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Gon el objeto de contar con un procedimiento sdeciado para el
diagndstico etioldgico oportuno de aeninzitis bacterisna, se esta-
blecieron las condiciones pars ideitificar y cuantificar el antige
no de Strept0goqgus Pneu30Niae en 1{quido cefalorraquideo de pa=--
cientes con disgnéstico omoteriolégico de memingitie por Streptoqo
ocous pneumoning, mediante la téonica de RilSA. As{, ls can idad -
afnisa detectaole del antfgenc polissoérido capeular faé de 9 g/ml
1os resultalos fueron posicivos en todos los casos de meningitis -
por SEreptoq0qaous 3NedANias v negativos en los de diferente etio-
logfa. Utilizdndo mioroplacss de poliestiremo previ sensibi
lizadas con antisuero de conejo conteniéndo aticusrpo= ocontrs 83 -
sorotipos de neunooocos, adiciondndo diferentes dilaciowes ds 1fe-
quido cefalorraqufdeo proole~s y un conjigaio de fosfatasa alcali-
na a la fraceidén de la inwmnoglovulina obtenida del antisuero A foé
posible revelar el complejo £ do oon)zgndo ¢ erpo-sntigeno
al ailadir el substrato crowogénico que se transfor=s, por sccidn -
ensinftica, en producto colorido cuva concerfracidn es pProporoio—
nal & la cantidad de antfgeno presents em el 1fquido cefalorraguf-
deo. Estos resultados no indican que con lg técnica emtatlecida -
on dste tradajo es posiscle detectar v cusntificar en lfquido cefa-
lorraqufdeo pequeidlas cantidades de antfgeno polismcérido capsular
de Strep P lae, de un :0do rdpido y eficds.
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1a aeningitis bacteriang es uns enfermedad infeccioss del o
Sistema Nervioso Central que afeots principsimeme al encéfslo y -
sus cudiertas. Ls uns enferuedsd infecciosa 3:0rtal, csasads por -
diversas bacterias, por.lo que el diagndstico de meningitis bacte-
riana congituys, uns emergencis pare evitar el d4si0 permsnente &
auerte (1,2,3). Gon ¢l sdvenimiento de los antimicrobiancs se ha -
aoditicado 1 ourso del prondstico de ls meningitis; reduciéndo la
nortalidad de 50% a 308, s menos del 105. 9in eabargo debe recale
osrse convenientemente que ls meningitis cacterians mo diagndeticy
da y no tratada es tan grave y sortal, ea ls sctumlidsd, oomo lo -
ers antes de descudrirse los antitidticos (2).

BEn nuestro 23edio los gérmense que con mayor frecuencis son =
1os csusantes de meningitis purulenta som: FITSRTOGOCONS DRAUES~ -
Bias y Hasaoenilua inflNensag, eunque el grupo de 1os miorcorganis
208 Grea negativos tienon una elevada imcidencis p 3! por
las malas condioiones higiénicas en las que vive musstre poblaciéa
€1,2,3).

En México, on el Hospital de Pediatrfa del Centro Fédico Na-s
1ional entre abtril de 1963 y diciembre de 1971 se estudiscoz 2,213
casos de pacientes con infecciones del Sistema Wervioso Ceatral -
de los cudles, las neurovirosis ocuparon el primer lugar, la senin
gitis purulentas ocuparon ol segundo lugar, el mayor porceataje de
aeningitis bacterisnas se presentsS en el grupo de recién nacidos y
laotantes. Ios Gram nezativos son la causa principsl en el recién
nacido aientres, Que 108 Gra= positivo predcainan en lsciantes, e
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colares y acultos (1).

Posterior s las observaciones de Griffith, en 1928 (4), rela-
tivas & que las célulss de nsumococo de un :ipo serolégico podfan
transformarse en célulss neumocécicas de otxo tipo in vivo, Av.ry..
Volead y I0arty desoubrieron que el oonstituyente quimico de las
oélulas neumocbcicas P le de la 16n de 2 { i6a
s ou WA,

Possieck B. y ocols. (6) usaron la técnica de Contrainmunocele-
osroforesis para la detecoidn del ant{gemo polisscfrido capsilar -
de ftXept0000qus R umoniee, en l{quido cefslorrsquideo y suerc g
diante fsta prusbe se detects hasts 50 ng/al del antfigeno. Poste—-
rioraente Harding 8. y cole. (7) provanco la téonios de ELISA y -
Contrainsunoelectroforesis encontraron que el aftodo de ELISA fué
aufs sensidle (1-3 ng/al) que el ds Contraimmmoelectroforesis --
(25-50 ng/ul). Pa terioraents Leionen ¥. (8) atilizando las téo—-
nicas de Aglutinacién en Iftex, 3wdioinmmoensayo y Contrainmunce-
leotrofordsis en mieatras de exudado de ofdo 2¢dic en pacientes -
oon otitis nedia, obtuvieron wayor sensibilidad el utilisar Gadio-
inmunoensayo detecténdo, de 5-10 ng/ml.en menor srado, Jontrainwn-
noelactrofordsis detectdndo de 50-200 ng/=l y con menor sensibilis
dad, la Aglutinacidén en lftex encontri~do e 50-200 ng/ml.
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INTRODOCCION

Ia puercs de eatrada desl gérmen, en orden de importancia, es:
respiratoria, digesiiva, cuténes, urinaris y traumitica, Aungue
existen faciores predisponentes pars que se produscs meningitis —
Por §treptooocous gneumonise, cowo por ejem 10 infeociones de vias
afreas, otitis 3edis aguda 7 orémics, sinusi:is, uuonh‘o. broneg
neunonfas y conjuntivitis purulenta.

La invasién del patégeno s Sistems Vervioso Centrsl se llevs
8 oabo por via hematétens y/o directa. Por vis hematé'ens, 1a me-
ningitis depende de becteremiss, asf loe organismos que hem coloni
3ado la nasofaringe en forms inadvertids § oon pequefios sfntomss
respiretorias invaden y slocansan los vasos ssnguinecs eubyacentss.
Bsto puede producir la afeccidén direota de los wasos que riegsn el
Sistena Nervioso Gentral. Ia vis directa es cusndo la entrads del
agente infecoiono es por contimmidad, es decir, el patdgcno se ing
tala directamnte en ol encéfalo inicidndoss de inmedisto las reap
ciones locales de congestidn y edsma, esto ocurre por extencién —
direota de un seno parmnasal & del ofdo 2edio Ymcis el mastoides y
aeninges, tan ién puede ocurrir por complicscién tardfs de frsctu-
ras de orénec. BEste tipo de via se manifiesta en el 158 de 1los ca
808 neumocdoicos estudiados.(3).

