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l. R E S U M E N. 

Debido a que la Tuberculosis (Tb) constituye uno de los pr~ 

blemas de salud pGblic~ más importante en nuestro pa1s;el pre

sente trabajo tiene como objetivo fundamental el desarrollo y

la estandarizaci6n de la técnica de ELISA y Coaglutinaci6n pa

ra el diagn6stico de la enfermedad.Ambas técnicas se basan en

la detección de antígenos (Ag 1 s) proteicos de M.tuberculosis -

en muestras de suero y líquido cefalorraquídeo (LCR).En el su~ 

ro de pacientes con Tb se ha demostrado la presencia de compl~ 

jos inmunes circulantes (CIC) ,a los que se encuentran asocia -

dos Ag's proteicos de M.tuberculosis.Con la finalidad de dete_s 

tar tanto Ag's libres cerno Ag's presentes en los CIC;las mues

tras de suero fueron tratadas con Oodecil sulfato de sodio (SOS) 

al 10%. 

Los resultados mostraron que la t~cnica de ELISA es más se~ 

sible que la t€cnica de Coaglutinación;ya que es capaz de de -

tectar cantidades más pequeñas de Ag's proteicos.Lo que seco~ 

cluye de este trabajo es que la t~cnica de ELISA aplicada a las 

muestras de suero.no es de gran utilidad;sin embargo,la técnica 

de ELISA (Sistema II) aplicada a las muestras de LCR si es útil 

para establecer el diagn6stico de Tb meningea. 
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2. INTRODUCCION. 

Tradicionalmente el diagnóstico de las enfermedades infec -

ciosas,se lleva a cabo,mediante el cultivo del agente infecta~ 

te.Aunque los m~todos de cultivo son de gran utilidad para el

diagn6stico cl!nico,presentan una serie de desventajas.La más

importante es el tiempo requerido Para la detecci6n e identifi 

caci6n del agente infectante.Este tiempo puede variar de uno a 

dos d!as en el caso de bacterias de rápido desarrollo;hasta a~ 

gunas semanas en el caso de virus, hongos y bacteria·s de lento

desarrollo. 

Cuando los organismos son de lento desarrollo,el tiempo re

querido es prolongado,y esto resulta de poca utilidad en el e~ 

so de pacientes con sospecha de infecci6n.Por esta razón,exis

te un gran inter~s en el desarrollo de m~todos rápidos para la 

identificación de pat6genos 6 Ag's microbianos en los liquidas 

corporales. 

La mayor~a de los ensayos rápidos se basan en la reacci6n -

Ag-Ac;que generalmente involucra la uni6n de anticuerpos (Ac's) 

marcados con los Ag's presentes en la muestra clínica. 

Existen numerosos marcadores que pueden ser utilizados para 

este tipo de ensayos;como es el caso de is6topos radioacti~os

para el Radioinmunoensayo (RIA) .Sin embargo, existen una serie

de desventajas asociadas a el uso de este tipo de r;,arcadores·. -

Algunas de ellas.son: a)La vida media de los is6topos es rel~-
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tivamente corta, b)se requiere de equipo muy sofisticado, y -

además c)existe el riesgo que el personal de laboratorio sufra 

radiaciones. 

Estas limitaciones han conducido a la búsqueda de otros si~ 

temas que proporcionen buena sensibilidad y que no requieran -

del uso de material radioactivo.Algunos de éstos sistemas son: 

Inmunodifusi6n,Inmunoelectroforesis,Inmunofluorescencia y Agl~ 

tinaci6n 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 además requieren una i~ 

terpretaci6n subjetiva de la reacci6n Ag-Ac. 

Otro tipo de marcadores útiles para indicar la reacci6n - -

Ag-Ac son las enzimas que presentan las siguientes ventajas: -

a)Ser estables, b)tener reacci6n específica sobre su sustrato, 

c)generar productos coloridos que pueden ser cuantificados, y 

dlpresentar una reacci6n altamente sensible y específica. 

Por esta raz6n,en las últimas décadas se han desarrollado -

una gran diversidad de inmunoensayos (ELISA) utilizando a las

enzimas como marcadores en la detecci6n de un gran número de -

Ag's en líquidos corporales. 

'l'al es el caso de la Tuberculosis, pa.ra la que se han desarr2 

llado demasiados sistemas inmunoenzim§ticos con el prop6sito de 

contar con una técnica rfipida y confiable para el diagn6stico -

de la enfermedad. 
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2. L TUBERCULOSIS. 

La Tuberculosis es una enfermedad infecto-contagiosa que se 

presenta principalment~ a nivel pulmonar y que adem&s puede in 

volucrar otros 6rganos y tejidos ( 4 ).El principal agente ca~ 

sante de la Tb humana es M.tuberculosis;aunque en raras ocasi2 

nes la enfermedad puede ser causada por M.bovis 6 M.africanum -

1, 7, 8 ) • 

Estos microorganismos son parásitos intracelulares capaces -

de persistir dentro de los macr6fagos haciendo uso de sus rnecE 

nismos de evasi6n como son: a)Inhibir la fusi6n fagosoma-lisos~ 

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 a 4 µ.rn de largo y de 0.2 a 0.5 14m de ancho.La pared del bac.!, 

lo se encuentra constituida por 1!pidos ,prote!nas y polisa.cá. -

ridos ( 2,3,11,12 ) • 
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A.-L!pidos. 

La pared de esta bacteria se caracteriza por tener un alto -

contenido de l!pidos que corresponden a un 60% del peso.seco de 

la bacteria.Estos se encuentran unidos en gran proporci6n a pr~ 

te!nas y polisacáridos formando las lipoprote!nas y los glicol.! 

pidas que se encuentran firmemente unidos a la parte externa de 

la pared bacteriana.Y es precisamente esta localizaci6n de los 

l!pidOs lo que le confiere a la bacteria las siguientes propie

dades: 

-Impermeabilidad a las tinciones. 

-Resistencia a la destrucci6n por ácidos y álcalis. 

-Car4cter hidr6fobo de la bacteria mostrado durante su cr~ 

cimiento en medio l~quido;por su tendencia a adherirse -

unas .ª otras y a flotar en la superficie. 

-La grari cantidad de l!pidos en ~a pared contribuye al len 

to crecimiento;ya que dificultan el paso de los nutrien

tes al interior de 1a bacteria. 

-Resistencia a la digesti6n intracelular por los macr6fa -

gos y a l"i1 actividad bactericida del complemento. 

-Se ha determinado que posiblemente los ltpidos sean los -

responsables de las reacciones celulares de los tejidos -

hacia el bacilo ( 2, 3 ) • 

B.-Polisacáridos. 

Son los componentes más abundantes en los filtrados y en ·1os 

extractos de mic?bacterias.Gran parte de éstos (glucan,manan,-
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arabinogalactan y arabinomanan) se encuentran unidos qu!micame~ 

te con l!pidos presentes en la pared bacteriana;mientras que en 

la Cera O los polisacáridos forman un complejo &ci?o mic6lico

arabinogalactan ( 2 ). 

Su funci6n en la patogenia de la Tb es incierto;aunque puede 

inducir hipersensibilidad de tipo inmediato e interferir en al

gunas reacciones Ag-Ac in vitro ( 3 ). 

C.-Fracci6n Proteica. 

Las proteínas unidas a los lipidos tienen la capacidad de -

inducir la sensibilidad a la tuberculina;y además inducir la -

producci6n de diversos Ac's.Por lo que esta fracci6n es respo~ 

sable de la respuesta inmune humoral durante la enfermedad. 

D.-Acidos Mic6licos. 

En la micobacteria se han encontrado una gran cantidad de d! 

ferentes ácidos grasos;y los &cides rnic6licos parecen ser excl~ 

sivos de la pared de Mycobacteriurn,NoCardia y Corynebacterium. 

Los ácidos nric6licos son ácidos grasos grandes, saturados, r~ 

rnificados ol.-alquil y fi-hidroxil que se encuentran en la Cera 

D y en los glicolipidos.Una mol~cula de arabinogalactan se une 

covalentemente al p~ptidoglican y alrededor de 30 residuos de -

ácidos mic6licos formando un puente entre la capa r!gida y el -

exterior y capas lipofilicas de la pared bacteriana. 
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2.2.2. Crecimiento. 

M.tuberculosis es un aerobio estricto que tiene la capacidad 

de desarrollarse en medio simple con glicerol como fuente de 

carbono y sales am6nicas como fuente de nitr6geno.Usualmente al 

medio s·e le adiciona aSparagina 6 una mezcla de aminoácidos pa

ra estimular el crecimiento e incrementar su velocidad. 

En medio líquido la bacteria crece en forma de agregados 

adherentes; formando una película sobre la superficie.La adición 

de detergentes no i6nicos como el Tween 80,ocasiona 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 unión entre ellas ( 2,10 1-

Esta bacteria muestra una extraordinaria preferencia nutri -

cional por los lípidos,y su crecimiento es estimulado por bajas 

concentraciones de ficidos grasos de cadena larga;ya que altas -

concentraciones de ~stos inhiben su crecimiento. 

