

calor.
lmg de extracto proteico.
iml de AL{OH),

Segunda lmg de extracto proteico y 1lml Al(OH)3
Tercera lmg de extracto proteico y Iml Al(on)3
Cuarta Img de extracto proteico y lml Al(OH)3
Quinta 1lmg de extracto proteico y lml Al(OH)3
Sexta img de extracto proteico y lml Al(DH)3
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A la séptima semana los conejos fueron sangrados de la ore -
ja,y se procedid a evaluar la potencia del suero hiperinmune y
el suero control por la técnica de ELISA.Cuando se registr6 un
titulo de Ac's menor a 2000,&ste suero fu; considerado inadecua
do y los animales fueron reinmunizados;mientras que tftulos ma-
yores & iguales de 2000 indicaron que el suero hiperinmune -

era fitil para los sigquientes experimentos.

Nota:El extracto proteico corresponde a los Ag's proteicos de -

M.tuberculosis.

DETERMINACION DE ANTICUERPOS POR LA TECNICA DE ELISA.

La técnica se utiliz6 para valorar la potencia de sueros -—-—
hiperinmunes y se fundamenta en la re;ccién de los Ac's presen-—
tes en el suero con los Ag's proteicos de M.tuberculosis adheri
dos a la fase s8lida.Esta reaccifn Ag-Ac es evidenciada con un-
Ac marcado con peroxidasa.Los sueros control de conejo también
fueron analizados,para saber si los anticuerpos normales de co

nejo presentan reaccifn con los Ag's proteicos.

La microplaca{Dynatech, Immunolon 2) fue sensibilizada con -

100 pg/ml de Ag proteico de M.tuberculosis Hj,pysdiluyendo en -

solucifén amortiguadora de carbonatos{(0.05M,pH=9.6)y adicionan-
do 100pl/pozo e incubando toda la noche a 4°C.Al siguiente dia
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se lavd la placa con 200pl/pozo de PBS~T cuatro veces y poste=
riormente fue blogueada con BSA 1%-PBS-T adicionando 100pl/pozo.
Se incubS toda la noche a 4°C,

La placa fue nuevamente lavada y se le agregaron 100P1/pozo
de cada dilucifn del suero (Hiperinmune y control a diluciones
1:500,1:1000,1:2000,1:4000,1:8000,1:16000) incubando durante -
lhr a 37°C.

La placa fue lavada y se le agreg8 el Ac anti-IgG de conejo
conjugado a Peroxidasa{Sigma,Chemical Co.)a dilucidn 1:500;adi
cionando 100pl/pozo.Se incubd durante lhr a 37°C.Se lavs la pla
ca y se adicionaron 100pl/pozo de O-Fenilendiamina (Sigma,Chemi-
cal Co.).Se dej6 gque se llevara a cabo la reaccién enzim&tica -
Yy posteriormente se detuvo adicionando 50p1/pozo de H2504 2.5M.

Finalmente la placa se ley8 a 490nm en un lector de ELISA -

{Minireader II,Dynatech).

Nota:Las diluciones se hicieron en BSA 1%-PBS-T.

PURIFICACION DE ANTICUERPOS.

Los Ac's antimicobacteria presentes en el suero hiperinmune
fueron purificados por dos tipos de columna:
i}Columna de Sepharosa-Protefina A.

ii)Columna de Afinidad.
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i)Columna de Sepharosa 4B-Proteina A.

Esta columna nos permite separar Ac's de tipo IgG,debido a -
la afinidad mostrada por la Protefina A.Por esta columna fueron-

purificados los Ac's antimicobacteria y Ac's normales de conejo.

Se utilizs una columna de Sepharosa 4B-Proteina A(Pharmacia
Fine Chemicals)de aproximadamente 6ml de volimen.Previamente la
columna fue lavada con PBS(0.1M,pH=B.0)y posteriormente equili-
brada con PBS(0.01M,pH=8.0) ,se aplicaron 2ml de suero de conejo
(Hiperinmune y control)y se incubS durante 3hrs a 4°C.

La columna fue lavada exhaustivamente con PBS(0.01M,pH=8.0)
para eliminar las protefnas sé&ricas que no se pegan a la Protef
na A,este lavado fue sugpendido hasta que la lectura del eluado
fue de 0.0 a 280nm.

Para eluar el Ac se utilizaron 6éml de solucifn amortiguadora
de Glicina~HCl(0.1M,pH=2.8}y se colectaron fracciones de 1lml -
neutralizando en cada una el pH con solucién amortiguadora de-
Tris(1.5M,pH=8.0)con la finalidad de evitar la desnaturaliza -
ci6n del Ac.

Todas las fracciones se leyeron a 280nm,se graficaron las -
lecturas y se colectaron las fracciones que registraron lecturas
altas.Despué&és de eluar el Ac,la columna fue nuevamente equilibra
da y se le adicion6 Azida de Sodio al 0.05%.

La; fracciones de mayor lectura se dializaron contra PBS ——
(0.01M,pH=7.2)a 4°C haciendo varios cambios de PBS.La IgG fue

concentrada con Sephadex G-25(Sigma,Chemical Co.)y posterior—--
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mente fue centrifugada por 20min/10,000rpm/4°C.Se hicieron ali-

cuotas y se guardaron en congelacién hasta ser utilizadas.

ii)Columna de Afinidad.

La purificaci®én de Ac's por &sta columna se logra bas&ndose
en la reaccién Ag-Ac gque se lleva a cabo entre los Ag's protei
cos de la columna y los Ac's antimicobacteria del suero hiper -
inmune.