Ia reapi ia 1 dede p gran 4 ia 08
turel contra el nMeUROCOSO, ya que eatre el 40% y el 705 de las pep
sonas normales son en alguna época de su vida portadoras de neumo-
©0cos virulentos. Bntre los factores que disminuyen ésta resisten
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ois, ¥ que por lo tsnw predisp 8 la infeccidn dcica, es
tn las snorsalidades del aparato re-pirstorio, alérgias, virosis,
gases irritantes que lesionan las célalas superficiales ejerciéndo
proteccién & 1os neusccocos por inhiticién de la fagocitosis, tam=
bién 1a intoxicacidn alcohélica que abate ls sotiviisd fezocitaria
deprime ol reflejo ce 1s tos y focilits ls aspirscién :o materisl

extrado, la congestién pul~onar, desmutricién, snezia y la dedili-
dad genersl que son otras afecoiones que gyudsn : la implanta-ién

del neumocoso (1,9).

Dado que este tradajo se refiere a ama infeccién del Sistewma -
Nervioso Gentrel causado por SLreptocooqus ENAGECILSS oreemos con-
veniente haolar esneci{ficamente de éste agente causal y de lor mé-
todos inwunolégicos més usados sotuslmente pare sa identificscién
en especial 10s métodos inmunoenzimfticos particilarmente, la tée-
nica de SLISA,

Bl Streptococous pneumoniss fué aislado por prisere ves s -
partir de la caliva lumana por Pasteur en Prancia v por Sternberg
en Hetados Unidos (1881), (5,10). Ios son aipl -
lanceolados, capsulados, Oram positivos, su cépsils estd forzads -
por polistedriao que permiten una fdeil tipificacidén con anisuerve
espeof{ficos. Se observan generslments en cultivos jJéveres de mues
tras de esputos, pus, 1fquidos serosos y tejidos del cuerpo, pue-
den hallares formando cademas cortas y em 0csaciones como cocos in-
dividusles. Con la edad se vuelven Gram negativos y tienden a ld-
sarse espontén nte énte fendweno se dede a la sccién de ensimas
autol{ticas que prisero £ las odlulas A Gram negativas y
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posteriorzente les causa lisis, el proceso aatol{tico se ve esti—-
mulado por agentes tensosotivos coxo sales biliarea, por ejewplo -
el desoxicolato de sodio (2,5,9,10). Los neumococos in vitro fore
man colonias poquefing y redondas, orillantes de 0.5 a 1.5 am. de -
did=etro, presentan Alfe hemélisis en geloss sa<gre. Bl wedio s
empleado parssl orecimiento del Streptogogous pleumonisg es el cal
do de carne con ss~gre. Z coz al 105 favorece el crecimiento, fa-

iondo la £ tecién ¢ la zlucoss por 1o que hay répias pro
ducoidn de dcido léotico lo que limita su erecimiento (1,5,9,10).
Es habitante normal del aparsto respirstorio superior del nomore y
puede causar aeumonfa, sinusitis, otitie y seningitis en indivi --
duos de cualquier edad.

La pared de éste gérmen oontiene una substancis nidrocarbons~
da especf{fica de especie, ln substancia C, énte carbohidrato puede
ser precipitado por la protefma C resctiva la cufl se enciuentrs en
el suero de algunos pacientes con procesos inflanatorios necrossne
tes S neoplésicoa. lamiién se encueatrs la protefma ¥ que es snd-
losa a 1la protefna W del Jtreptococcus pYoSsnes. Aumque é9tos sn-
v{genos mo nom inzunogénicos cono lom capsulares (1,5).

Se han diferenciado nds de 85 tipos seroldgicos de neumococos
por la existenoia de polisacdridos immomolégicamente difere-tes -
on su cdpmula por 1o que éate géraen se clasifica ctomando cozo ta-
ee 108 tipos seroldézicos capsilares dcsigrados originalmente con -
nineros rowanos (9,10). El =aterial capsular es soluble en azus -
POr 10 que se le denoains “Substancia Bspecffica Solurle® (SES) -
(5,9,10), El espesor de la cdpsula se halla en relacién directs -




oon 1a velooidad de sfntesis de polisscdriao debido, a que el ngty
rial oapsular se disuelve on el 1f{quido circundsnte; por lo quo -
las edprulao se arrugsn a medida que envejecen los cultivos y s
torna ade leata 1s sintesis. las estructuras completas de sélo al
8unos tipos capsulares de los son idas y las ads
importantes son 1os de tipo III, que tienen una cépsuls compuesta
de unidades repetitivas de $01do celobiurdnioo unidos por enlaces
Beta 1-3. BEn genersl la cantidad de msterial capsular es direots-
aento proporcionsl al gredo de viralencia. Ilos tipos I, II, III,-
Vs VII, VIII y XIV son oonsiderados muy virulentos. ILos de tipo =
III por-.lo general poseen las cipsulas wis grandes y oonstituyen -
los a24s diffoiles de fagooitar por 10 qus se requiere de opsoninss
pars facilitar la fagooitosis jor los polisorfomucleares (5,9,10).
Con reapecto a las toxinas, ¢l Strepoc000qs DNAUNCTUSS en -
oreoiaiento livers una “1210lisina que es sensiole el oxfgeno llscy
da neumolinina que produce hendlisis Alfs en agar sang-e, tanbién
contiene un polisacdrido capsular y ls ensias neureuinidasa. Esta
dltisa toxina se piensa qae es la caussnte de la.toxicidad irrever
8ible y la azerte consecutiva a las infecciones aeumococicas en el
hoabre. Por otra parte, se sabe que es antigénica y que induce o
la producdién de anticuerpos neutralisantes. As{ wiseo, presents
una £ibrinolisina que e3 activa solazente em omejo (5,9,10,11).
Bl diagnéstico de meningitis bacteriame lede sospechmrse prias
cipalmente, en padecinientos agaudos febriles que se acoapaidan de &
noraalidades neurolégicas y debe confi disnte el exk et
toqufaico de 1fquido cefalorraqufdec. Hl 1fquido cefalorraqufdeo,
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en caso de meningitis bscterians ajuda, wuestrs aspecto turbdbio, auy
mnenta el ndmero de leucooitos, principalmente polimorfonucleares,
disninuye ls cantidad de glucosa, sumentan las protefnas y el ai-
oroorganisno aparece en frotis y cultivo. El diagnéstico se esta-
olece prinocipalmente 1ediaate el aislamiento y cultivo del gérmen
patégono csusal, acompaiado del estudio morfolégico y de priedas-
bioqufaicas coxo la prasba de solubilidad en bilie & la de innibj
cién del oreciziento por optoquina (1,2,5,9). Anteriormeate, el
diagnéstico de tipo se haofa por exfmen directo sobdre laminillas -
del fendmeno de Quellung (5,9,10).

¥$sodon inauneldsiges oars \a detsgeién del antleenc cscenlar
de_3treptogoocus prsugonisg.