M.tubcrculosis se desarrolla 6ptimamente ·a 37ªC;aunque en p~ 

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

Esta bacteria puede sobrevivir en ambiente seco durante mucho 

tiempo;pero muere rápidamente cuando se expone directamente a -

la luz ultravioleta,o bien,cuando se le somete a la ebullici6n 

y a la pasteurización ( 2 ). 
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2.3. FACTORES DE VIRULENCIA. 

Estudios realizados han mostrado que M.tuberculosis posee 

Factores de Virulencia que le confieren la capacidad de incre-

mentar su infectividad,patogenicidad e inrnunogenicidad ( 11 ).

Dentro de los Factores de Virulencia encontramos los siguientes: 

Factor Cord6n. 

Este componente bacteriano fué extra!do por Bloch de una ce

pa virulenta de M.tuberculosis con el prop6sito de indagar si -

este componente era el causante del crecimiento de la bacteria

en forma de serpentinas en medio l!quido;ya que este tipo de 

crecimiento se relacionaba con la virulencia.Posteriormente al

estudiar la composici6n de éste factor,se ha determinado que se 

encuentra constituido por el mic6sido 6,6 1 -Dimicololtrehalosa -

( 2,11,12 ) .Existen evidencias que relacionan a este Factor con 

la virulencia de la bact~ria,algunas de ellas son las siguien -

tes: 

-Es abundante en las cepas virulentas. 

-Es responsable del crecimiento en forma de serpentinas. 

-Los ratones son protegidos de la infecci6n mediante la 

inmunizaci6n con una mezcla de Factor Cord6n y albúmina 

sérica bovina metilada 6 por una transferencia pasiva ?e 

suero de conejo anti-Factor Cordón. 

-~a administraci6n subcut~nea de lOg 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 lípidos en el hígado. 

-Es un componente t6xico que in~ibe la migraci6n de los -

polimorfonuclea~es normales in vitro;ademSs estimula la

formaci6n de granulomas. 

~ 

Es un mic6sido de.elevado peso molecular,que no es una cera-

verdadera y que contiene Scidos mic6licos y glucop~ptidos.Ha ~ 

sido extraída aparentemente de la capa basal de la pared ya que 

contiene amino~cidos característicos de esta capa unidos a pal! 

meros de hexosa y hexosamina ( 2 ).Algunas de sus propiedades -

mostradas son las siguientes: 

-En ernulsi6n con cualquier Ag,la Cera O incrementa la a~ 

tigenicidad. 

-Una mezcla de ~sta cera con proteínas del bacilo;induce 

la hipersensibilidad retardada a la tuberculina. 

Sulf/itidos. 

Son lisosomotr6picos para los macr6fagos e inhiben la fusi6n 

del fagosoma con el lisosoma con la finalidad de prevenir la d~ 

gradaci6n del bacilo ( 12 );ademSs tiene la propiedad de incre

mentar la toxicidad del Factor Cord6n.Este aumento en la toxic~ 
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dad de Factor Cord6n y el impedimento de 1a formaci6n del fag~ 

lisosoma son mecanismos de la bacteria que le permiten que la 

enfermedad progrese.La inhibici6n de la fusi6n fagolisosomal -

ocasiona que la bacteria persista y se desarrolle;como canse -

cuencia la poblaci6n bacteriana se incrementa y se produce más 

Factor Cord6n y sulfátidos que contribuyen a la destrucci6n e~ 

lu1ar. 

2.4. EPIDEMIOLOGIA. 

La Tuberculosis es un problema de enormes proporciones;ya -

que se ha estimado que m~s del 50% de la poblaci6n se encuentra 

infectada.En 1985 ( 11 ) la O.M.S. estim6 que para 1986 habr!a 

de cuatro a cinco millones de nuevos Casos tipo infeccioso,y -

un namero igual de casos no infecciosos.Adem~s se ha reporta~o 

que las muertes ocasionadas por la Tb a nivel mundial alcanzan·. 

cifras entre tres y cuatro millones cada año ( 11 ). 

La incidencia de la enfermedad es más elevada en grupos so

ciales menos favorecidos que viven en condiciones socioecon6m! 

cas muy bajas y con escasa ate.nci6n rnf§dica.Otros factores que 

contribuyen a la infecci6n son:la nutrici6n,el estado inmunol~ 

gico,padecimientos coexistentes y factores de resistencia indi

vidual. 

Hasta 1970 la mortalidad registrada en los pa!ses en v!as de 

desarrollo fu~ tres veces mayor que en pa~ses desarrollados ( 7). 

- 10 -



En M~xico,la mortalidad por Tb ha disminuido gradualmente en 

loa filtimos 50 años;y hasta 1980 constituy6 la causa nGmero 11 

de mortalidad ( 13 l . 

2.5. TRANSMISION,PROFILAXIS Y CONTROL. 

La transmisi6n se lleva a cabo principalmente por v!a a~rea: 

mediante la inhalaci6n de la bacteria presente en el medio am-

biente. La transmisi6n se efectGa cuando los bacilos presentes -

en los pulmones de personas con Tb pulmonar son eliminados hacia 

el exterior en forma de pequeñas gotitas,como consecuencia de la 

tos 6 el estornudo.Las gotitas se diseminan a corta distancia,y 

quiz~ constituyen el vehtculo m~s eficaz para la difusión.Su t2, 

maño es grande, lo que les imp°ide penetrar hasta los pulmones;·-

sin embargo cuando se secan en el aire,dejan el "nGcleo de la -

gota" que mide de 1 a s.p.rn,y puede estar suspendido en el aire

durante largo tiempo.Estos núcleos son pequeños y pueden atrav~ 

sar la barrera de los cilios bronquiales y alcanzar los alveo-

los pulmonares cuando son inhalados ( 2,7,11 ). 

La probabilidad de adquirir la infecci6n est~ determinada --

por la cantidad de bacilos en el medio ambiente:y esto se encuen 

tra determinado por: a)Factores del paciente y b)Factores amblen 

tales ( 7 ) . 

Otra forma de transmisión es a trav~s de la ingestión de le-

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

Los m~todo preventivos de la infecci6n incluyen la identifi

caci6n temprana de los focos de infecci6n,su aislamiento y tra

tamiento hasta que pierdan su infectividad;la erradicaci6n de -

la Tb bovina; la pasteur.izaci6n de la leche;as! corno tarnbi.§n te

ner un buen control del medio ambiente a trav~s de una buena -

ventilaci6n y el uso de luz ultravioleta para reducir la canee~ 

traci6n de bacilds del medio ambiente. 

El m~todo preventivo que se ha utilizado en nuestro pa!s es

la administraci6n de la vacuna BCG (Bacilo Calmette Gu~rin) ,que 

proporciona protecci6n a la infecci6n. 

2.6. METODOS DE DIAGNOSTICO. 

El m~todo ideal para el diagn6stico de la Tb aún no ha sido

descrito.Las formas tradicionales de diagn6stico incluyen rn~to

dos: a)Bacteriol6gicos, b)Radiol6gicos, c)Cl!nicos e d)Inmuno-

16gicos. 

Los m~todos bacteriol6gicos de diagnc5stico existentes son P2 

co. satisfactorios; ya que presentan una baja sensibilidad y re-

qieren largos periodos de ~iernpo ( 6,14 } • 

Uno de los m~todos bacteriol6gicos para el diagn6stico,lo -

constituye la búsqueda del bacilo ácido-alcohol-resistente(BAAR) 

utilizado comúnmente para el diagn6stico 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 aan m§s baja en Tb pleural y meníngea ( 15, 

16 ) • 

El otro método de diagn6stico bacteriol6gico,lo constituye -

el aislamientq y caracterizaci6n bioquímica de M.tuberculosis -

( 9 }.Aunque éste es un método de diagn6stico seguro,presenta -

la desventaja de requerir de largos periodos de tiempo,debido,

al crecimiento lento característico de la micobacteria.Esto lo-

hace poco práctico,ya que en algunos casos el diagn6stico tar-

dío puede traer consigo consecuencias fatales. 

En algunos países la prueba cutánea de tuberculina (PPD)con~ 

tituye un m~todo de diagn6stico de la enfermedad,sin embargo;en 

México pierde su utilidad,ya que como método preventivo se uti

liza la vacuna BCG;y esto,ocasiona una alta prevalencia de PPD

positivo en la poblaci6n general.Además en algunos casos de pa

cientes con infecci6n activa,el resultado de la prueba puede ser 

negativo debido a factores inmunosupresores propios de la enfer-

medad ( 17 ). 

Desde hace algunos años se han desarrollado pruebas serol6-

gicas para hacer el diagn6stico de la Tb;entre estas pruebas se 

han utilizado:ELISA y RIA que se caracterizan por ser métodos -

de alta sensibilidad ( 18-23 ). 

Se han propuesto diversos sistemas de ELISA para la determi

naci6n de Ac's antimicobacteria ( 24-28 ) ;sin embargo, la utili

dad cl!nica que proporcionan es cuestionable ya que se ha obse~ 

vado que individuos sanos pueden presentar una reacci6n positi-
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de de Ac's a Ag's de M.tuberculosis.Esto sugiere que la presen

cia de Ac's no es indicativo de la enfermedad activa;sino que -

puede indicar una infecci6n anterior con la micobacteria;o bien, 

una infecci6n ocasionada por micobactcr~as atípicas ( 12 ). 