Primero se conjugaron los Ag's proteicos de la micobacteria-
a la Sepharosa activada;se pesd 1lg de Sepharosa 4B activada con
CNBr (Pharmacia Fine Chemicals)y se suspendid en 10ml de HCl 1mM,
este gel fue lavado durante 15min con 200ml de HCl lmM.Despu&s -~
la Sepharosa fue resuspendida en 10ml de solucidn amortiguadora
de NaHC03 0.1M,NaCl 0.5M,pH=8.3 (Solucidn de acoplamientoly se-
le adicionaron 10 mg de Ag proteico de M.tuberculosis.

La mezcla fue agitada suavemente durante 2hrs a temperatura
ambiente y el exceso de Ag fue eliminado lavando la Sepharosa -
con soluci&n de acoplamiento.Para bloquear los grupos activos -
libres de la Sepharosa,&sta fue incubada por 2hrs a temperatura
ambiente con solucifn amortiguadora de Tris(0.1M,pH=8.0)con agi
tacisdn suave y constante.

Despu&s la Sepharosa fue lavada con tres ciclos de pH alter-
nante,que consistid en solucifn amortiguadora de Acetatos(0.1lM,
"'NaCl 0.5M,pH=4.0) seguido de solucifn amortiguadora de Tris(0.1M,
Nacl 0.5M,pH=8.0) .Finalmehte la Sepharosa fue resuspendida en -
PBS(0.0lM,pH=7.2)y se empact en la columna.
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Primeramente la columna de aproximadamente 2.5ml de volfimen
fue lavada de manera exhaustiva con PBS(0.01M,pH=7.2)y después
se le agregaron 1.5ml de suero hiperinmune de conejo y se incu-
b6 durante 3hrs a 4°C.

Después la columna fue lavada con PBS(0.01M,pH=7.2)hasta que
el eluado resgistrara una lectura de 0.0 a 280nm.Para eluar el-
Ac de la columna se utilizaron 4.5ml de solucidn amortiguadora
de Glicina-HC1l(0.1M,pH=2.8);y fueron colectadas fracciones de -
iml,neutralizando el pH en cada una con solucifn amortiguadora
de Tris(1.5M,pH=8.0).

Todas las fracciones colectadas fueron leidas a 280nm,se gxa
ficaron las lecturas y se colectaron las que registraron lectu-—
ras m&s altas.Estas fracciones fueron dializadas contra PBS ---
(0.01M,pH=7.2)a 4°C haciendo varios cambiog de PBS.El Ac fue ~-
concentrado y posteriormente centrifugado durante 10min/10000
rpm/4°C.Se hicieron alicuotas y se mantuvieron en congelacidn.

A los Ac's purificados se les determiné concentracidn de pig
teinas por el m&todo de Lowry y para verificar su pureza se co-—
rrieron en una electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE)

en condiciones desnaturalizantes.
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CONJUGACION DE ANTICUERPOS A BIOTINA.

Una fraccifn de los Ac's antimicobacteria purificados por co
lumna de Sepharosa 4B-Protefina A,fueron conjugados a Biotina con
la finalidad de desarrollar un sistema de ELISA en el gue se am

plifica la sefial de la reaccién Ag-Ac.

La concentraci&n de proteinas del Ac fue ajustada a lmg/ml -
con PBS(0.01M,pH=7.2)y se sometid a didlisis contra solucifin -
a@ortiguadora ﬁe NaHC03(0.1M,pH=8.O)durante toda la noche a 4°C.

Se pes8 1lmg de N-Hidroxisuccinimido Ester de Biotina(Sigma,
Chemical Co.),el cual,fue disuelto en 1lml de Dimetil Sulféxido
(DMSO) .Se adicionaron 200pl de la mezcla de Biotina~DMSO a cada
1ml de la solucién proteica y se dej6 reaccionar durante 4hrs a
temperatura ambiente con agitacifn esporddica y suave.

La mezcla se dializ6 contra PBS(0.01M,pH=7.2)durante toda la
noche haciendo varios cambios de PBS.El Ac conjugado fue conge-

lado en alicuotas pequefias hasta ser utilizado.

DETERMINACION DE PROTEINAS.
(M&todo de Lowry)

Este es un m&todo colorim&trico que se basa en la interaccidn
inicial de la protefna con los iones cutt en medio alcalino - for-
mando un complejo,y una posterior reduccidn de los Scidos fosfo-
tdgstico y fosfomolfbdico a azul de tugsteno y azul de molibdeno
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respectivamente.Esta reduccibén se debe a la accién del complejo

Protefna-Cu formado inicialmente.

Para llevar a cabo la determinacién de proteinas se prepararon

previamente las siguientes soluciones:

Solucién A.-50ml de N32C03en NaOH 0.1N.
-0.5ml de Tartrato de Na y K al 2%.
~0.5ml de Cu504.5H20 al 1%

Soluci6n B.-Reactivo de Folin-Ciocalteu diluido 1:2

Egt8ndar de Protefnas. i
Albtimina Sérica Bovina = 100pg/ml :

CURVA DE CALIBRACION.

No.de Tubo 1 2 3 4 5 6 7

Est.de protefnas (ml) 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 -

Agua destilada (ml) 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.0 Dbil.de
. muestra

Solucién A (ml) 3.0

Los tubos se mezclaron y se dejaron reaccionar durante 10min.

Solucisn B {(ml) 0.3
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Los tubos se agitaron y se dejaron reaccionar durante lhr a
temperatura ambiente y posteriormente se leyeron a 500nm.

Las lectura fueron graficadas (Concentracién VS. D.O.) y 1i
nearizadas.La lectura de las muestras se interpolaron y se de~

N
termin®d la concentracidn de proteinas.

DESARROLLO Y ESTANDARIZACION DE LOS SISTEMAS DE ELISA.