BEn la actualidad, es posiole detectar infeccionnrs producidas
POr SRIMRTQCO0RUS RNSUMONIAR medisnte téonicas imemmolégicas de -
las cufles, se mencionan las sfs atilizadse ¢ iaportaates en la -
olfnica.

téanica d¢ Aglutinacién.- Bsta técnica es usads pars identifi
cacién del ant{geno polismcfrido capsular de SLIeDPTOCOGOUS FNAGNO-
nise en susro, orina, exudados y lfquido oefalorraqufdec. Is técni
ca implica adsorbder anticaerpo especifico a partfculss de létex -
(antiocuerpo contra antf{geno polisacirido capsular de §iregtococqus
pnsumonias) y ponerlas en contaoto con ol lfquido proslems siendo
positiva ésta prusba cuando se presents aslutinscién de las partf-
culas de ldtex (5,8,9,10,12,13).

Téonoies de Contreinmumoeleciioforesis.- 3s una técnica  de
diagndstico ripido (1-2 hrs), especffico y semsidle pars la detec-
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c1dn. de ciertas onfervedades i1Zec~10man, en ias ciilees me inolu-
ye, neningiiis oacteriain Por FLL0ItRI0QCYS 2xamdqide (6,14).

2danics de¢ 3adioinmuncenssyo.- Bs una téonica con un alto --
8rado de sensicvilidad 7 especificidal ya que se aa alcansado a de-
teotar, de 5-1) ng/al de antfgeno polimacdri.o capwi.ar de Steent
200¢19 pneisjonise (6).

2¢cnics de Xngunofldoresoonois.- 3s ana prucos aistoqufsica -
atilizads en la i1dentificacidn 7 localizacién de antfsenos cilan-
te aaticuerpos espec{ficos oonjazmios com cospae~tor fluorescentes
éstos conjiraion mon auy dtiles en la identificacidén rdpida e or-
ganismos responsacles de enfernedades imfeociocess 6 para sedir los
niveles de anticuerpos (5,16).

Como se aa menciomado, existe una ;rsn variedad Je aétodos u-
tilisados en la deteccidn de antfge10s & anticuerpos en variss -
auestraa prodleam, perd todos tienem limitaciones 7 desventajss, -
€00 por 9623103 la técaica de Radioinzunceanayo que 18 sido el -
a2dt0 .0 de¢ eleccisn por su sensibilidad y especificidsd y que sirve
para la idenzificacidn y ciatificacién de particalan de alto y oa
Jo peso a0lecular (15,16), requiere de materisl, reactivos y equi-
29 ads sofisticaud para un laboratorio clfnico, ade=ds de ser dtil
cuando se tradmja un gran nifmero de pruetas y las condiciones de -
tradajo son ouy estrictas. 7También la téecnica ie inmunofluorescen
cia es tediosa y se requiere de mis tie=po para el ensayo.

Por los inconvenientes que se han awncionado se han venido de
sarrolldndo técnicas invunoensiokticas cono es el caco de la téea
ca de SuI3A en la cufl el aaterial requeriio estd disponivble, los



reaotivos 30n entsdles, pudiéniose cuartar JOr tieapo proloazaio -
8in perter as actividad inmunogéaica v enzinética.

tealone Inmunoensinévicas.~ Bl ensayo 1 iadtico depen
ie, 1e que un antfgeno 6 anticuerpo puede ser unido s una eaziaa -
reteaidnio sus propiedaie de sotividad, izmmolégics v ensiadtica
Tespectivanente 21 el conjugado remltante. Los prizeros trabajos
en éste oanpo fueron dirigidos en principio s ia ddservacida vie—-
sual para la localisacidn de an:f-ends, fueron en 1967 Yalmne y

Pierce (34) indicaron que el método de acoplamiento de un resctivo
8 un anticuerpo es factible, tal es el ocsso de la Immofluorescey
oia. Bl primer ensayo inmunoensisétioco fué por Sterncers y ools.
(1970). Bllos estimarcn 10s resultados visualme:te de¢ maners and
loga a la Inmunofluorescencia, la ventsja es que el enssyo inmuno-
ensiaftico resulta un color que pusde ser observadio sin el uso de
un aparato en especial. Los sigauientes pesos en el desarrollo el
ensayo inmunoensimdtico, fueroa anidos el snt{geno & anzicuerpo so
luocle a una fase 36lida en la cufl la resotiviial de los coaponen=
tes innunolégicos son retenidos. BEstas faeron las bases pars la
técnica de sLISA 6 Anflisis Inmanoadsorbente mmido & uana enziaa, -
cuyos pioneros fueron Engvall y Perlmemn en 1971-1972 (17).
IféonicA de SLI3A.- Técnica de Sasayo de Inmunosdsorbencis li-
gado a una Bnzina, ésta téonicn se ha 1saio extensamente pera la -
deteccidn de horumas (13) mles como insulina, cortisdl, y projes
terona eatre otras, tanouién ha 31do usada pars sedir el aatfge=o -
carcinoeabrionario (CSA), sien-o Engvall y Perlzann los que aan de
terainado anticuerpos, para eate ant{geno, por ésta téonics (17).
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Zsta metodologia es usnis on el ilagnéntico ¢ enfermudades tanto

00 infecoiosas 0010 infecciosas y es aquf dozle tiene zavor aplica
0ién. 0Cozxo en el csso de ant{genos de Brucells (16), en 13 dete--
c0idén del antf{ieno polisacdrido capmilar de SIreRt0coccus 210430~
aiae (7), en la detecoidn de anifgeros le Hasgophilas influencae -
tipo b (19) y enfermeisien parasitarias (19), amplifndose oain vez

ade su uso.

AsRegtos 3et0doléxicos.~ Ia praueba e =LI'A puede ser compety
tiva, {nairecta y de Joble snticaerpo & sandwich.

Bl aétodo cuagetitivo es isado en ls deteccién y semicuantifi
csoidn de anc{genos; el anticuerpo especffico es sdsordiuo a la fe
se 86lida, se adi:ions 1s muestra a prooar, que sapuestame+ite con-
tiene el antfgeno y posterioraents el antfgeno ligado s uns enzims
86 incuca para permitir la reaccidn antficno anticuerpo. Al adi-
cionar el substrato de la ensims los posos que solamente contienen
la ensima li3nda 3l ant{geno maestraa coloracién, debido a que 1la
inhioicidn del camdio de color en 10s POOS cCOn SASATINS 8 Prooer
es proporcional a la cantidad el antfgeno presente en la naestrs,
éste 26todo competitivo se aestra en la fizura 1 (16).

3l adtodo indirecto se pusde usar en la aeteccién v seaicusn=
tificacién de anticaerpos. 51 antfseno empecfZico es aisorbido a
1a ase sSlida. As{ se adiciona el mies0 a prooar y & varias dilu
ciones, se incaba y se lava, se asrega ona enzims 'wrlida e uns sn-
tiglotulina y se deja remccionar, en segui:a la placs es lavaia y
el suoatrato de la enzima es sJiiciomauo, se hace chservacién vi-—
sual el color producico., ILa Jegradacidn lel subairato ticne por
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resultado un camdio de color. Ia cantidad y voloci.ad del cambio
46 golor es diroccazente proporcional a la cantidad de anticuerpos
en ¢l suero probado, Bste cétodo se musstras en la figurs 2 (16).