Tambi~n los resultados han mostrado que pacientes con Tb pue 

den tener bajos títulos de Ac's 6 no presentarlos;ya que se en

cuentran implicados en la formaci6n de CIC ( 38 )que se han de

mostrado en este tipo de pacientes ( 29-31 ) .Muchos investigad2 

res han estudiado estos CIC y han demostrado que estSn 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

terminaci6n de Ac's para el diagn6stico de la enfermedad;durante 

los últimos años se han desarrollado sistemas de ELISA para de -

tectar los Ag's micobacterianos en las muestras clínicas.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 trab~ 

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 fu~ de-

81% y su especificidad de 95%. 

En octubre del mismo año Bal y cols. ( 35 ) publicaron una -

t~cnica de inhibici6n de ELISA para detectar Ag's de la micoba~ 

teria en LCR.Los resultados obt~nidos fueron semejantes al tra

bajo anterior ( 34 );sin embargo,la t~cnica requiere de un mayor 
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tiempo y adem~s el uso de la micobacteria completa para sensib! 

lizar la placa,lo que la hace poco pr~ctica para el uso rutina

rio. 

Recientemente se ha desarrollado otros sistemas de ELISA pa-

ra determinar los Ag's en esputo ( 36 ),LCR y suero 37,38 ). 

En 1986 Krambovitis y cols. ( 38 } reportaron dos sistemas de 

ELISA para el diagn6stico de Tb en muestras de suero;ellos pro

pusieron un sistema para detectar Ac's antirnicobacteria y atro

para detectar Ag's de la micobacteria.Y observaron que la apli

caci6n de ambos sistemas incrementaba la sensibilidad y la esp~ 

cificidad;y quiz§,la aplicaci6n de ambas pruebas puada ser de -

utilidad en el diagn6stico. 

M~todo de Coaqlutinación para detectar antiqenos en l!quidos 

corporales. 

Desde hace algunas d~cadas se han desarrollado pruebas de -

agregaci6n,haciendo uso de partículas inertes como son:L§tex y 

S.aureus cepa Cowan i ( 39 ) . 

Con el incremento de los conocimientos acerca de las candi -

ciones 6ptimas para sensibilizar las partículas,se ha hecho po

sible la producci6n de reactivos estandarizados y precisos.Esta 

tecnología ha sido comercializada con part~culas de látex ( 40 ) 

y m~s recientemente Pharmacia ha utilizado partículas de Staphy

lococcus como portadoras y ha aprovechado las propiedades mas --
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tradas por la proteína de superficie de la bacteria ( 41 ). 

Varias cepas de s.aureus,coagulasa positiva,entre ellas la -

cepa Cowan !:presentan en la pared una proteína que muestra una 

reacci6n de precipitaci6n con las gama globulinas humanas norm~ 

les y con el suero normal de cobayo:esta es la Proteína A. 

Inicialmente se supuso que este constituyente bacteriano rea~ 

cionaba con Ac's producidos en respuesta a un estímulo con unª.!!. 

tígeno espec!fico,considerando este hecho como una reacci6n Ag

Ac.Sin embargo,Forsgren y SjOquist encontraron que esta reac--

ción era mediada por los fragmentos Fe de las inmunoglobulinas -

y por este motivo la denominaron "Pseudoreacci6n" ( 41 ). 

Proteína A. 

Esta proteína se localiza en la pared de S.aureus (Cowan I), 

estructuralmente consiste en una cade'na polipept!dica simple -

con peso molecular de 42,000 que no contiene cantidades sign~f1 

cativas de carbohidratos.El an~lisis de amino~cidos ha mostrado 

cuatro residuos de tirosina por mol~cula,los cuales,se encuen-

tran involucrados en la uni6n de la proteína con la fracci6n Fe 

de las inmunoglobulinas. 

Propiedades Biol6qicas. 

Su propiedad biol6gica característica es la habilidad para

interaccionar con la regi6n constante de varias clases de inm~ 

noglobulinas de mamíferos ( 42 ).Muestra cuatro sitios de uni6n 

para las fracciones Fe y el m~ximo nGrnero de mol~culas IgG (co-
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nejo y humano)que se unen a la proteína son dos formando el co~ 

plejo IgG2SPA1( 45). 

Durante la interacci6n de la proteína con la fracción Fc,se

deja libre la fracci6n Fab implicada en el reconocimiento anti

génico;de esta manera,no se interfiere en la reacci6n del Ac -

con su Ag ( 42 ) .Esta interacci6n de la Proteína A con las inm~ 

noglobulinas constituye la base de la técnica diagn6stica deno

minada:Coaglutinación; la cual,ha sido aplicada en algunos casos 

como método rápido de diagnóstico ( 46-48 ). 

Esta técnica se basa en la característica particular de el -

S.aureus (Cowan I) de presentar en la superficie gran cantidad

de Proteína A;la cual,muestra una alta afinidad por la fracción 

Fe de las inmunoglobulinas IgG subclases 1,2 y 4.Cuando el Ac -

se une a la Proteína A de la bacteria se genera el reactivo de

Coaglutinación que aglutina en presencia del Ag homólogo ( 9 ) • 

La posibilidad de detectar antígenos proteicos de la micoba~ 

teria en muestras clínicas,es de gran trascendencia ya que pue

de simplificar el diagnóstico de la enfermedad. 
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

La Tuberculosis es una enfermedad infecciosa,que 

constituye un problema de salud pública a nivel mu~ 

dial. 

Tradicionalmente el diagn6stico se establece con 

el aislamiento y cultivo de M.tuberculosis;sin ern -

bargo,esto presenta una serie de desventajas,siendo 

la rn~s importante el largo periodo que se requiere 

para el cultivo y su posterior identificaci6n. 

Tomando en cuenta que un diagn6stico tardío de -

la enfermedad puede traer consi~o consecuencias fa

tales; se hace necesario el desarrollo de t~cnicas -

r~pidas,espec!ficas y sensibles. 
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4. O B J E T I V O S. 

A) Desarroll~r y estandarizar la t~cnica de ELISA y 

Coaglutinaci6n para detectar antígenos proteicos 

de M.tuberculosis en muestras clínicas. 

B) Analizar la sensibilidad,especificidad y eficieQ 

cia de las t~cnicas desarrolladas;as! como tam -

bi~n hacer una evaluaci6n de su utilidad como m~ 

todos de diagn6stico. 
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5. H I PO T E S I S. 

" Si las t~cnicas desarrolladas ( ELZSA y Coaglutin~ 

ci6n ) proporcionan alta sensibilidad y especificidad 

para detectar antígenos proteicos de M.tuberculosis -

en las muestras cl!nicasientonces van a constituir 

t~cnicas útiles en el diagn6stico r!pido de la Tube~ 

culosis." 
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6. MATER~AL. 

Material de Laboratorio. 

El material de vidrio cornanmente uti1izado en el laborato -

rio;as! como tambi~n todo el equipo y reactivos necesarios para 

llevar a cabo el proyecto de tesis. 

Material Biol6qico. 

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 personasrlas cuales,fueron

clasificadas en los siguientes grupos. 

I.-Grupo Control:Constituido por personas que no presentaban p~ 

tologta alguna y por pacientes con enfermedad 

infecciosa diferente a Tb. 

11.-Grupo de Tubercu1osos:Constítuido por pacientes con diagn6,!! 

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

Subgrupos No.Muestras 

IA.-Individuos c1!nicamente sanos. 

IB.-Individuos con enfermedad in

fecciosa· diferente a Tb. 

II.-GRUPO DE TUBERCULOSOS 

Subgrupos 

IIA.-Tb Miliar. 

IIB.-Tb Pulmonar. 

IIC.-Tb Ganglionar. 
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TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE SUERO. 

a)Tratamiento con SOS a1 10%. 

Este tratamiento tiene corno finalidad,la liberaci6n de Ag's 

proteicos de M.tuberculosis presentes en los CIC. 

Se mezcl6 la muestra de suero en proporci6n 4:1 (v/v) con -

SOS al 10% y esta mezcla fue agitada e incubada durante 2hrs. 

a 37°C.Posteriormente se dializ6 contra PBS(O.OlM,pH=7.2)dura~ 

te 48hrs. a 4ºC;haciendo varios cambios de PBS.Las muestras fu~ 

ron conservadas en congelaci6n hasta ser analizadas. 

b)Sin tratamiento con SOS al 101. 

La finalidad es determinar los Ag's proteicos de M.tuberculo 

sis presentes en forma libre y no asociados a CIC. 

Al igual que en el tratamiento anterior la muestra de suero 

fu~ mezclada en proporci6n 4:1 (v/v),pero ahora con PBS(O.OlM, 

pH=7.2).Se mezcl6 y se mantuvo en congelaci6n hasta ser anali

zada. 

Ambos tratamientos fueron aplicados a todas ias muestras de 

suero,y despu~s fueron analizadas por la t~cnica de ELXSA (Si~ 

tema X ) para la determinaci6n de Ag's proteicos de M.tubercu

losisianalizando cada una de las muestras por duplicado. 
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ii)Muestras de LCR. 

Grupos de Estudio. 

Se cont6 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 P.or agente diferente a M. tuberculo

sis. 