Fueron desarrollados dos sistemas de ELISA para la determina
cifn de Ag's proteicos de la micobacteria en las muestras de --
suero y LCR.

El fundamento de ambos sistemas es que en la fase s6lida se
encuentra unide el Ac de conejo antimicobacteria que captar& a
los antigenos micobacterianos de la muestra;y &sta reaccién Ag-

Ac serd evidenciada a través de una reaccifn enzimdtica.

i)SISTEMA I.

Se desarrollé primeramente un sistema de ELISA,que utilizé co
mo sistema indicador de la reaccidn Ag-Ac;un Ac de cabra anti-
BCG y posteriormente un Ac anti-IgG de cabra conjugado a Peroxi

dasa.

1i) SISTEMA II,
Este sistema utilizd como sistema indicador un Ac antimico -
bacteria conjugado a Biotina y posteriormente la Estreptoavidin-

Peroxidasa (EAP). - 35 -
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En ambos sistemas para establecer las condiciones Gptimas de
'trabajo se realiz6 una titulacibén de los Ac's antimicobacteria,
Ac's de cabra anti-BCG y Ac's antimicobacteria conjugados a la
Biotina.
Después de realizar varios ensayos se establecieron las con-
diciones Sptimas para cada sistema;las que se muestran en la si

guiente tabla.

. CONDICIONES _OPTIMAS.

SISTEMA -1 DE ELISA

Ac antimicobacteria. . 1:500
Ac de cabra anti-BCG, 1:100
Ac anti IgG de cabra 1:500

conjugado a Peroxidasa,

SISTEMA II DE ELISA

Ac antimicobacteria, 1:100

Ac antimicobacteria 1:500
conjugado a Biotina.

Estreptoavidin~Peroxidasa. 1:1000
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DETERMINACION DE ANTIGENOS PROTEICOS DE M.tuberculosis
POR LA TECNICA DE ELISA.

(SISTEMA I)

Este fue ;plicado a_las muestras de suero (Tratadas y no tra
tadas con SDS al 10%).

Primeramente la placa(Dynatech,Immunolion 2)fue sensibilizada
con el Ac antimicobacteria a dilucifn 1:100;haciendo la dilucidn
en solucifn amortiguadora de carbonatos(0.05M,pH=9.6)y agregan-
do 100p1/pozo;La placa fue incubada toda la noche a 4°C y al si
guiente dIn_lavnda cuatro veces con 200upl/pozo de PBS-T.Despuls
fue bloqueada con IDOpllpozo de BSA 1%-PBS-T e incubada durante
toda la noche a 4°C.

Se agregaron las muestras de suero y también cantidades cono
cidas de Ag's proteicos de M.tuberculosis(100,50,25,10 y Sng/ml)
adicionando a todos los pozos 100pl.La placa se incub8 por lhr -~
a 37°C.Se lav8 la placa y el Ac de cabra anti-BCG fue diluido -
13100 agregando 100p1/po:o;po-tc:iozmente se incub8 lhr a 37°C.

La placa fue lavada y se hizo la dilucifn 1:500 del Ac anti~
IgG de cabra conjugado a Peroxidasa(Sigma,Chemical Co.)agregan-
do 100pl/poxo.Se incub8 lhr a 37°C.

Nuevamente la placa se lav$ y se agragaron 100pl/pozo de -
O-renilendiamina (Sigma,Chemical Co.).Se dejf que se llevara la
reaccifn enzimftica y posteriormente fue detenida madiante.la
adicidn de S0pl/pozo de H,S0, 2.5M.La placa fue leida a 490nm

en un lector de ELISA (Minireader II,Dynatech).
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T&cnica de ELISA (Sistema I)
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{SISTEMA ‘II). .

Este sistema fue aplicado a las muestras de LCR.

La placa(Dynatech,Immunolon 2} fue sensibilizada con Ac anti
micobacteria a dilucidn 1:100,haciendo la dilucifn en solucibn
amortiguadora de carbonatos {0.05M,pH=9.6)y agregando 100pl/pozo.

Se incubS toda la noche y al siguiente dfa se lavé cuatro ve
ces con 200pl/pozo de PBS-T.Se agregaron 100pl/pozo de BSA 18-
PBS=T para bloquear y se incub8 toda la noche a 4°C.

La placa fue lavada y se adicionaron 100pl/pozo de cada una
° de las muestras de LCR;asf como tambi&n cantidades conocidas de
VAg‘s proteicos de M.tuberculosis(100,50,25,10,5 y lng/yl).Se in
cubS la placa por lhr a 37°C y posteriormente fue lavada.

El Ac antimicobacteria-Biotina fue diluido 1:500 y se agre-
garon 100pl/pozo.La placa fue incubada por lhr a 37°C y poste-
riormente fue lavada.

La EAP(Sigma,Chemical Co.) fue diluida 1:1000 y se agregaron
100pl/pozo.Nuevamente se incubf por 1lhr a 37°C y se lavs.

Qe agregaron 100p1/pozo de O-Fenilendiamina(Sigma,Chemical
Co.).Se dejb que se llevara a cabo la reaccién enzimSticaj;la -
cual, fue finalmente detenida con S0pl/pozo de H, S0, 2.5M.La pla
ca fue leida a 490nm en un lector de ELISA (Minireader II,Dyna-
tech).

Nota:Las diluciones se hicieron en BSA iA-PBS-T.
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T&cnica de ELISA (Sistema II)
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COAGLUTINACION.

PREPARACION DE LA SUSPENSION DE S.aureus al 10%.

La cepa Cowan I de S.aureus se hizo crecer en el medio de -~
cultivo Mueller~Hinton y a partir de este cultivo se prepard =
una suspensitn bacteriana en PBS(0.0lM,pH=7.2)estéril.De &ésta -
suspensidn se agregaron 5ml a cada caja de medio de cultivo - -
Mueller-Hinton y se incubaron durante 24hrs a 37°C.