El método de doole anticuerpo 6 sandwich se deteotsn ant{ge-
nos. Kl santiouerpo empecf{fico purificazo es adsorbido a la Zase
86l1da (diluvéndolo en solucién sleslina). Se adicions ls solu-
odén a proocar que 8¢ piensa contiene el sntfzeno, se incuba y se
lava, 2ajo éatas condicioies, se adiciona un comple)o enzi=s-gn-
ticuerpo (anti-anti{geno), posteriormente se agrega el aibstrato -
de la enczina, el caabio de color es proporcional s ls cantiaa!l de
ant{geno en solaoidn probdlems. Hl procedimieanto a segrr co=o se
auestra en la figurs 3 (16).

Respecto & la fage sélida usada hay ans gren variedad de sud
stratos que 86 aan usado como son cslulosa, poliscrilani:a, varios
tipos de plésticos y tuoos de poliestirenc. El uso de microplacas
son sin duda, 3és coavenientes pars la realizacidm de un Sran mine

9.0

o de pruebas, ademés de que se requi pegq: ie re

aotivos y auestras.

Las placas de poliestireno de Zérmala especial son mejorocs pa
ra la adsoroién de wdltiples antf{genos protéicos & lipoprotéicos.
Ia sensioilizacidn se lleva a ocaco por adsorcién pasiva en solu—
oién alcalina. las placas de cloruro je polivinil son dtiies pars
adasrir, en foraa siailar, con antizuerpo en el sisteaa de doble -
anticuerpo 6 saandwich. Deben guardarse las con:iciones Sptizas de
conoentracién lel reactivo, tiempo le incubacidén, temperatara y pd
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FIGURA 1 KETODO COMPETITIVO DE ELISA PARA
ENSAYO DE ANTIGENOS.

ANTICUERPO ADSORBIDO A -
LA SUPERFICIE DE LA PlA-

CA.
ADICICH DE LA ENZIMA ADICION DE LA ENZIMA
LIGADA AL ANTIGENO « LIGADA AL ANTIiGENO

ANTIGENO SIN CONOCER

N\
S\l
N\

ADICION DEL SUB
STRATO DE LA ENZIMA.

HIDROLISIS DEL SU3STRATO = ANTIGENO LIGADO
DIFERENCIA ENTRE 3a Y 3b = ANTIGENO SIN CONOCER.
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FIGURA 2 METODO INBIRECTO DE ELISA PARA
MEDIR ANTICUERPO.

1.- ANTIGENO ADSORBIDO A LA FLACA.

'

2,- ADICION DEL SUERO ( ANTICUERPO-
ESPECIFICO ES UNIDO AL ANTIGENO )

3.- ADICION DE LA ENZIMA LIGADA A LA
ANTIGLOBULINA LA CUAL ATACA AL -
ANTICUERPO.

SOR- @D

]

0 o
883,

R
o L)
LAY

%.- ADICION DEL SUBSTRATO.
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™

LA HIDROLISIS ES DIRECTAMENTE PROPORCIONAL A LA
CANTIDAD DEL ANTICUERPO PRESENTE
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FIGUKA 3 METOSC DE DOBLE ANTICUERPO O SANDaICh
DE ELISA PARA MEDIR ANTIGENO.

1.- EL ANTICUERPO ADSCRBIDO A LA PLACA

<

—

2.- ADICION DE LA SOLUCION A PROBAR
( CONTENIENDO EL ANTIGENO ).

3,- ADICION DE LA ENZIMA LIGADA AL
ANTICUERPO ESPECIFICO.

O\ DSI e\

D.OD.%
LY 4 lo
ce L4

os

8.~ ADICION DEL SUSSTRATO A LA ENZIMA. -

€%

CANTIDAD DE HIDROLISIS = CANTIDAD DE ANTIGENO
* PRESENTE.
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pars una cuens ceaccidn o8jo lss caracter{aticas necesarias del -
sintema. kn la sensibilizacién con pronfm se usan qongentra=—
otones de 1-10 ug/ml de protefna en solucién azortijusiora -o car-
oonaton y el tiempo de adsorcidn es de 2 a ¢ horas a 4°C (15,16).
Lar guestras decerdn diluirse en solucidn amortiguadors de
foafatos pH 7.4 conteniénio ua sgente humectarts cormo el Iween 20
en concentracién de 0.05%, pars prevenir la adsorcién inespec{fices
8 la fase sélila. Bn algunos casos es nocesario incluir ana prote
{na adicional 0020 por eje=rlo ia slbfmina pare reducir el fondo &

nespeo{fico 6 adsorcidn de partfculas inespesc{ficas.

Bl conjugado usado en éste ensayo incluye un gren nimero de -
encimas que se han investigado por su utilidad, estabilidad, alta
reactividad y disponibtilidad, tomendo en cuenta que el substrato -
requerido para la resccién cubre las zismas cuslidades. Algunss -
enzizan que llenan éstos requisitos y afs comunmente ussdss sons -~
peroxidasa de rdbano, fosfatasa slcalina, glacoss oxidssa y Beta -
salactooxidasa (16,21). Ias ensimas pueden ser unidas & anticuer-
pos 6 a ant{genos por medio ie un agente ligante, uno de los =fs -
usados es el glutarslden{do.

Avreseas (21) deserioe dos métodos psra unir ensimss a antige
nos 6 a anticuerpos v son referidos coos =étodo en un paso y a‘tg,
do en d0s pasos. Kl m€todo conocido cozo d¢e un peso, es lo alto
ren.iaiento de conjugado y fdcil de llevarlo a cabo. Consiste en
aezolar la entias que puede ser fosfqtasa alcalinma, glucoss oxids~
sa y peroxiiasa entre otras, el anticuerpo y el agente ligante, se
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zozclan y posteriormente se dializa. El método de dos pasos es -
ussdo pars ls resccién con perooxidasa, éste :ilene la veataja de
projucir conjugadons homogéneos : rszén de una enczima por molécula
de antiouerpo 8 antf{geno. Estos conjugedos tienen actividad 10 -
veces mayor que la de preparados por un paso. Conmsiste en que la
enzims, (antfgeno & anticuerpo) son trstados primero con el agente
ligante y entonces el anff{geno, snticuerpo & enzima es adicionada.
Alternativanente ls enziwa es tratada con un exceso de agente li--
gante renoviéndo el exceso y finalmente se prucbs la sotividsd del
eonjugado,

Bl procedimiento pars formar el oonjugado por el aftodo en un
paso uséndo el 3lutaraldehf{do es ¢l siguiente: se sabe que el glu~
taraldenfdo resccions irreversiblenents uniéndose al grupo £-amimo
ie lisina presente en las protef{nas y forsando una aunién entre e-
llas, el mecanisao de ésta reaccién afn no ha sii0 estaolecico, —
sunque hay dos posibilidades pare que el glutaraldehfdo ligue 1a
enziaa al anticuerpo (15,21). Bstos dos posibles aecani<mos son -
:08trados en la rigurs 4.