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

tuberculosos diagnosticados por cuadro cl!nico 

y por cultivo positivo. 

Las muestras fueron analizadas por la t~cnica de ELISA ( Si~ 

tema II ) para determinar los Ag's proteicos de M.tuberculosis; 

analizando por 4uplicado cada una de las muestras. 

Algunas de ~atas muestras fueron además analizadas por la -

t~cnica de Coaglutinaci6n. 
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I.-GRUPO CONTROL 

Subgrupos 

i)Cultivo Negativo. 

ii)Meningitis de etio

logía diferente. 

No.Muestras 

15 

3 

II.-GRUPO DE TUBERCULOSOS. 

Subgrupos No.Muestras 

iii) Diagn6s tico confirm~ 8 

do por cultivo. 

iv)Diagn6stico confirma- 6 

do por cuadro cl!nico. 
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7. METODOLOGIA. 

OBTENCION DE ANTIGENOS PROTEICOS DE M.tuberculosis. 

Se trabaj6 con la cepa virulenta de M.tuberculosis n 37RV;la 

cual,primerarnente se hizo crecer en medio Lowenstein-Jensen y -

posteriormente se le hizo un pase al medio liquido PBY (Poska

wer-Beck-Youmans) someti€ndose a incubaci6n durante seis semanas 

a 37ºC,hasta la formaci6n de una película bacteriana sobre la -

superficie del medio. 

El medio de cultivo fue filtrado con la finalidad de separar 

la masa bacteriana de las protetnas libres en el medio;para esto, 

se utiliz6 un equipo de f iltraci6h Millipore con membranas bact~ 

riol6gicas de O.B,0.45 y 0.22 micras de diámetro del poro. 

El filtrado proteico fue precipitado con (NH 4 ) 2so4 al 42% 

que fue adicionado paulatinamente y con agitaci6n lenta y cons-

tante a 4°C.El precipitado fue centrifugado durante 30min/10000 

rpm/4°C;el sobrenadante fue desechado y el precipitado resuspeQ 

dido en PBS(O.OlM,pH=?.2) ;adicionando adem~s el inhibidor de prg 

teasas Floruro de Fenil-Metil-Sulf6xido (Sigma,Chemical Co.) a-

una concentraci6n final de Q.02\. 

Este precipitado fue dializado contra PBS(O.OlM,pH=?.2) a --

4°C haciendo varios cambios de PBS.Finalmente fue recentrifugado 

y conservado a -7BºC en alícuotas de 1 rnl. 

A este extracto proteico se le deterrnin6 la concentraci6n de 

protefnas por el m~todo de Lowry y se corrió en una electrofor~ 

sis en geles de poliacrilamida (PAGE)y condiciones desnatural! 

zantes. 
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OBTENCION DE ANTICUERPOS. 

Animales.-Se utilizaron dos conejos adultos j6venes de la raza 

Nueva Zeland~,aparentemente sanos,de aproximadamente 

2Kg de peso. 

Via de inmunizaci6n.-Intramuscular (Distribuyendo el Ag en CUE 

tro 6 cinco sitios)~ 

Protocolo de Inrnunizaci6n. 

Se obtuvo una muestra de suero previa a las inmunizaciones. 

Tiempo (Semanas) Dosis 

Primera t·· M.tuberculosis H)?RV muerta por 

cal.ar. 
lmg de extracto proteico. 
lml de Al(OH) 3 

Segunda lmg de extracto proteico y lml Al(OH) 3 
Tercera lmg de extracto proteico y lml Al(OH) 3 
cuarta lmg de extracto proteico y lml Al(OHl 3 
Quinta lmg de extracto proteico y lml Al(OH) 3 
Sexta lmg de extracto proteico y lml Al(OH)J 
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A la séptima semana los conejos fueron sangrados de la ore -

ja,y se procedi6 a evaluar la potencia del suero hiperinmune y 

e1 suero control por la técnica de ELISA.Cuando se registr6 un 

titulo de Ac's menor a 2000,éste suero fue considerado inadecu~ 

do y los animales fueron reinmunizados;mientras que t!tulos ma

yores 6 iguales de 2000 indicaron que el suero hiperinmune 

era dtil para los siguientes 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 reacci6n de los Ac's presen

tes en el suero con los Ag's proteicos de M.tuberculosis adher~ 

dos a la fase s61ida.Esta reacciOn Ag-Ac es evidenciada con un

Ac marcado con ~eroxidasa.Los sueros control de conejo también 

fueron analizados,para saber si los anticuerpos normales de 02 

nejo presentan reacci6n con los Ag's proteicos. 

La microplaca(Dynatech,Inununolon 2) fue sensibilizada con 

100 pg/ml de Ag proteico de M.tuberculosis HJ?RV'diluyendo en -

soluci6n amortiguadora de carbonatos(0.05M,pH=9.6)y adiciona~

do lOOpl/pozo e incubando toda la noche a 4°C.Al siguiente d!a 
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se lav6 la placa con 200pl/pozo de PBS-T cuatro veces y poste

riormente fue bloqueada con BSA 1%-PBS-T adicionando lOOpl/pozo. 

Se incub6 toda la noche a 4°C. 

La placa fue nuevamente lavada y se le agregaron lOOpl/pozo 

de cada dilución 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 agregó el Ac anti-IgG de conejo 

conjugado a Peroxidasa(Sigma,Chemical Co.)a diluci6n l:SOO;ad~ 

clonando lOOpl/pozo.Se incubó durante lhr a 37ºC.Se lav6 la pl~ 

ca y se adicionaron lOOpl/pozo de 0-Fenilendiamina(Sigma,Chemi

cal Co.).Se dej6 que se llevara a cabo la reacci6n enzim~tica -

y posteriormente se detuvo adicionando SOpl/pozo de u 2 so4 2.SM. 

Finalmente la placa se ley6 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 et suero hiperinmune 

fueron purificados por dos tipos de columna: 

i}Columna de Sepharosa-Prote!na A. 

ii)Columna de Afinidad. 
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i)Columna de Seeharosa 4B-Protetna A. 

Esta columna nos permite separar Ac's de tipo IgG,debido a -

la afinidad mostrada por la Proteina A.Por esta columna fueron

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

Se utiliz6 una columna de Sepharosa 4B-Prote!na ~(Pharmacia 

Fine Chernicals)de aproximadamente 6ml de volGmen.Previamente la 

columna fue lavada con PBS(O.lM,pH=B.O)y posteriormente equili

brada con PBS(O.OlM,pH=8.0) ,se aplicaron 2ml de suero de conejo 

(Hiperinrnune y control)y se incub6 durante 3hrs a 4°C. 

La columna fue lavada exhaustivamente con PBS(O.OlM,pH=B.O) 

para eliminar las proteínas s~ricas que no se pegan a la Protef 

na A,este lavado fue suspendido hasta que la lectura del eluado 

fue de o.o a 280nm. 

Para eluar el Ac se utilizaron 6ml de soluci6n amortiguadora 

de Glicina-HCl(0.1M,pH=2.B)y se colectaron fracciones de lml -

neutralizando en cada una el pH con soluci6n amortiguadora de

Tris ( 1. SM,pH=B. O) 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.Despu~s de eluar el Ac,la columna fue nuevamente equilibr~ 

da y se le adicionó Azida de Sodio al 0.05%. 

Las fracciones de mayor lectura se dializaron contra PBS 

(O.OlM,pH=7.2)a 4ºC 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 congelaci6n hasta ser utilizadas. 

ii)Columna de Afinidad. 

La purificación de Ac's por ésta columna se logra basándose 

en· la reacción Ag-Ac que se lleva a cabo entre los Ag • s prote.!_ 

cos de la columna y los Ac 1 s antimicobacteria del suero hiper -

inmune. 

Primero se conjugaron los Ag's proteicos de la rnicobacteria

a la Sepharosa activada;se pes6 lg de Sepharosa 4B activada con 

CNBr(Pharmacia Fine Chemicals)y se suspendió en lOml de HCl lmM, 

este gel fue lavado durante lSmin con 200ml de HCl lmM.Después -

la Sepharosa fue resuspendida en lOrnl de solución amortiguadora 

de NaHC03 O.lM,NaCl O.SM,pH=S.3 (Solución de acoplamiento)y 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 solución de acoplamiento.Para bloquear los grupos activos -

libres de la Sepharosa,~sta fue incubada por 2hrs a temperatura 

ambiente con soluci6n amortiguadora de Tris(O.lM,pH=S.O)con agi 

taci6n suave y constante. 

Despu~s la Sepharosa fue lavada con tres ciclos de pH alter

nante ,que consis_til5 en solucicSn arnortiguadora de Acetatos.< 6. lM, 

NaCl O.SM,pH=4.0)seguido de solución amortiguadora de Tris(O.lM, 

NaCl O.SM,pH=8.0) .Finalmente la Sepharosa fue resuspendida en -

PSS(O.OlM,pH=7.2)y se empacó en la columna. 
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Primeramente la columna de aproximadamente 2.5ml de volúmen 

fue lavada de manera exhaustiva con PBS(O.OlM,pH=7.2)y despuSs 

se le agregaron l.5ml de suero hiperinmune de conejo y se incu

b6 durante 3hrs a 4ºC. 