A todas las cajas se les agregaron 5ml de PBS(0.01M,pH=7.2)-
estéril y con la ayuda de una varilla de vidrio las bacterias -
fueron removidas de la superficie del medio de cultivo.Esta sus
pensisén de bacterias fue colectada con la ayuda de una pipeta -
Pasteur y enseguida la suspensisn se calentd en bafio maria a --
{(100°C)durante 20min.Una vez finalizado este paso la suspensidn
fue sometida a enfriamiento y se centrifugé durante 15min/2500~
rpm.El sobrenadante fue desechado y el paquete bacteriano fue -
lavado tres veces con PBS(0.01M,pH=7.2)estéril,centrifugande du
rante 15min/2500rpm en cada lavado.

El paquete bacteriano fue resuspendido en Formaldehido 1% -
PBS estfril e incubado durante lhr a temperatura ambiente;des-
pués se lavs nuevamente tres veces con PBS est&ril.

Finalmente se determiné la cantidad de masa bacteriana obte-
nida,y en base a esto,se preparS la suspensifn bacteriana al 10%

con PBS(0.01M,pH=7.2)estéril.A &sta suspensién se le adiciond -
Azida Qe Sodio al 1% y se mantuvo a 4°C hasta ser utilizada.
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PREPARACION DEL REACTIVQO DE COAGLUTINACION.

Para sensibilizar las cé&lulas bacterianas de S.aureus cepa -
Cowan I,se tomaron 2ml de la suspensi&n bacteriana y se lavaron
tres veces con PBS(0.01M,pH=7.2);centrifugando en cada lavado -
durante l0min/2500rpm.El paquete bacteriano fue resuspendide en
Sml de PBS(0.01M,pH=7.2)

Se mezclS 1lml de esta suspensifn con 200pl1 de Ac antimicobag
teria purificado por la columna de afinidad {(Reactivo control
positivo).

Por otra parte,el (Reactivo control negativo)se prepars de -
igual manera,perc ahora se adicionarcn 200pl de Ac normal de co
nejo purificado por columna de Sepharosa 4B-Proteina A.

Se agitaron los tubos y se incubaron durante 2hrs a tempera-
tura ambiente;posteriormente las célul;s bacterianas se lavaron
trxes veces con PBS y finalmente 'se resuspendieron en PBS a el -
volGmen inicial (1ml).Este reactivo se conservé a 4°C hasta ser

utilizado.

EVALUACION DEL REACTIVO.

Antes de gue las muestras fueran analizadas:;el reactivo de -

coaglutinacién fue previamente evaluado de la siguiente manera:

Se hicieron diluciones de los Ag's proteicos de M.tuberculo-

Sis en BSA 1%-PBS para tener las siguientes concentraciones:100,
80,60,50,40,20,10,5,1 y 0.1 pg/ml.
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Para evaluar el reactivo control positivo y negativo se pro-
cedié de la siguiente manera:

Se colocd una gota del reactivo{control positivo & negativo)
sobre una placa de vidrio;posteriormente se agregé una gota de-

Ag's proteicos de M.tuberculosis(diferentes concentraciones ) y

PBS.Se mezcld con un hisopo y se sometié a agitacién durante -
Smin.Finalmente se hizo una evaluaci®n del grado de aglutinacién.

Nota:Se procedif de la misma manera al analizar las muestras.

ANALISIS ESTADISTICO.

El tratamiento estadfstico aplicado a los resultados fue el

Anflisis de varianzajutilizando para ello los siguientes esta-

dfgrafos:
Suma de cuadrados entre tx: - (:Tx +—2 )- (:—&l—ﬁz )
1 ]
grupos.
XX, +¥X

Suma total de cuadrades. . E x - (EX +s:x )- (———4——2 )]

Suma de cuadrados dentro z xd -2)(t -zxe

de los grupos.

Cuadrados medios entre grupos
Cuadrados medios dentro de grupos

Fealculada =



EVALUACION DE LAS TECNICAS.

Bl desarrollo de &stas t&cnicas,hace necesaria la evaluacibn
de su utilidad como m&todos de diagnbstico.Por este motivo,se -
hizo la medicibn de algunos parimetros de gran importancia:Sen-

sibilidad,Especificidad y Eficiencia.

Sensibilidad:Definida come la habilidad de la prueba para iden-

tificar correctamente a todos los pacientes enfer-
mos.

Sensibilidad = TP x 100
TP + FN

Especificidad:Definida como la habilidad de la prueba pard’ideg

-.tificar correctamente a todos los pacientes no en
fermos.

Especificidad = IN x 100
TN + FN

Eficiencia:Indica el porcentaje de pacientes correctamente cla
sificados por la prueba (enfermos y no enfermos).

+
Eficiencia = TP TN x 100

{ TP+FP+FN+TN )

Donde: TP = Verdadexo positivo. FN

Falso negativo.
Falso positivo.

TN = Verdadero negativo. FP
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8. RESULTADOS.

En la Figura 1 se muestra el corrimiento electroforético de-
los Ag's proteicos de M.tuberculosis cepa H37Rv obtenidos al -
filtrar el medio de cultivo.Esta gran variedad de protefnas de
diferente peso molecular constituyeron nuestros Ag's durante el
presente trabajo.

Para obtener los Ac's antimicobacteria,los conejos fueron in
munizados con &stos Ag's;y la potencia del suero fue evaluada -
con la té&cnica de ELISA.

En la siguiente Tabla se muestran los resultados obtenidos -

al evaluar la potencia de sueros hiperinmune y sueros control.