Ia fosfatasa alcalina conjugada a la immunogloculina es esta-
ule a 4°C durente seis aeses, sproximsdnments, adicionsds de um
Preservativo como 10 es la azida de socio, sin :eterioro ie 63 8¢
tividad (2), razén por la cufl em preferi:a 5or divermos iaveati-
38.0res.

Con respecto a 1los suostratos de la enzi=a es isportante que
sean estaoles, altanente reactivos y que estén iisponiblen.

Bl tiempo necesario pars qie el substrato reaccione com el
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rliUdA 4.- ULO8 ponibles mecanismon e reaccién pass fa.ore-

cer el conjugndo glutsrsldeanfdo-encziaa.
W L£
PL I - - 14
.- Ena-n{* o;{cm)’ Cut H'“ Pvo

¥ Ena-N=CH-(CH)y CH=N- Pvot

"\
2.~ Ent.-hl:: + 30Hc - (cHy)y~ CHO + "=N-Proe

CHO cHO P;m:

]
—» ovc—~CHy); CH- EH- CH,- Cr-cH-NH
&M

CcHO
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conjugndo em de 20 a 30 ain, 7 no =1s dc 1 hr. Cuando el sucstra-
to reacoiona répidazente, el tienpo & la termperaturs de incudacidn
de dicho substrato serd =enor. Uve aquf que, el tienpo y la tenpe-
ratara de incubacién iependerf de la reactividad del sudstrato. la
resccidén del nabstrsto se suspende yor la adicién le ua éciio & -
an slcalf fuerte.

Bl conjugado de fosfa:asa alcalina tieme como maostratd el -
Penitrofenil fosfato, éste es coiveniente ya qie posee las propie-
dades antes wenoionadas; adeads le que re adquiere em forma de ta-
bletas, las cufles pueden ser guar:adas a 4°C por largo tieapo ~ia
perder sus Propiedades. Ia actividad de le ensisa con dicho side-
trato es alta y da un producto awmrillo que e= estaole por zucho -
tieapo (15, 21).



-21-

OpJELXI U~

vebido A que 108 métolos enzimfticos proveen una gran ayuda
en el dingnéstico rdpido v oportuno, 4e enferaedades infecciosas,
en el laboratorio clfnico y toréndo en cusnta la estabiliacad de -
108 reactivos utilizados, planieamos 10s riziieate« objetivos pa-
T detestar por al mécodo de :LISA, aicfgenos te S3prestocoggus -
Eneumoniae en 1{quido cefalorraquf{leo ‘e aumanos.

I.- ddsqueda y ootenoién de las coniiciones Sptimms pars es-
vandarizer la técnics Je 3LISA en la detecoidén del antfgeno polie
sacérido capsular de 3treptogoqous pneumgnige en 1{quido cefalo--
rraquideo de pacientes con diferentes psdecimientos del Sisteas -
Nervioso Central.

II.- Mediante ésta téonica, susoar un =é:0do prictico v répilo
para valorar la concentrscidn del ant{geno polisacérido capsular =
de Strepteaocous RNAURONAAS en l{quido cefalorraquideo.

III.- Svaluar la especificidad del aétodo aplicsndo é«ta técni
oa a 1{quidos cefalorraqufdeos de pacieates con sezinsitis bacte-

riana cuys etiolos{e es SEXEREOCOQCUA MEUMOULAS Y de pscientes -
con meninzitis de diferente etiologfa.
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Idauidon Cefalorragnideop.- Se odtuviercn 1{qiidos cefalorra-
qufueos de 25 pacientes con diferentes padiecimientos del Sistema
Yervioso Central, éstos lfquidos fueron obtenidos del lospital de
Pediatrfa del CMN y del Hospital Infantil de Wéxico de ls SSA. De
1los 1{quidos obtenidos se toxé ina maestrs pars cultivo y diagnés-
ti00 baoteriolégico del agente infecoioso, el resto se suardé em -
slicuotas de 0.5 a 3 ml. a 4°C jara ensaros de la técnica de -
ZLISA,

Soluciones Amortisuadoras.- En todos los experimentos se usé
una solucidén emortigusdors de fosfatos (PBS) pH 7.4 como stock, la
oudl contiene NaCl 1.36 M, ES1 0.026 N, ¥a dP0, 0.015 M. De ésta
s0luoién se partié pars preparar la solucién amortigusdors de fos-
fatos Zween 20 sl 0.05% ads albtimine dovina al 0.5% conteniéndo -
soluoién stock de fosfatos al 108 (10 ml), Zween 20 0.05% (0.053)
¥ sltdaina bovina al 0.5% (0.5 g).

Qbtencidn ¥ preparscién de antisgergs.- Pars el desarrollo -
del presente trabajo, se requirié de antisuerv contra el antigeno
#olieaciriao capsular de SEXMR000QQUR RUSUNCRIAS Pera prepersr el
conjugndo y sensibilisacién de las alcroplacas. Xos sntisueros de
cone3o espeofficos para los 83 antfgenos polisacdridos capsalares
de StreptocOQcUR SRYUMONiAS, denominaldos comerciaimevte Bacso-Pneu
30c0ccuUs antisera set fueron obtenidos de los laboratorios u4IZCO
(Detroit Michigan, USA).
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Para la preparacidn e antisueros empec{ficos el coatenido de
“eis frescos Jel antisuero se diluysron en 6 al. de FdS pHi 7.4 se
8gregaron 6 31 de ¥s,30, al 36% se agitd duarante 30 ain. tespera—
tura amoiente min iejarlo calentar, se centrifugé iarante 5 min. a
3 000 xg en centrffugn Je alts velociiad (RC-Super speed Re2rigera
ted Centrifuge Jorvall). ¥l precipitado obtenido, se lavé ¢con -
Ha,90, al 184 y el precipitado se dimolvid en 5 al de PBS p7 7.4 -
¥ se agregd uns canticad igusl de Ya,90, al 24%, ne agité y se -
centrifugd a 3 000 xg por 10 min. Bl preoipitado se lavé con -
H8,S0, al 124 y se iis0lvié en 1 31 de PiS 3% 7.4, se dialisé a -
4°0 tods una noche contrs FBS pH 7.4.

Determinagién de protefnss.- Ias protefnas del antisusro fas-
ron determinadas por el mftodo de Polin modificado (22). Bste mée
todo consiste en preparar uns solacidn stock de slodnina bovina -
fraccién V (8 ag/al). Una alicuota de ésta solacién se diluyé 50
Veces para obtener una solacidén ue 180 ug/ml. Ie concentrsoién oo
rrecta se deteraindé por la leoturs de ésta solucidn en an espectro
fotémetro (SP 8-100 PYE UYICAN) a 260 ma y smltiplicanio por el —
coeficlente de extincidén de la altximina bovina (1.515 wg/<l). Ias
auestras probleas se dilaysron 10 veces.