Despu~s la columna fue lavada con PBS(O.OlM,pH=7.2)hasta que 

el eluado resgistrara una lectura de o.o a 280nm.Para eluar el

Ac de la columna se utilizaron 4.Sml de soluci6n amortiguadora 

de Glicina-HCl(O.lM,pH=2.B) 1Y fueron colectadas fracciones de -

lml,neutralizando el pH en cada una con soluci6n amortiguadora 

de Tris(l.SM,pH=B.O). 

Todas las fracciones colectadas fueron leidas a 280nm,se gr~ 

ficaron las lecturas y se colectaron las que registraron lectu

ras m4s altas.Estas fracciones fueron dializadas contra PBS --

(0.01M,pH=7 .2)a 4ºC haciendo varios cambioq de PBS.El Ac fue -

concentrado y posteriormente centrifugado durante lOrnin/10000 

rpm/4°C.Se hicieron alícuotas y se mantuvieron en congelaci6n. 

A los Ac's purificados se les determinó concentraci6n de pro 

tetnas 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 fracci6n de los Ac's antimicobacteria purificados por CQ 

lwnna de Sepharosa 48-P~ote!na A,fueron conjugados a Biotina con 

la finalidad de desarro1lar un sistema de ELISA en el que se ~ 

plifica la señal de la reacci6n Ag-Ac. 

La concentraci6n de proteínas delAc fue ajustada a lrng/rnl -

con PBS(O.OlM,pH=7.2)y se someti6 a diálisis contra soluci6n -

~ortiguadora de NaHC03 (0.lM,pH=B.O)durante toda la noche a 4°C. 

Se pes6 lmg de N-Hidroxisuccinimido Ester de Biotina(Siqma, 

Chemical Co.),el cual,fue disuelto en lml de Dimetil Sulf6xido 

(DMSO).Se adicionaron 200pl de la mezcla de Biotina-DMSO a cada 

lml de la soluci6n proteica y se dej6 reaccionar durante 4hrs a 

temperatura ambiente con agitaci6n espor&dica y suave. 

La mezcla se dializ6 contra PBS(O.OlM,pH=7.2)durante toda la 

noche haciendo varios cambios de PBS.El Ac conjugado fue conge

lado en alicuotas pequeñas hasta ser utilizado. 

DETERMINACION DE PROTEXNAS. 

(M~todo de Lowryl 

Este es un m~todo colorim~trico que se basa en la interacci6n 

inicial de la proteína con los iones cu++ en medio alcalino for

mando un complejo,y una posterior reducci6n de los 4cidos fosfo

tQqstico y fosfomol!bdico -~ azul de tugsteno y azul de molibdeno 
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respectivamente.Esta reducción se debe a 1a acci6n del complejo 

Proteína-Cu formado inicialmente. 

Para llevar a cabo la determinaci6n de proteínas se prepararon 

previamente las siguientes soluciones: 

Soluci6n A.-SOml de Na 2co3en NaOH O.lN. 
-0.Sml de Tartrato de Na y K al 2%. 

-0.Sml de Cuso4 .su2o al 1% 

Soluci6n B.-Reactivo de Fo.lin-Ciocalteu diluido 1:2 

Est4ndar de Prote!nas. 

AlbGmina S~rica Bovina = lOOpg/ml 

CURVA DE CALIBRACION. 

No.de Tubo 2 3 4 5 7 

Est.de prote~nas (mll O.O 0.2 0.4 0.6 O.e 1.0 

Agua destilada (ml) 

Soluci6n A (mll 

l.O o.e 0.6 0.4 0.2 o.o Dil.de 
muestra 

---------- 3.0 ---------------------

Los tubos se mezclaron y se dejaron reaccionar durante lOmin. 

Soluci6n 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 SOOnm. 

Las lectura fueron graficadas (Concentración vs. o.o.) y li 

nearizadas.La lectura de las muestras se interpolaron y se de-

' terminó la concentración de proteinas. 

DESARROLLO Y ESTANDARIZACION DE LOS SISTEMAS DE ELISA. 

Fueron desarrollados dos sistemas de ELISA para la determin~ 

ci6n de Ag's proteicos de la micobacteria en las muestras de --

suero y LCR. 

El fundamento de ambos sistemas es que en la fase sólida se 

encuentra unido e1 Ac de conejo antimicobacteria que captará a 

los antígenos micobacterianos de la muestra;y ~sta reacci6n Ag-

Ac será evidenciada a trav~s de una reacci6n enzim§tica. 

i)SISTEMA I. 

Se desarrolló primeramente un sisternade ELISA,que utiliz6 c~ 

mo sistema indicador de la reacci6n Ag-Ac;un Ac de cabra anti-

BCG y posteriormente un Ac anti-IgG de cabra conjugado a Perox~ 

das a. 

ii)SISTEMA II. 

Este sistema utilizó como sistema indicador un Ac antimico -

bacteria conjugado a Biotina y posteriormente la Estreptoavidin-

Peroxidasa (EAP). - 35 -



En ambos sistemas para establecer las condiciones 6ptimas de 

trabajo se realiz6 una titulación de los Ac's antimicobacteria, 

Ac's de cabra anti-BCG y Ac's antimicobacteria conjugados a la 

Biotina. 

Despu~s de realizar varios ensayos se establecieron las con

diciones 6ptirnas para cada sistema;las que se muestran en la s~ 

guiente tabla. 

CONDICIONES OPTIMAS 

SISTEMA·I DE E LISA 

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 aplicado a.las muestras de suero (Tratadas y no tr~ 

tadas con SDS al 101). 

Primeramente la placa(Dynatech,Inununolon 2)fue señsibiiizada 

con el Ac antimicobacteria a diluci6n l:lOO;haciendo la diluci6n 

en aoluci6n amortiguadora de carbonatos(0.05H,pH•9.6)y agregan

do lOOpl/pozo;La placa fue incubada toda la noche a 4°C y al s~ 

guiente d!a lavada cuatro veces con 200pl/pozo de PBS-T.Despu!a 

fue bloqueada con lOOpl/pozo de BSA lt-PBS-T e incubada durante 

toda la noche a 4°C. 

Se agregaron las mueatra• de auero y tambi8n cantidades con~ 

cidaa da Ag'a proteicos de M.tubarculoaiall00,50,25,10 y Sng/ml) 

adicionando a todos loa pozo• lOOpl.La placa aa incub(I por lhr -

a 37°c.se lave la placa y el Ac da cabra anti-BCG fue diluido -

11100 agregando lOOpl/pozo,poateriormente •• incubl! lhr a 37°C. 

La placa fue lavada y ae hizo la diluci6n 11500 del Ac anti

IVG de cabra conjugado a Paroxidaaa(Sigma,Ch .. ical Co.)agregan

do lOOpl/pozo.Se incube lhr a 37°C. 

Huav ... nta la placa •• lave y •• agragaron lOOpl/pozo de 

0-Penilendiaaina(Sigma,Ch .. ical co.).Be dej6 que se llevara la 

reacci6n enzimltica y posteriormente fue detenida mediante la 

adici6n de 50pl/pozo de u2so4 2.SM.La placa fue leida a 490nm 

en un lector de ELISA IMinireader II,Dynatech). 
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T~cnica de ELISA (Sistema I) 
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~S:ISTEMA ·J:.I') •. 

Este sistema fue aplicado a las muestras de LCR. 

La pla.ca(Dynatech, Xmmunolon 2) fue sensibilizada con Ac a_nt_! 

micobacteria a diluci6n 1:100,haciendo la diluci6n en soluci6n 

AJDortiguadora de carbonatos(O.OSM,pH=9.6)y agregando lOOpl/pozo. 

Se incub6 toda la noche y al siguiente d1a se lav6 cuatro v~ 

ces con 200pl/pozo de PBS-T.Se agregaron lOOpl/pozo de BSA 1%

PBS-T para bloquear y se incub6 toda la noche a 4°C. 

La placa fue lavada y se adicionaron lDOpl/pozo de cada una 

de las muestr~s de LCR;as! como tambi~n cantidades conocidas de 

Ag's proteicos de M.tuberculosis(lOO,S0,25,10,S y lng/ml).Se in, 

cub6 la placa por lhr a 37ºC y posteriormente fue lavada. 

El Ac antimicobacteria-Biotina fue diluido 1:500 y se agre

garon lOOpl/pozo.La placa fue incubada por lhr a 37°C y poste

riormente fue lavada. 

La BAP(Sigma,Chemical Co.)fue diluida 1:1000 y se agregaron 

lOOpl/pozo.Nuevament.e se incub6 por lhr a 37°C y se lav6. 

Se agregaron lOOpl/pozo de o-Fenilendiamina(Sigma,Chemical 

Co.).Se dej6 que se llevara a cabo la reacci6n enzimAtica1la -

cual,fue finalmente detenida con SOpl/pozo de a 2soA 2.SM.La p1~ 

ca fue leida a 490ma en un lector de BL:ISA (Minireader :II,Dyna

tech). 

HotazLas diluciones se hicieron en BSA 1\-PBS-T. 
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T~cnica de ELISA (Sistema II) 

D 

• • • • • • 
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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 preparó -

una suspensi6n bacteriana en PBS(O.OlM,pH=7.2)estéril.Oe ésta -

suspensi6n se agregaron Sml a cada caja de medio de cultivo - -

Mueller-Hinton y se incubaron durante 24hrs a 37°C. 