Tabla 1.-Evaluacidn de la potencia de los sueros control (a)
) e hiperinmune (b} por la t&cnica de ELISA.

1:500 1:1000 1:2000 1:4000 1:8000  1:16000
0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

(a)
0.01 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
o 173 1.50 1.43 1.25 1.02 0.77
1.73 1.57 1.50 1.41 1.15 0.81

*D.0. 490nm.
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Como puede observarse los sueros control no presentan Ac's
antimjicobacteria;mientras gue los sueros hiperinmunes mostra-
ron titulos mayores a 1:2000,de manera que se procedif a puri-
ficarlos por columna de Sepharosa 4B-Proteina A y por columna
de afinidad.

En las Gr&ficas 1,2 y 3 se muestran las fracciones colecta
das durante el proceso de purificacifén de los Ac's. . !

Posteriormente,para verificar su pureza,los Ac's fueron co-
rridos en electroforesis en geles de poliacrilamida junto con -
marcadores de peso molecular.

En la Figura 2 se muestra el corrimiento electroforé&tico de
los Ac's,y como puede advertirse solamente se observan las ca=-
denas pesadas y las cadenas ligeras;indic3ndonos esto qgue los =~

+RAe's se encuentran puros.Para verificar los pesos moleculares -
de ambas cadenas:;con los marcadores de. peso molecular se hizo =
una curva de calibracifin que se muestra en la Grafica 4.

Al interpolar los valores de Rf de cada una de las cadenas;-

se determinS un peso molecular de 55,000 Kd para las cadenas pe

sadas y un peso de 25,000 Kd para las cadenas ligeras.



Ag's proteicos Marcadores de PM

Alblmina Bovina
( 66,000 KA )

AlbGmina de Huevo
( 45,000 X4 )

Anhidrasa Carb&nica
( 29,000 K4 )

Figura l.-Ag's proteicos de M.tuberculosis H37RV
(Gel tenido con Azul de Coomassie).
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Grafica l.-Fracciones colectadas durante la puri
i ficacidn de Ac's antimicobacteria por
columna de Proteina A-Sepharosa.
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DENSIDAD OPTICA (280nm)
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Grifica 2.-Fracciones colectadas durante la purifica-

cién de Ac's normales de conejo por colum-
na de Sepharosa-Proteina A.
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DENSIDAD = OPTICA (280nm)

No.Fracciones (1lml)

Gr&fica 3.-Fracciones colectadas durante la purificacién
de Ac's antimicobacteria por columna de afini
dad.



Anticuerpos

Marcadores de PM

Albfimina Bovina
{ 66,000 K4)

AlbGmina de Huevo
( 45,000 Kd)

Anhidrasa CarbéSnica
( 29,000 Kd4)

Figura 2.-Anticuerpos purificados y marcadores de

peso molecular en electroforesis en ge-—

les de poliacrilamida.
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LOG DE PESO MOLECULAR

(66,000 Kd)

s (45,000 Ka)

(29,000 K4)

Rf (cm)

Gr8fica 4.-Determinacifn de pesos moleculares de las
cadenas pesadas y ligeras.
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Andlisis de las Muestras.

Técnica de ELISA.

Previamente al anflisis de la muestras;en ambos sistemas de
ELISA (Sistema I y II)se trabaj& con concentraciones conocidas
de Ag's micobacterianos,con la finalidad de determinar las can
tidades minimas que cada uno de los sistemas era capaz de de -
tectar.Las concentraciones variaron de 100 a 1lng/ml.Los resul-

tados obtenidos se muestran en la siguiente Tabla.

Tabla 2.-Comparacibén de los Sistemas I y II
de ELISA para determinar la canti-

dad minima de Ag's que detectan.

Ag's (ng/ml) Sistema I Sistema II

100 1.49 2.0

50 0.97 1.38
25 ¢.56 0.90
10 0.12 0.47
5 0.04 0.29
1 - 0.10
PBS~T 0.0 0.0

* D.O. a 490nm



El Sistema I de la t&cnica de ELISA fue aplicada a las mues-
tras de suero y en la Tabla 3 se preéentan los resultados de ==
las muestras de suarolcuando no fueron tratadas previamente con
SDS al 1l0%;mientras gue en la Tabla 4 se muestran los resulta -
dos de las mismas muestras cuando fueron tratadas con SDS al 10%.

En la Gridfica 5 se presentan los resultados cuando las mues-
tras no recibieron tratamiento con SDS al 10%.En esta grifica -
se establecif un valor de corte de 0.15 de D.O.,establecido con
la media del grupo control mas una desviacisn esténdar.los valo
res iguales & mayores a 0.15 de D.0O. fueron considerados positi
vos.

En la Gré&fica 6 se presentan los resultados de las muestras
cuando fueron tratadas con SDS al 10%.En esta grdfica el valor
de corte establecido es de 0.30 de D.Q..Este valor fue estable
cido de la misma forma que en la grafiCa anterior.

En las Graficas 7 y 8 se muestran los resultados por subgru-

POs.

El Sistema II de la té&cnica de ELISA fue aplicado a las mueg
tras de LCR y los resultados obtenides se muestran en la Tabla
S5,en la Griafica 9 se muestran nuevamente los resultados.El va-
lor de corte es de 0.17 de D.O. establecido con la media del --

grupo control mas una desviacidn estandar.
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Tabla 3.~Resultados obtenidos al analizar las muestras de suero sin ser
previamente tratadas con SDS al 10%;por la té&cnica de ELISA.

I.-Grupe Control. {(n=17

II.-Grupo de Tuberculosos.{n=43)

Grupo IA(Sanos)

0.04
0.04
0.03
0.21
0.17
0.13
0.03
0.14
0.09
0.16
0.0 -

Grupo IB(Enf.Dif.Tb)

0.03
0.06
0.15
0.01
0.22
0.10

*D.0. 490nm.