Se prepararon las siguientea solucioness Polin As uzco, al -
2% en Ya0H 0.1 ¥, Polin B cn@‘ al 0.03%, Polin Szl zartrato -
de potasio al 0.02%. BSszas soluciones nos dan el reac:ivo coloran
te de Po.un que se obzavo al aezclar 49 =1. de Folin A, 0.5 ml de
Polin 31 y 0.5 =1 le Polin 92. El reactivo de Polin-fenol se usé
al S50% en agua destilada. El procedimiento es el siguiente: en va
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rino tabos de ensaye de 15 X 125 se sdicionaron cantidales aazenta
das de albfmina bovins diliida 1:50 y se llevd con H,0 2 un volu--
3en do 1 al., a cads tubo se le adiciond 5 al. de reactivo colorap
te, 86 agitaron y se ie;aron reposar s teaperatura amdiente 15 zin
se agregé s cada tuco 1 3l. del reactivo de Polin-fenol sl 50 $.Se
1noubé a 50°C por 10 ain. y se dejé enfriar a tesperatura ambiente.
El sntisuero de conejo se dilayd 1510 (muestra protlesa) y se tra-
O0RJO en las uismas condiociones experimentales que lags soluciones =
pars la ourva estandard. Se trasé uma carva fe conocentraci 6n de -
prote{na contra D.0. de los problemas (antisuero de conejo coatrs

108 83 tipos de a1t{gmo polisscérido capsuler de Streptogogous --
pneumonias) se extrapolé en .ioha gréfioa (£ig.5) pars deterwinar

’

las conoentraciones de protefns.
-Obtenoddn ¥ preparmoidn del Conjusado.- Al conjugsdo anticuer
po de conejo oontra los 83 tipos de sutfgeno polissciériio capsular
de Streptogooqus pneuReniag umido a ls enxima fosfatasa slcalinas,
8¢ le deteraind su sotividad pare podsr realizar 132 técnics de -~
BLISA doble anticuerpo & dwich y asf{, prober su sensibilidad y
especfficidad como sc descride s contimmmcidas
1.~ Preparecidn del Conjugado.- Bl procediniento que se silee—
guid fué segin la técnica de Avramems llsmada de "un paso 3latarsl
denfdo” (19,20,22), en donde el antisuero se conjugé con fosfatass
aloalina (odotenida:de los ) rios SIGMA, Chemical Company), -
eontenida en frascos de S5 ag/=l de una ensinma precipitada con -
(¥H,),50,, por 10 qae fué necesario dializarla primeramente contra
PBS pd 7.4 y mesclarla con 2 ag. de anticuerpo de conejo contra
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los 85 tipos de an:fgeno capsular de SLreptocoqcus Pneuacniae, ob-
tenido coxo se 7enciond enteriormente. El glutaraldehfdo fué adi-
cionado en cantidad suficiente pars obtener una concentracién fi-
nal de 0,.2% de glutaraldeh{do, éete coaplejo se meaclé durante 2-
hrs, a teovperstura ambients, se dializé od1tra PaS pi 7.4 a 4%C du
rante toda la nocne el conjugaio resultante fué llevado a un volu-
3en final de 4 ml. con a0lucién £:IS pH 8 contenténdo 1§ de alnnimp
na oovina y 0.02% de asida de sodio. El oonjigndo resultante se -
g18rdé u 4°C pernaneciendo eatatle por més de seie weses.

2,- Cuantificacién del ant{geno polisacérido capsular conte--
nido en la vacuna PULMUVAX MS0.- 3¢ usé cowo satf{geno la vacuna -
antineumocdcica polisacérida polivalents, ésta vaouna leuominsda -
"PULMOVAX* (obtenida de los lab Ti08 Yexck Shwarp & Dohme) oop
tiene 14 tipos de antfgenos polisacéridos capsulares de Streptogo-
9qus gpeuponise tipo I, II, ITI, IV, VI, IX, XII, OX, IXIII, -
XXV, LI, IVI, en solucién isotéaica de cloruro de sodio con 0.25§
de fen0l, éstos polisaciridos fueron cuautificados con el wétodo -
de Dabois (32), doido sulfifrico=fenol que a continuacidn se descri
be: se prepard una curva de calibracién assndo una solucién estan-
dard de polisacdrido, preparsnio una solacién stock coateniendo =
200 ug de polisacérido Dextrén por ml. Ss pipeted, por duplicsdo,
diferentes cantidades variando de 20 ag s 100 ug por al en diferen
tes tubos, el volumen se ajasté a 500 al. con agua destilads, las
soluciones se trataron de la aissa manera que el problemg (500 ul)
com0 sigue: en varios suoos de 15X125 se adiciozmson cantidades -
somentadas de solucién stock de Dextrane (200 ug/al) y se llevé
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con azus destilada a 500 ul, sgregaalo 5 al. s Ze1ol el 5% 3 cada
tuoo, posteriormente dcido sulfirico cozcent:nio 2.5 2l a cada tu-
b0 y se dejaron reposar 60 sin. s temperazira ambiente. Se leyd a
V.0. de 490 na ie cads no0licidén y prodvlesma. Se aizo una curva de
concentraoidén de polisacérido coat-a J.0. a 490 na y 1a leczars ob
tenida del prodleas se extrapold en la g-éZica obtenida. la cone-
ceatracién obtenids an 1a gréfica es la concentracidn del ant{geno
polisacdrido capsular que hay en la vacuna PULMOVAX ¥Su,

3.~ Deteruinacién de la aotividad del Conjugeio.- la activie-
dad del oonjugalo (anticuerpo de oonejo contre los 83 tipos de an-
tgeno polisacdérido capsular de JtXeRtQ0COGs PRSUMONise unido s -
1la enzina fosfatasa alcalina) se determind en microplacss 3e poli-
estireno (Cooke ladoratory Products a Bivision of Dynateck Iabora-
tories Incorporated) que contenfan 96 posos con fondo en forms de
U* y con capacidad de 0.3 ml cain pozo. Ias placas fuerom prise-
ramente sensibilisadss con wnt{geno polisscérido capsnlar de Sire~
ptococcus pneumoniae (PULIAWAX 7SJ) asando 1 al ie la vacuna s s
oufl se le agregs 1 ml de solucidén anorziguaiora de caroon~<os * .=
0.1 X pH 9.6 y a oadn poxo se lo adiciond 100 ul ie solucién de -
ant{send a ana concentraoién final de 3 ug por pozo. las placas se
dejaron incucar por 2 hra. a teaparatara ambiente y despaés a 4°C
toas la noche. Posteriormente se lavaron las placms con 7353 Iween
20 BSA, ¢l comjagado sc diluyd 1:12.5 y ie ésta concentracién se -
hicieron diluciones docles sodre 1os 3iamos pogos quedsndo las di-
luciones finales del conjugalo coac sigaes 1325, 1:50, 1:100, —
11200, 13400, 1:800. Los controles qae se cieron pars =edir la
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sctividad del oconjugado fueron pozos donde habfa: a) antigeno cis
Y03 fween 20 BSA, D) copjugado solamente, c) PiS Tween 20 BSA 8g
lamente. Ias placas se izoubaron durante 1 Ar. a 37°C, en ambien-
te admedo. Kl nubstreto atilizedo se prepard con 5 mg de p-nitro-
fenil fosfato (laboratorios SIGNA) en 5 ml ae solucién enorciguadd
ra do dietanolaains sl 10% pH 9.8 (dietanclaamina 975, NaNy 0.02%,
Ngll, 0.01%), bajo értas condicioes el subatrato me adiciond a to
dos 108 pozos a rasén de 100 ul por poso. Ias placas fueron inou~
cadas a 37°0 on amoiente hdmedo durante 30 min. la reaccidn se de
tuvo por la adicidén de 50 ul de WaOil 3 ¥. Ioe resiliados se obser
varon visuslmente y la diluoién mayor donde huoo mayor colorsciém
fué la que se usd paras ascer las isguientes pruebas.