A todas las cajas se les agregaron Sml de PBS(O.OlM,pH=?.2)-

est~ril y con la ayuda de una varilla de vidrio las bacterias -

fueron removidas de la superficie del medio de cultivo.Esta su~ 

pensi6n de bacterias fue colectada con la ayuda de una pipeta -

Pasteur y enseguida la suspensión se calentó en baño maría a -

( lOOªC) durante 20min.Una vez finalizado este paso la suspensión 

fue sometida a enfriamiento y se centrifug6 durante lSmin/2500-

rpm.El sobrenadante fue desechado y el paquete bacteriano fue -

lavado tres veces con PBS(0.01M,pH=7.2)est~ril,centrifugando d~ 

rante 15min/2500rpm en cada lavado. 

El paquete bacteriano fue resuspendido en Formaldeh!do 1% -

PBS estéril e incubado durante lhr a temperatura ambiente;des

pu~s se lav6 nuevamente tres veces con PBS est~ril. 

Finalmente se determin6 la cantidad de masa bacteriana obte-

nida,y en base a esto,se prepar6 la suspensi6n bacteriana al 10% 

Con PBS(O.OlM,pH=7.2)estéril.A ~sta suspensi6n se le adicion6 -

Azida de Sodio al li y se mantuvo a 4ºC hasta ser utilizada. 
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PREPARACION DEL REACTIVO DE COAGLUTINACION. 

Para sensibilizar las c~lulas bacterianas de S.aureus cepa -

Cowan I,se tomaron 2ml de la suspensi6n bacteriana y se lavaron 

tres veces con PBS(0.01M,pH=7.2) ;centrifugando en cada lavado -

durante 10rnin/2500rpm.El paquete bacteriano fue resuspendido en 

Srnl de PBS(0.01M,pH=7.2) 

Se mezcló lml de esta suspensi6n con 200pl de Ac antimicobaE 

teria purificado por la columna de afinidad (Reactivo control 

positivo). 

Por otra parte,el (Reactivo control negativo)se prepar6 de -

igual manera,pero ahora se adicionaron 200pl de Ac normal de e~ 

nejo purificado por columna de Sepharosa 4B-Prote!na A. 

Se agitaron los tubos y se incubaron durante 2hrs a tempera

tura ambienteiposteriormente las c~lulas bacterianas se lavaron 

tres veces con PBS y finalmente 1se resuspendieron en PBS a el.

volGmen inicial (lml).Este reactivo se conserv6 a 4ºC hasta ser 

utilizado. 

EVALUACION DEL REACTIVO. 

Antes de que las muestrás fueran analizadas;el reactivo de -

coaglutinaci6n 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:lOO, 

BO,GO,Sb,40,20,10~5,l y 0.1 pg/ml. 
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Para evaluar el reactivo control positivo y negativo se pro-

cedi6 de la siguiente manera: 

Se coloc6 una gota del reactivo{control positivo 6 negativo) 

sobre una placa de vidrio;posteriormente se agregó una gota de-

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

PBS.Se mezcl6 con un hisopo y se someti6 a agitación durante -

Srnin.Finalmente se hizo una evaluaci6n del grado de aglutinaci6n. 

Nota:Se procedi6 de la misma manera al analizar las muestras. 

ANALISIS ESTADISTICO. 

El tratamiento estadístico aplicado a los resultados fue el 

An4lisis de varianza;utilizando para ello los siguientes esta-

dtgrafos: 

Suma de cuadrados entre 

grupos. 

Suma total de cuadrados. 

Suma de cuadrados dentro 

de los grupos. 

Z: X~ • (E. x1+~ x2
)-(2:X¡ ~Z:X2-) 

Z: x! -E x~ -E x! 

Fcalculada = Cuadrados medios entre grupos 
Cuadrados medios dentro de grupos 
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EVALUACION DE LAS TECNICAS. 

El desarrollo de Gstas t~cnicas,hace necesaria la evaluaci6n 

de su utilidad como m~todos de diagnóstico.Por este motivo,se -

hizo la medici6n de algunos parámetros de gran importancia:Sen-

sibilidad,Especificidad y Eficiencia. 

Sensibilidad:Oefinida corno 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 para" ide~ 
tificar correctamente a todos los pacientes no e~ 

fermos. 

Especificidad = TN X 100 
TN + FN 

Eficiencia:Indica el porcentaje de pacientes correctamente el~ 

sificados por la prueba (enfermos y no enfermos). 

Donde: 

Eficiencia = ~~~T~P'--+~T~N'-~~
TP+FP+FN+TN 

TP = Verdadero positivo. 
TN = Verdadero negativo. 
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8. RESULTADOS. 

En la Figura 1 se muestra el corrimiento electroforético de-

los Ag's proteicos de M.tuberculosis cepa HJ?RV obtenidos al -

filtrar el medio de cultivo.Esta gran variedad de proteínas de 

diferente peso molecular constituyeron nuestros Ag's durante el 

presente trabajo. 

Para obtener los Ac's antimicobacteria,los conejos fueron i~ 

munizados con ~stos Ag's:y la potencia del suero fue evaluada -

con la técnica de ELISA. 

En la siguiente Tabla se muestran los resultados obtenidos -

al evaluar la potencia de sueros hiperinmune y sueros control. 

Tabla 1.-Evaluaci6n de la potencia de los sueros control (a) 
e hiperinmune (b) por la técnica de ELISA. 

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

o.o o.o o.o o.o o.o o.o 
(a) 

0.01 o.o o.o o.o o.o o.o 

(b) 
l. 73 1.50 l. 43 l. 25 l. 02 0.77 

l. 73 1.57 l. 50 l. 41 1.15 0.81 

*O.O. 490nm. 
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Como puede observarse los sueros control no presentan Ac's 

antimicobacteria;mientras que los sueros hiperinmunes mostra

ron titules mayores a 1:2000,de manera que se procedi6 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 colect~ 

das durante el proceso de purificaci6n 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 electrofor~tico de 

los Ac's,y como puede advertirse solamente se observan las ca

denas pesadas y las cadenas ligeras¡indic§ndonos esto que los -

··Ac's se encuentran puros.Para verificar los pesos moleculares -

de ambas cadenas;con los marcadores de. peso molecular se hizo -

una curva de calibraci6n que se muestra en la Gráfica 4. 

Al interpolar los valores de Rf de cada una de las cadenas,

se determin6 un peso molecular de 55,000 Kd para las cadenas p~ 

sadas y un peso de 25,000 Kd para las cadenas ligeras. 
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Ag's proteicos Marcadores de PM 

• ' 

Alb~ina Bovina 
( 66,000 Kd ) 

AlbGmina de Huevo 
( 45,000 Kd ) 

Anhidrasa Carb6ni~a 
( 29,000 Kd ) 

Figura 1.-Ag's proteicos de M.tuberculosis HJ?RV 
(Gel teñido con Azul de Coomassie) . 
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Gráfica !.-Fracciones colectadas durante la pur! 

ficaci6n de Ac's antimicobacteria por 

columna de Proteína A-Sepharosa. 
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Gr§fica 2.-Fracciones colectadas durante la purifica
ci6n de Ac • s .normales de conejo por colum

na de Sepharosa-Prote!na A. 
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Gr!fica 3.-Fracciones colectadas durante la purificaci6n 
de Ac's antimicobacteria por columna de afin! 

dad. 
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Anticuerpos Marcadores de PM 

..... ~·· .. 

t 

• Albúmina Bovina 
( 66,000 Kd) 

Albúmina de Huevo 
( 45,000 Kd) 

Anhidrasa Carbónica 
( 29,000 Kd) 

Figura 2.-Anticuerpos purificados y marcadores de 
peso molecular en electroforesis en ge

les de poliacrilamida. 
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Gr6fica 4.-Determinaci6n de pesos moleculares de las 
cadenas pesadas y ligeras. 
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An§lisis de las Muestras. 

Tácnica de ELISA. 

Previamente al análisis de la muestras;en ambos sistemas de 

ELISA (Sistema I y II)se trabaj6 con concentraciones conocidas 

de Ag's micobacterianos,con la finalidad de determinar las ca.!! 

tidades m!nimas que cada uno de los sistemas era capaz de de -

tectar.Las concentraciones variaron dé 100 a lng/ml.Los resul

tados obtenidos se muestran en la siguiente Tabla. 

Tabla 2.-Comparaci6n de los Sistemas I y II 

de ELISA para determinar la canti

dad m!nima de Aa's aue detectan. 

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

100 1.49 2.0 

50 o.97 l. 38 

25 0.56 0.90 

10 0.12 0.47 

5 0.04 0.29 

1 0.10 

PBS-T o.o o.o 

* o.o. a 490nm 
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E1 Sistema I de la t~cnica de ELISA fue aplicada a las mues

tras de suero y en la Tabla 3 se presentan los resultados de --

1as muestras de suero cuando no fueron tratadas previamente con 

SOS al l0%;mientras que en la Tabla 4 se muestran los resulta -

dos de las mismas muestras cuando fueron tratadas con SOS al 10\. 