Grupo IIA(TBM) Grupo IIB{TBP) Grupo IIC(TBG)

0.08 0.12 0.21
0.15 0.11 0.10
0.17 0.14 0.17
0.11 0.02
0.09 0.12
0.07 0.14
0.16 0.27
0.12 0.10
0.17 0.15
0.08 0.21
0.11 0.08
0.05 0.19

0.22
0.10

TBM=Tb Miliar;TBP=Tb Pulmonar;TBG=Tb Ganglionar.
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Tabla 4.-Resultados obtenidos al analizar las muestras de suero previamente
tratadas con SDS al 10%;por la técnica de ELISA.

I.-Grupo Control. (n=17)

II.-Grupo de Tuberculosos. (n=43)

Grupo IA(Sanos)

0.22
0.30
0.21
0.28
0.31
0.40
0.10
0.17
0.27
0.22
0.15

Crupo IB{Eni.D1f.Tb)

0.14
0.21
0.33
0.04
0.34
0.13

*D.0. 490nm.

Grupo IIA(TBM)}

0.13
0.47
0.27
0.34
0.14
0.21
0.33
0.28
0.38
0.58
0.47

S. i

Grupo IIB(TBP)

0.17
0.12
0.36
0.16
0.21
0.20
0.38
0.27
0.24
0.37
0.39
0.27
0.34
Q.35
0.79
0.27
0.28
0.33
0.27
0.36
0.22
0.35
0.24
0.31
0.33
0.36
0.17
0.36

Grupo IIC(TBG)

0.30
0.27
0.32

TBM=Tb Miliar;TBP=Tb Pulmonar;TBG=Tb Ganglionar.

i
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Grifica 5.~Muestras de suero gin tratamiento con SDS
al 10¢ (Valor de Corte=0.15)



DENSIDAD OPTICA (490nm)
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Gr&fica 6.-Muestras de suero previamente tratadas con

SDS al 10%. (Valor de Corte=0.30)
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Tabla 5.-An&lisis de la muestras de LCR por la t&cnica de

ELISA.
Grupo Control. (n=18) Grupo de Tuberculosos. {n=14)
i)}Cultivo negativo. iii)Diagn6stico confirmado
0.19 . por cultivo.
0.0 0.09
0.06 0.03
0.0 0.81
0.02 0.49
0.0 0.52
0.0 0.0
0.12 0.28
0.04 0.40
0.0
0.0
0.13 iv)Di Ssti £
0.06 iv)Diagn6stico confirmado
0.0 por cuadro clinico.
0.0 0.50
0.33
N it 0.61
ii)Meningitis. 1.14
0.26
0.19
0.0 0.92
0.40

*D.0. 490nm.
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Técnica_de Coaglutinacién.

Durante la valoracibn de los reactivos de Coaglutinacibn se

obtuvieron los resultados que se muestran en la siquiente tabla:

Tabla 6.—Ag's proteicos sin temperatura.

Ag's (pg/ml) R.C.{=) R.C.(+)

100 -
80 -
60 -
50 -
40 -
20 -
10 -
5 -
1 -
0.5 -
PBS - -

TR

R.C. (-)=Reactivo control negativo.
R.C. {+)=Reactivo control positivo.

Después de probar los reactivos,se procedif a analizar las
muestias de LCR;utilizando como control positivo 100pg/ml de-
Ag's proteicos de M.tuberculosis y PBS como control negativo.

Se seleccionarcn 20 muestras de LCR,incluyendo 10 del grupo
control y 10 del grupo de tuberculosos.Los resultados obteni -

dos se muestran en la siguiente Tabla.



Tabla 7.-An8lisis de las muestras de LCR

por Coaglutinacién.

Grupo Control ‘Grupo de Tuberculosos.

Mta. R.C.(~) R.C.({+) |Mta. R.C.{(-} R.C.(+)

LU= - < TS S L W € N PUR VI
N T
P T A I
[ T- I N - N VL B S PR I
A I I S R
A A

Para eliminar las reacciones inespecificas:;las muestras y
las diferentes concentraciones de Ag's proteicos de M.tubercu
losis fueron sometidas a tratamiento con temperatura durante —
lhr a 60°C.

En la Tabla B se muestran los resultados obtenidos para las
diferentes concentraciones de Ag's proteicos.En cuanto a las -
muestras de LCR,todos los resultados fueron negativos después

del tratamiento ¢on temperatura.



Tabla 8.-Ag's tratados con

temperatura.
Antigenos R.C. (=) R.C. (+)

(pg/ml)

100 - +
80 - +
60 - +
50 - +
40 - +
20 - . +
io - +
5 - +
1 - -
0.5 - -
PBS - -
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Sensibilidad,Especificidad y Eficiencia.

Para evaluar los sistemas de ELISA y la té&cnica de Coagluti-
nacién comc m&todos de diagnéstico se calcularon par&metros que

en la siguiente tabla se muestran:

Tabla 1l0.-Evaluacidn de la técnica de ELISA y

Coaglutinacifn.

Sens. (%) Esp. (%) Ef. (%)

Suero sin tratar con SDS. 46.5 70.6 53.3
(Sistema I)

Suero tratado con SDS. 53.5 70.6 58.3
(Sistema‘l)

LCR. (Sistema II) 78.5 83.3 81.2

Coaglutinacidn (LCR) 0.0 100 50




Anflisis Estadistico.

i
El anflisis de Varianza fue aplicado a los resultados de la

técnica de ELISA.las hipbtesis consideradas fueron:

H, =No hay diferencia entre el Grupo Control y el Grupo de Tuber

culosos.
Hﬂ=Si hay diferencia entre ambos grupos.