2€cpicn de BLISA.- Primeramente se ob ls ién -
de anticuerpo necesaria pars sensibtilisar las microplacas y poste-
rioraente se evaluo dicha técnica de scuerdo a la semsidiliicd y -
especificidad resaltanto.

1.~ Obtenoidn de la conoentracidn éptima de snticuerpo pegado
& 1as placas para la téonica de ELISA.- Con el objeto de saber qué
concentracién de anticuerpo era necesario pegsr & los pozos pars
qQue las pruebas Je ELISA dieran buemos resaltados, las placas se
sensidilizaron con aiferent.d tidades de antl P el
antfgeno polisacdrido capsular le SEIepsococoyus Speumonige a can-s
centraciones de 1 ug, 5 ug, 10 ag, 50 ug, 100 ug y se dejé incuser
2 hre. a temperatura ambiente, y a 4°C todn la noche. Se lavaron

las atcroplacas tres veces con PhS Tween 20. CSosteriorzente se le
agregaron a :odos los posos 3 ug del anzfgeno (PULMUVAX SJ) por
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pO30 y se incucaros 2 ws. s 37°C. A cada 70z0 se le adiciond -
100 ul del conjagado (anticuerpo contrs loa 83 tipos de ans{genos-
polisaoridos cspsulares do IEreptogocgys pigumonies 1i7mde a Zome
fatana alonlina), se de,é incudar a 37°C urante 1 ar y se lavé --
tres veces con <33 lween 20. 31 madstriio prepurado .on 5 ag de P~
nitrofenil'fonfato (1so. SIS¥A) en 5 1l de solusidr azortiguadora
de diezanolaaina al 10 pi 9.8, fad sdiclonr:d 1 cair pazo. Se in
cubaron las nioroplacas 30 ain. a 37°C deteniendo la reaceién por
adicidn de 50 al de YaO{ 3 K. Los resultados se leterainaron vi--
sualnente tomando en cuentasls caitidad de snticuerpo que pegrio a
la placa 416 una coloracién.
2.~ Curva estandard de concentrzcida del antf{gmmo polimscéri-
do oapsular de Streptococcas oREUNONiAs POr la técnica de SuISA.-
Ias nioroplacas se sensidilizaron com mticaerpo contra el anz{ge-
no polisacdrido capsular de Strentococcys pneul01iee y solacide s-
aortiguadora de carbornatos 0.1 M pd 9.6 sdicionando a cada pozo -
10 ug ae anticuerpo. lLas placas se incataroa 2 hrs. 8 te=pesmiurs
aablente y despaés a 4°C :oda la noche. Se hicieran tres lavados
con P3S Tween 20, posteriormente se agregaron iif tra
ctones le¢ mifscno (PULMOVAX MSD) en cada 70z0 como me indicé ants
1 Los les fueron 0zos cuanteniénio anticusrpo, pe-
0 no el antige10, y se procedid a trabajar de la atewm f&F-a que
que los pozos conteniénco el antfgeno. Se incabaron las wicropla=-
cas 2 hra. en anbiente hizedo a 37°C, se lavaron tres veces con -
PoS Tween 20 y se agregd a cada pozo 100 ul del conjagado dilutdo
1150, se incuod duranze 1 hr. a 37°C y ambiente hsedo. Se lave-




rvn las =icropincas tree veges con PES Tween 20, <e iee adlcio- -
né 100 4l iel auontrato p-nitrofenil foe’ato, Fr-paraio con ante=
riortdad con rolu:idn amar tisualora e dietanolaziza 175 7! 9.8. =
Se incuoé 30 =in. 8 5T°C 7 en smolente uizedo. la reaccidr fié —
detenius por 331:18n Jde 50 ul de YaO0H 3 VY. 21 coatenlio le cada -
pozo ne §1lus6 10 veces v se determiné la absorbencia er el espe-
cirofotéetro a 400 ==, 3e -1zo unt c.Iva gralic.n:d JeJ. Oodteny
da de 10+ j0zor zontrs concentracilr ‘e aat{gezo, 1sa=30 -~0m0 blap
0, el conteriid ie los pozom de ~Jntrol negitivo.

3.- fécnica ie ZuiS\ aplicade & 1{quiios cefalorrajafdecs de
pacientes con padecimientos Jel Sistens ¥ervioso Central.- Ias —
3iloroplacas fueron sensibdilizalas con 10 ug de anticuerpo por cada
POz0, 03,0 las oiszas coniiciones descritas en ls curva estandard.
Las cantidades usadas de lfquido cefalorraquf{deo proslema Zuersn -
de 100 ul de 1fquido ein 2iluir en el primer pozo de cads nilers,
en 1los sisulentes poros se hicieron diluciocnes dobles de ceda 1f-
quido zeniéndo asf: 111, 112, Y;4, 1:8, 1316, 1132. Se usd como -
oontrol negativo un 1fquido ceZalosraquideo de an pacients con =
absceso cerebral el cufl se traba;é L3ual que los otros lfquidos.
Las placas se lavaron tres veces con 2oS Tween 20. A cada pozo -
se le adioiond 100 ul del onjasado (anzicaerpo contra ansfseno ;o
lisncrido capsular de Streptocaccus cpeugonime unido s ZosZaiasa
aloalina) dilaiio 1350, se dejd incaosr 1 hx. v 37°C y a=tiente —
nixedo, se lavaron las microplacis y se adiciond s cads pozo 1720al
del sucstrato preparaio con p=nitrof:nil.fosfato en dietanolrainms,

se incudbd y se proceiié co~o ' +ido =encionado anteriorzenze.
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El contenido de cada poz0 se diluyé “‘iez veces con avTua les-
tilads 7 se leyd la absordsncia = 420 na3 ea cl @3 ectrofotd~eiro.
Pass jeterminar 1a ooncentracidén la lectura ~e extrapold, en la

ourva estandard del antigen: polimacdrido capmilar de Sgressogo--

gcus pneumoniae.
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R.39L2A00S

Qbtenoidn ie Antisyeros.- Con el objeto 2e prcperar el conju-
3sdo (anticuerpo-enziza) v .ara aensiiilizar las =icrop.acas e

00tuvo un antisuero ie :onejo conctra las 83 ipoe 4e anzf{gendos po-
lisacAridos capsulares e 3trepzocogcus Jngumonils.