En la Gráfica 5 se presentan los resultados cuando las mues

tras no recibieron tratamiento con SOS al 10%.En esta gr~fica -

se estableci6 un valor de corte de 0.15 de 0.0.,~stablecido con 

la media del grupo Control mas una desviaci6n estándar.Los val2 

res iguales 6 mayores a 0.15 de o.o. fueron considerados posit~ 

vos. 

En la Gráfica 6 se presentan los resultados de las muestras 

cuando fueron tratadas con SOS al 10%.En esta gráfica el valor 

de corte establecido es de 0.30 de O.O .• Este valor fue establ~ 

cido de la misma forma que en la gráfiCa anterior. 

En las Gráficas 7 y 8 se muestran los resultados por subgru

pos. 

El Sistema II de la técnica de ELISA fue aplicado a las mue~ 

tras de LCR y los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 

S,en la Gráfica 9 se muestran nuevamente los resultados.El va

lor de corte es de 0.17 de o.o. establecido con la media del -

grupo control mas una desviaci6n estandar. 
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Tabla 3.-Resultados obtenidos al analizar las muestras de suero sin ser 

previamente tratadas con SOS al 10%;por la técnica de ELISA. 

I.-Grupo Control.(n=l7) II.-Grupo de Tuberculosos.(n=43) 

Grupo IA(Sanos) Grupo IIA(TBM) Grupo IIB(TBP) Grupo IIC(TBG) 

0.04 o.os 0.12 0.21 
0.04 0.15 0.11 0.10 
0.03 0.17 0.14 0.17 
0.21 0.11 0.02 
0.17 0.09 0.12 
0.13 0.07 0.14 
0.09 0.16 0.27 
0.14 0.12 0.10 
0.09 0.17 0.15 
0.16 o.os 0.21 
o.o . 0.11 o.os 

o.os 0.19 
0.29 

Grupo IB(Enf.Dif.Tb) 0.27 

0.03 0.15 

0.06 0.12 

0.15 0.15 
0.19 0.01 0.11 0.22 

0.10 O.lS 
0.17 
0.17 
o.os 
0.12 
0.02 
0.29 
0.22 
0.10 

*o.o. 490nm. 

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 SOS al 10%~~or la t~cnica de ELISA. 

I.-Grupo Control. (n=l 7) II.-Grupo de Tuberculosos. (n=43) 

Grupo IA(Sanos) Grupo IIA(TBM) Grupo IIB (TBP) Grupo IIC(TBG) 

o. 22 0.13 0.17 0.30 
0.30 0.47 0.12 0.27 
o. 21 0.27 0.36 o. 32 
o. 28 0.34 0.16 
o. 31 0.14 0.21 
0.40 0.21 0.20 
o .10 0.33 0.38 
o .17 0.28 o. 27 
o. 27 0.38 0.24 
0.22 0.58 0.37 
o .15 0.47 0.39 

1 
v.·- o. 27 

0.34 
Grupo .IB {En.i. .Dif .'l'b) 0.35 

0.79 
0.14 0.27 
o. 21 0.28 
0.33 o. 33 
o. 04 0.27 
o. 34 0.36 
0.13 0.22 

0.35 
0.24 
o. 31 
o. 33 
0.36 
0.17 
0.36 

*º·º· 490nm. 

TBM=Tb Miliar;'XBP=Tb Pulmonar;TBG=Tb Ganglionar. 
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Gr§fica s.-Muestras de suero sin tratamiento con sos 

al 10% (Valor de Corte=0.15) 
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Gráfica 6.-Muestras de suero previamente tratadas con 

SOS al 10%. (Valor de Corte=0.30) 
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Gr&fica 7.-An~lisis de las muestras de suero sin tratamieÓto 

con SOS al 10%. 
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GrSfica 8.-AnSlisis de las muestras de suero tratadas con 

SOS al 10%. 
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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=l4) 

i)Cultivo negativo. iii)Diagn6stico confirmado 

0.19 por cultivo. 

o.o 0.09 
0.06 0.03 
o.o 0.81 
0.02 0.49 
o.o 0.52 
o.o o.o 
0.12 0.28 
0.04 0.40 
o.o 
o.o 
0.13 iv)Diagn6stico confirmado 0.06 
o.o por cuadro clínico. 
o.o o.so 

0.33 

ii)Meningitis. 0.61 
1.14 

0.19 0.26 

o.o 0.92 

0.40 

•o.o. 490nm. 
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Tácnica de Coaqlutinaci6n. 

Durante la valoraci~n de los reactivos de Coaglutinaci6n se 

obtuvieron los resultados que se muestran en la siguiente tabla: 

Tabla 6.-Ag's proteicos sin temperatura. 

Ag's 

100 

80 

60 

50 

40 

20 

10 

5 

0.5 

PBS 

(pg/rnl) R.C. (-) R.C. (+) 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

R.C. (-)=Reactivo control negativo. 

R.C.(+)=Reactivo control positivo. 

Oespu~s de probar los reactivos,se procedi6 a analizar las 

muestras de LCR;utilizando como control positivo lOOpg/ml de

A9' s proteicos de M.tuberculosis y PBS corno control negativo. 

Se seleccionaron 20 muestras de ~CR,incluyendo 10 9el qrupo 

control y 10 del grupo de tuberculosos.Los resultados obteni -

dos se muestran en la siguiente Tabla. 
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Tabla 7.-An§lisis de las muestras de LCR 

por Coaglutinaci6n. 

Grupo Control Grupo de Tuberculosos. 

Mta. R.c. C-1 R.C. {+) Mta. R.C. (-) R.C. (+) 

l + + l + + 
2 + + 2 + + 
3 + + 3 + + 
4 + + 4 + + 
5 + + 5 + + 

6 + + 6 + + 

7 + + 7 + + 
8 + + 8 + + 
9 + + 9 + + 
10 + + 10 + + 

Para eliminar las reacciones inespectficas: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 8 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 despu~s 

del tratamiento con temperatura. 
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Tabla 8.-Ag's tratados con 

temperatura. 

Ant!genos R.C. (-) R.C. (+) 
(pg/ml.) 

100 + 

80 + 

60 + 

50 + 

40 + 

20 + 

10 + 

+ 

0.5 

PBS 
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Sensibilidad,Especificidad y Eficiencia. 

Para evaluar los sistemas de ELISA y la t~cnica de Coagluti

naci6n como m~todos de diagn6stico se calcularon parámetros que 

en la siguiente tabla se muestran: 

Tabla lO.-Evaluaci6n de la t~cnica de ELISA y 

Coaglutinaci6n. 

Sens. (%) Esp. (%) 

Suero sin tratar con SOS. 46.5 70.6 

(Sistema I) 

Suero tratado con sos. 53.5 70.6 

(Sistema I) 

LCR. (Sistema II) 78.5 83.3 

Coaglutinac.Í.6n (LCR) o.o 100 
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53.3 

58.3 
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An~lisis Estad!stico. 

E1 an~lisis de Varianza fue aplicado a los resultados de la 

t~cnica de EL1SA.las hip6tesis consideradas fueron: 

H0=No hay diferencia entre e1 Grupo Control y el Grupo de Tube~ 

culosos. 

Ha=Si hay diferencia entre ambos grupos. 

REachace H0si Fcalculada '> F de tablas. 

Tabla 9.-Comparaci6n entre F calculada y F de 

tablas. 

A)Suero sin tratar con SOS al 10%. 

F calcul.ada=S. 38:::> F tablas=4. O 

B)Suero tratado con SOS al 10%. 

F calcul.ada=6.9:::- F tablas=4.0 

c)LCR. 

F calcu1ada=42 > F tablas=4. O 

Para los tres casos se rechaza H
0 

y concluimos que si exis

te una diferencia estad1sticamente significativa entre ambÓs -

grupos a p<: O.OS. 
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9. DISCUSION. 

Los sistemas desarrollados para la t~cnica de ELXSA mostra

traron la capacidad de detectar cantidades muy pequeñas de Ag's 

protei~os (Sng/ml),esto puede observarse en la Tabla 2;también

puede advertirse que el Sistema II amp1if ica 1a señal de la -

reacci6n Ag-Ac ya que a las mismas concentraciones de Ag las -

lecturas obtenidas en este sistema san m~s. altas en comparaci6n 

con el Sistema I. 

En los pacientes con Tb se ha demostrado la pres~ncia de CIC, 

a los que se encuentran asociados Ac's de tipo IgG,IgA e IgM y 

Ag's micobacteríanos (29-32) .Estos CIC se forman con los produc 

tos de secrec16n eliminados por la bacteria hacia el exterior,-

- entre los cuales,se encuentran las proteinas.Estos productos de 

desecho posteriormente llegan a los l!quidos 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 analizarnos las muestras de 

suero sin tratar1as previamente con sos al 10% con la finalidad 

·de detectar Ag's en su forma libre;y tambi~n analizamos las -

muestras de suero tratadas previamente con SOS.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). 

Corno puede observarse en las Gr~ficas 5 y 6 todos los valci

res al ~qual que ~l valor de corte se incrementaron con el tra-
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tamiento con SDS;este comportamiento puede constituir una evi

dencia de que se están liberando los Ag's de los CIC y que se

est5n detectando junto con los que se encuentran libres. 