Rechace Hosi Fcalculada » F de tablas.

Tabla 9.-Comparacidn entre F calculada y F de

tablas.

A}Suero sin tratar con SDS al 10%.

F calculada=5.382>»F tablas=4.0
B)Suero tratado con SDS al 10%.

F calculada=6.9 = F tablas=4.0
c)LCR.

F calculada=42 > F tablas=4.0

Para los tres casos se rechaza HO ¥ concluimos que si exis-
te una diferencia estadfsticamente significativa entre ambos —

grupos a p == 0,05.



9. DISCUSION.

Los sistemas desarrollados para la t&cnica de ELISA mostra-
traron la capacidad de detectar cantidades muy pequehnas de Ag's
proteicos (5ng/ml),esto puede observarse en la Tabla 2;también-
puede advertirse que el Sistema II amplifica la senal de la --
reaccifn Ag~Ac ya qgue a las mismas concentraciones de Ag las -
lecturas obtenidas en este sistema son més altas en comparacién
con el Sistema I.

En los pacientes con Th se ha demostrado la presgncia de CIC,
a los gue se encuentran asociados Ac's de tipo IgG,IgA e IgM y
Ag's micobacterianos {29-32) .Estos CIC se forman con los produc
tos de secrecifn eliminados por la bacteria hacia el exterior,-
entre los cuales,se encuentran las proteinas.Estos productos de
desecho posteriormente llegan a los ligquidos corporales,en don-
de pueden encontrarse en forma libre,o bien,reaccionar con los
Ac's formando de esta manera los CIC.

Considerando lo anterior,nosotros analizamos las muestras de
. suero sin tratarlas previamente con SDS al 10% con la finalidad
"de detectar Ag's en su forma libre;y tambi&n analizamos las --

muestras de suero tratadas previamente con SDS.Este tratamiento
tiene como finalidad liberar a los Ag's micobacterianos que se
encuentran presentes en los CIC y poderlos determinar junto con
los Ag's libres.{31).

Como puede observarse en las Grificas 5 y 6 todos los vald~

res al igual que el valor Qe corte se incrementaron con el tra-
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tamiento con SDS;este comportamiento puede constituir una evi-
dencia de que se estin liberando los Ag's de los CIC y que se-
estin detectando junto con los que se encuentran libres.

Cabe hacer énfasis en el comportamiento por subgrupos mostra
do en las Gr&ficas 7 y. 8.En lo que se refiere al grupo control
{(IA y IB)el tratamienté con SDS no genera diferencia en cuanto
al nGmero de negativos y falsos positivos;algo semejante se --—
observa en los subgrupos IIB y IIC del grupo de tuberculoses;sin
‘embargo,si se advierte una diferencia en el grupo IIA;ya que —--
cuando se da el tratamiento con SDS se incrementa el nGmero de
positivos de 4 a 7,incrementindose adem&8s la lectura de los po-
sitivos.Esto nos hace pensar que en los subgrupos IIB y IIC los
Ag's se encuentran predominantemente en forma libre;mientras --
que en el subgrupo IIA se encuentran predominantemente en forma
de CIC.

El tratamiento con SDS ademfs repercute en la sensibilidad y
la eficiencia de &sta t&cnicaj;ya que la sensibilidad se incre--
menta de 46.5% a 53.5% y la eficiencia de 53.3% a 58.3%;y no se
registra cambio en la especificidad que se mantiene en 70.6%.

El Sistema 1I de ELISA aplicado a las muestras de LCR fue -
desarrollado con la finalidad de contar con un sistema més espe
ciffico y que amplifique afin mis la seflal de la reaccidén Ag-Ac
{Tabla2) .

Como puede observarse en la Tabla 9,el Sistema II propofcio-
na una sensibilidad de 78;5%;especificidad de 83.3% y eficien-

cia de 81.2% siendo mejor gue el Sistema I;aunque también debe
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considerarse gue se est@n analizando muestras diferentes,y que
quiz8 en esto radique la diferencia;ya qgue el suero presenta un
mayor contenido de protefnas que pueden estar uni&ndose de mane

ra inespecifica con los Ac's antimicobacteria.

En lo que respecta a la té&cnica de Coaglutinacidn,&sta pre-—
senta algunos problemas;entre ellos se encuentra que debido a -
las propiedades mostradas por la Protefina A (39-42)se va a unir
cualguier Ac IgG incrementando de esta manera reacciones falsas
positivas.Pero con la finalidad de disminuir la posibilidad de
las reacciones falsas positivas;el reactivo control positivo -
fue preparado con Ac's antimicobacteria purificados por columna
de afinidad (Gréfica 3);de esta manera,nos aseguramos gque al --—
Staphylococcus se estin pegando Gnicamente Ac's IgG dirigidos-—
contra Ag's proteicos de_M.tuberculosis.

Otro de los problemas suele presentarse cuando por condicio-
nes patolSgicas en la muestra existe una gran cantidad de Ac's

'IqG,lo que ocasiona una agregacifn espontdnea.Para eliminar es-—
te problema se recomienda: a)lHacer una pre—adsorcidn de la mues
tra con una suspensifn de S.aureus,o bien, b)calentar la mues——
tra durante lhr a 60°C.

Para las muestras de LCR es poco accesible aplicar el primer
método;ya que generalmente se cuenta con volfimenes pequefios de
las muestras.Por este motivo para eliminar las reacciones ines-—
pecificas observadas en nuestras muestras (Tgbla 7),las muestras

fueron tratadas con temperatura.



Sin embargo, tambi&n se cuestionb si este tratamiento podria
desnaturalizar 6§ no a los Ag's proteicos;y para averiguar esto,

el mismo tratamiento fue aplicado a las diferxentes concentracig
nes de Ag.

En la Tabla 8 podemos observar que despu&s del tratamiento -~
los Ag's proteicos siguen siendo detectados y no hay variacibn-
alguna con los resultados anteriores (Tabla 6).En lo que respec
ta a las muestras todas se negativizaron,perxo esto no se debe -
a la desnaturalizacitn de los Ag's proteicos,sino debido a que
existen cantidades pequefias en las muestras y la té&cnica de —-
Coaglutinacidn esti limitada;ya que tiene la capacidad de detec

tar hasta 5pg/ml;mientras que la t&cnica de ELISA detecta hasta
Sng/ml.
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10. CONCLUSIONES.

los sistemas de ELISA desarrollados tienen la capacidad de

‘detectar hasta 5ng/ml de Ag's proteicos.

El tratamiento de las muestras de suerc con SDS al 10% in-
crementa la sensibil;dad de la técnica de ELISA para deteg
tar Ag's proteicos de la micobacteria de un 46.5%“a 53.5%;
la eficiencia de 53.3% a 58.3%,y no ocasiona modificaci&n~
en la especificidad.

En Tb miliar los Ag's se encuentran predominantemente en -
forma de CIC;mientras que en la Tb pulmonar y la Tb ganglip
nar se encuentran en formallibre. .

El Sistema II .de ELISA aplicado a las muestras de LCR,pro-
porciona una mejor sensibilidad,especificidad y eficiencia.
La té&cnica de Coaglutinacién detedta hasta 5pg/m1 de Ag's,
y esto la limita para el diagnSstico de la enfermedad.

Los sueros del grupo control registran un 29.4% de reaccig
nes falsas positivas,lo qgue nos sugiere upa reaccidn cruza
da de los Ac's antimicobacteria con las protefnas sé&ricas.
El Sistema I de ELISA aplicado a muestras de suero no es -
de gran utilidad ;sin embargo,el Sistema II aplicado a —-
muestras de LCR puede ser (til en el diagnSstico de la -~

Th meningea.
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12. APENDTICE.

Solucién Amortiguadora de Carbonatos (0.05M,pH=9.6)
N32C03... ...... .-..1.59g
NaHCO3.............2.93g
Disolver en agua destilada y ajustar el pH antes de aforar
a ll.Conservarla a 4°C.
Solucifn Amortiguadora de Citratos (0.1M,pH=5.0)
Citrato de Sodio.....29.4g
Disolver en agua destilada y ajustar el pH con &cido fosfd
rico antes de aforar a ll.Conservarla a 4°C.
Solucifn Amortiguadora de Fosfatos-Salina (0.1M,pH=7.2}
Solucifn A (0.2M}

NaH2904.820.

Solucién B (0.2M)
NaZHPO4 anhidro.......28.49

Disolver cada una de las sales en agua destilada y aforar a
il.

Mezclar: Soluciﬁn A.....165m}
Solucién B.....335ml
NaCl.ceaeeaaass74g
Agregar agua destilada-y ajustar el pH con NaOH concentrada

antes de aforar a 1 l.Conservarla a temperatura ambiente.
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Solucifn Amortiguadora de Fosfatos-Salina (0.01ﬁ,pH=7.2)
Hacer una dilucién 1:10 de la solucidn anterior (3) con agua
destilada y ajustar el pH.Conservarla a 4°C.

Soluci&n Amortiguadora de Fosfatos-Salina con Tween 20 al
0.05%.

Tomar 100ml de la solucidn (3) y adicionar agua destilada;
posteriormente agregar 500pl de Tween 20 y aforar a 1 1 ajus
t&ndo anteg el pH a 7.2.Conservarla a 4°C.

Acido Sulffirico 2.5M.

Tomar 13.3ml de &cido sulffirico concentrado y adicionarle len
tamente al agua destilada y aforar a l00ml.Conservarle a 4°C.
Solucidn Amortiguadora de Glicina-HCl (0.1M,pH=2.8)
Glicina..... eseevs?.5g

Disolverla en agua destilada y ajustar al pH con HCl antes -
de aforar a ll.Conservarlo a 4°C.

Solucibén Amortiguadora de Tris (1.5M,pH=8.0)

Triscececaans ee--.45.4qg

Disolver en agua destilada y ajustar el pH antes de aforar -
a 250ml.Conservarle a 4°C.

Soluci6én Amortiguadora de Bicarbonatos (0.1M,pH=8.0)

Disolver en agua destilada y ajustar el pH antes de aforar

a 1 l.Conservarla a 4°C.
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11.-

12, -

13, -

Solucibdn Amortiguadora NaHCo3 0.1M;NaCl 0.5M,pH=8.3.
NaHCOzv..veveennn..n2.1g .
NaCl..i...iveeeesaaaa?7.3g

Disolver en agua destilada y éjustar el pH antes de aforar
a 250ml.Conservarila a 4°C.

Solucifn Amortiguadora de Acetatos 0.1M;NaCl 0.5M,pH=4.0
Acido acético glacial.....l.4ml
NACl.ciwsvvvoccocnrensraesala3dg

Disolve; en agua destilada y ajustar el pH antes de aforar
a 250ml.Mantenerla a 4°C.

Solucién Amortiguadora de Tris 0.1M;NaCl 0.5M,pH=8.0

0 o - ppec 9 T §
NaCl.ucceeaasnsnaesnesneas?a3g

Disolver en agua destilada ajustando el pH antes de aforar
a 250ml.Mantenerla a 4°C.

Sustrato de Peroxidasa.

O-Fenilendiamina........4mg

Per&xido de Hidr8geno...5pl

Solucidn Ambrtiguadora de Citratos...l0ml
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