Cabe hacer énfasis en el comportamiento por subgrupos mostr~ 

do en las Gr5ficas 7 y. B. En lo que se refiere al grupo control 

(IA y IB)el tratamiento con SOS 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 tuberculosos; sin 

·embargo,si se advierte una diferencia en el grupo IIA;ya que -

cuando se da el tratamiento con sos se incrementa el nGmero de 

positivos de 4 a ?,incrementándose además la lectura de los po

sitivos.Esto nos hace pensar que en los subgrupos IIB y IIC los 

Ag 1 s se encuentran predominantemente en forma libre:mientras -

que en el subgrupo IIA s~ encuentran predominantemente en forma 

de CIC. 

El tratamiento con SOS ademfis repercute en la sensibilidad y 

la eficiencia de ésta técnica;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 II de ELISA aplicado a las muestras de LCR fue -

desarrollado con la finalidad de contar con un sistema m&s esp~ 

c!f ico y que amplifique aGn m§s la señal de la reacción Ag-Ac 

(Tabl.a2). 

Corno puede observarse en la Tabla 9,el Sistema 11 proporcio

na una sensibilidad de 78.5\;especificidad de 83.3% y eficien

cia de 81.2% siendo mejor que el Sistema I;aunque tambi~n debe 
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considerarse que se est§n analizando muestras diferentes,y que 

quiz~ en esto radique la diferencia;ya que el suero presenta un 

mayor contenido de prote!nas que pueden estar uniándose de man~ 

ra inespec!fica con los Ac's antimicobacteria. 

En lo que respecta a la tácnica de Coaglutinaci6n,ásta pre

senta algunos problemas;entre ellos se encuentra que debido a -

las propiedades mostradas por la Proteína A (39-42)se va a unir 

cualquier 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 {Gr§fica J);de esta manera,nos aseguramos que al -

Staphylococcus se están pegando únicamente Ac's IgG dirigidos-

,,. contra Ag' s proteicos de M. tuberculosis. 

Otro de los problemas suele presenbarse cuando por condicio

nes patol6gicas en la muestra existe una gran cantidad de Ac's 

IgG,lo que ocasiona una agregaci6n espontánea.Para eliminar es

te problema se recomienda: a)Hacer una pre-adsorción de la mue~ 

tra con una suspensi6n de S.aureus,o bien, b)calentar l.a mues-

tra durante lhr a 60°C. 

Para las muestras de LCR es poco accesible aplicar el primer 

m~todo;ya que generalmente se cuenta con volúmenes pequeños de 

las muestras.Por este motivo para eliminar las reacciones ines

pec!ficas observadas en nuestras muestras (Tabla 7),las muestras 

fueron tratadas con temperatura. 
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Sin embargo,también se cuestion6 si este tratamiento podr!a 

desnaturalizar 6 no a los Ag's proteicos;y para averiguar esto~ 

el mismo tratamiento_ fue aplicado a las diferentes concentraci.2 

nes de Ag. 

En la Tabla B podem~s observar que despu~s del tratamiento -

los Ag's proteicos siguen siendo detectados y no hay variaci6n

alguna c?n los resultados anteriores (Tabla 6).En lo que respe~ 

ta a las muestras todas se negativizaron,pero esto no se debe -

a la desnaturalizaci6n de los Ag's proteicos,sino debido a que 

existen cantidades pequeñas en las muestras y la t~cnica de -

Coaglutinación est5 limitada;ya que tiene la capacidad de dete~ 

tar hasta Spg/ml;mientras que la técnica de ELISA detecta hasta 

5ng/ml. 
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10. CONCLUSIONES. 

1.- los sistemas ~e ELISA desarrollados tienen la capacidad de 

·detectar hasta Sng/ml de Ag's proteicos. 

2.- El tratamiento de las muestras de suero con SOS a1 10% in-

crementa la sensibilidad de la t~cnica de ELISA para detec 

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 modificaci6n-· 

en la especificidad. 

3.- En Tb miliar los Ag's se encuentran predominantemente en -

forma de CIC;mientras que en la Tb pulmonar y la Tb gan.gli,2 

nar se encuentran en forma libre. 

4.- El Sistema II .de ELISA aplicado a las muestras de.LCR,pro-

porciona una mejor .sensibilidad,especificidad y eficiencia. 

5.- La t~cnica de Coaglutinaci6n deteCta hasta Spg/ml de Ag's, 

y esto 1a limita para el diagn6stico de la enfermedad. 

6.- Los sueros del grupo control registran un 29.4% de reacci2 

nes falsas positivas,lo que nos sugiere una reacci6n cruz~ 

da de los Ac 1 s antimicobacteria con las proteínas s~ricas. 

7.- El Sistema I de ELISA aplicado a muestras de suero no es -

de g~an utilidad ;sin embargo,el Sistema II aplicado a --

muestras de LCR puede ser Gtil en el diagn6stico de la -

Tb meníngea. 
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12. A P E N O I C E. 

1.- Soluci6n Amortiguadora de Carbonatos (0.05M,pH=9.6) 

Na2co3 ••••••••••••• l. 59g 

NaHC03 ••••••••••••• 2. 93g 

Disolver en agua destilada y ajustar el pH antes de aforar 

a 11.Conservarla a 4°C. 

2.- Soluci6n Amortiguadora de Citratos (O.lM,pH~5.0) 

Citrato de Sodio •••• ·• 29.4g 

Disolver en agua destilada y ajustar el pH con ácido fosf~ 

rico antes de aforar a 11.Conservarla a 4ºC. 

3.- Soluci6n Amortiguadora de Fosfatos-Salina (0.1M,pH=7.2) 

Soluci6n A (0.2M) 

NaH2Po 4 .H20 •.•..•..•.• 27.6g 

Soluci6n B (0.2M) 

Na2HP04 anhidro ••••••• 28.4g 

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

11. 

Mezclar: Soluci6n A ••••• 165ml 

Soluci6n B ••••• 335ml 

NaCl. •••••••••• 74g 

Agregar agua destilada y ajusear el pH con NaOH concentrada 

antes de aforar a 1 l.Conservarla a temperatura ambiente. 
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4.- So1uci6n Amortiguadora de Fosfatos-Sa1ina (0.01M 1 pH=7.2) 

Hacer una diluci6n 1:10 de la soluci6n anterior (3) con agua 

destilada y ajustar el pH.Conservarla a 4°C. 

5.- Soluci6n Amortiguadora de Fosfatos-Salina con Tween 20 al 

0.05%. 

Tomar lOOml de la soluci6n (3) y adicionar agua destilada; 

posteriormente agregar 500pl de Tween 20 y aforar a 1 1 aju~ 

tanda antes el pH a 7.2.Conservarla a 4°C. 

6.- Acido SulfGrico 2.SM. 

Tomar 13.3ml de ~cido sulfGrico concentrado y adicionarlo le~ 

tamente al agua desti1ada y aforar a lOOml.Conservarl9 a 4°C. 

7.- Soluci6n Amortiguadora de G1icina-HC1 (O.lM,pH=2.8) 

Glicina ••••••••••• 7.5g 

Diso1verla en agua destilada y ajustar al pH con HCl antes -

de aforar a 11.Conservarlo a 4ºC. 

8.- Soluci6n Amortiguadora de Tris (1.5M,pH=8.0) 

Tris •••••••••••••• 45. 4g 

Disolver en agua desti1ada y ajustar el pH antes de aforar -

a 250rnl.Conservar1o a 4°C. 

9.- Soluci6n Amortiguadora de Bicarbonatos {O.lM,pH=S.O) 

NaHC03 •••••••••••• 8.4g 

Disolver en agua destilada y ajustar el pH antes de aforar 

a 1 l.Conservar1a a 4°C. 
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10.- Soluci6n Amortiguadora NaHco 3 O.lM;NaCl O.SM,pH=S.3. 

NaHC03 •••••••••••••• 2. lg 

NaCl •••••••••.••••••• 7.3g 

Disolver en agua destilada y ajustar el pH antes de.aforar 

a 250ml.Conservarla a 4°C. 

11.- Soluci6n Amortiguadora de Acetatos O.lM;NaCl 0.SM,pH=4.0 

Acido acético glacial ••••• 1.4ml 

NaCl •••••••••••••••••••••• 7.3g 

Disolver en agua destilada y ajustar el pH antes de aforar 

a 250ml.Mantenerla a 4°C. 

12.- Soluci6n Amortiguadora de Tris O.lM;NaCl O.SM,pH=S.O 

Tris •••••.•••.•••••••....• 3.0g 

NaCl.. ••••••••••••••••••••• 7. 3g 

Disolver en agua destilada ajustando el pH antes de aforar 

a 250ml.Mantener1a a 4°C. 

13.- Sustrato de Peroxidasa. 

O-Fenilendiamina •••••••• 4mg 

Per6xido de Hidr6geno ••• Spl 

Soluci6n Am~rtiguadora de Citratos ••• lOml 

- 80 -


	Portada
	Índice
	1. Resumen
	2. Introducción
	3. Planteamiento del Problema
	4. Objetivos
	5. Hipótesis
	6. Material
	7. Metodología
	8. Resultados
	9. Discusión
	10. Conclusiones
	11. Bibliografía
	12. Apéndice