La lectura de la nolucii= de aloSains bovina 1iluida 1350 -
fué 0.119 que multiplics .o por el coeficiente de extinciém de aldd
aina oovina (1,515 ~2/ml) 48 una con:eatrseidn de 180 uz/ais

0.119 X 1,515 = 0.180 ng/1l
= 180 ug/=1 ie sltninina bovins
dilaids 1350

Se tomaron diferentes alicuotas de énta solacién y la mmes--
tra proovlena se diluyé 10 veces traténiola ie acuerdo + la tdeni
ca de Polin (22) descrita en amterial y =éz0cos, los -es:ltados se
@muestran en la taola 1. Con éntas lecturas se hizo una carva es——
tandard de concentrecidén cantra v.0. a 700 na que se Taesirs en la
figure 5. Con dicha curva se pudo 1la conce 16n e 1ls

auestra procleas, ya Jue ésta curva cample la ley ie lacber y Beer
se oxtrapold la D.0. obtenida de 1a wmestra prosle~a (0.270) obdte-
niéndose en 1a curva una concentracidén de 135 ug/al cue =mlziplics
do por el factor ie dilacidén (10), se obtiene la cantided de —
1.35 ag/n1 de proteina contenida en el antisuero de cone)o contra
los 83 tipos de antigenos capsalares de Streptococguf pROIROniNe.
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al de

Tubo  Albdaw 4,0 %% . s P. Ceac. .0,

¥o, ail. 1:59 el al =l az/al 70 m
1 2.0 1 5 1 - 3.0
by 2.0 1 H] 1 -~ 0.0
2 0.2 0.8 5 1 36 2.0M
2 2.2 28 5 1 36 9.078
3 0.4 06 5 1 72 %14
3 2.4 0.6 5 1 72 2183
4 0.6 0.4 5 1 108 92.215
Y 2.6 04 5 1 108 0.215
5 2.8 0.2 5 1 s 0.276
5 2.8 0.2 5 1 14 0.278
°p - - ] 1 135  0.270
e, - - 5 1 135 0.270

®Reactivo colorante de Polin

®Reactivo de Polin Penol

Spubos conteniendo la auestra problems (anticuerpo de coze-
3o contra los 83 tipos de antfgeme polieacdrido capmular -
de 3iraptacocons. anaumoaias) diluddo 1310

fAckA I.- Curva estandard para caantificacién de proteins, -
contenida en el antisuero de comejo coatr: los 83 tipos de
antfge10n cspsalares de SIXED3T0CO0CIS RNSUMONLSE.
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FIGURA S.. Cuve steondard pare Cusniificatidn de  gvonaiee
contenide enel ontisusro @o comajo corive ics 83 tipos de anti-
onos drido de Srep

g/ @l
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Qbtencadn Jjel Coniyzsio.- X! conjugaao (anticuerpo ie coneJo
contra lom 83 tipos de ant{genos polisacdrisos capeilares ie Stre-
plococcus pneumoniase unido s la eazima fosfatasa 1lcalina), se pre
paré de mcierdo a la técnica e Avrazeas Je "un paso glutsrildenf-
do" (19,20,22), Para realizesr la técnica de ZilSA prisersmente se
prodd la actividac del ¢-njugsd®, for lo gue fué necesario cusnti-
fioar el ant{zend polisaciridv capsalar del neumococo coatealiio en
1a vazuna ?/uUVAL V©D con el fia Ze sensintilisar las mic roplacas
con la concentracidén éptias ie aizi{geno. Posteriosr-ente <e reali-
6 1a téonica de ZLISA, oca;o las ;ondiciones encontradas.

Ia cuaitificacién de dicho sntfgeno oapsular nre realizé de -
acuerdo a la técaica de Dubois. ILas condicisnes de tracejo y re-
sultados se 3uestran en la tadla IX, con dichos resultados se tre-
26 une curva de concentrsocién del ant{3eno polisacdriio contrs ls
D0+ a 490 na que se miestra en la ?ig. 6.

Ia leotura obtenida en la saestra problems fué de 0.2 que =
extrapolando en la ourva de la fisg. & 416 una concentracién de
30 ug/500ul de antfgeno polisscérido capsular del Streptogogens --
pneumonise. Cada frasco £apula de vacuna PULMOVAX NSD contiene -
500 ul por 10 que en oada frasco fapuls se tiezen 30 ug del antige
no pdlisaciriio capsular del aeamococo.

2ezerainacién de ls agtivided Jel conjusmao.- Para sader of -
el conjugado preparado texfs actividad y sader la dilucién adecua
da para que 1e realizars la técaica de ZiLiSA se realizd 1s pruebs
con diferentes diliciones del conjugado c020 ha silo menciomdo en
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Tubo Doxtrane 1,0 ®cons.  Peno W50, D.0.
B0. 200ug/al al ug/500ul 55 aml 400 ma
1 olm 0.4 20 0.5 2.5  0.494
1* 0121 0.4 20 0.5 2.5 0.8
2 0231 0.3 4 0.5 2.5 0.84
2 s2m 03 40 05 23 o5
3 03ml 0.2 60 0.5 2.5 1.4
3 0.3al 0.2 60 0.5 2.5 1.3
4 0431 02 80 0.5 2.5 1.8
¢ 0421 02 80 0.5 2.5 1.8
S 0.5 0.0 100 0.5 2.5 218
5* 0.5e 0.0 100 0.5 2.5 218
Boo. - 05 - 0.5 2.5 0.00
% - - - 0.5 2.5 0.62
b T, - - 0.5 2.5 0.6

. %goncentracién de la dilucién de Dextrame
stra probleaa

TAMLA II.- Curva estandard de conceatrmcién del poli-
sacérido dextrén con el aftodo de Dabois.
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en asterial y aétodos p4g.25. Los resultados se evaluaron visual-
aente por o) oazdio de coloracidn en todos loe pozos. Ia 1ilacidn
1350 fué la que =0stré una coloracién sdecusds (con wayor intensi-
dad) por 10 que se toxé en cuenta yara -eslizer las técnicas l¢ -
BLI3A, a majoree diliciones la intensidad de la coloracién fué --

may tenue,

Qotenoldn de 1a conzentraoidn Sesies de sntiouerpo Jegmde o
nioroolagsn para reslizar is ufonica de ZafSA doole sazicusxae §-
aandwiqh.- Pare la i6n del antiocuerpd que se ne=
cesita para sensioilisar las mioroplacas 7 poder desarrollar ls -
téonica de BuI3A, fué necesario sozensr las condiciones adecusdas-
y as{ vajo dichas condiciones realizarlas. Se sensioilizaron las-

aioroplacas con diferentes concentraciones de snticuerpo en cads -
poso como ha 81do lencionado en amterial y nécodos pég. 25, Ia di
lic1én del conjugado atadido £aé de 1:50 como as sido meacionsso,

108 pogos que tuvieron aayor coloracién fueron 109 que se seasibi-
lisaron con 10 ug, 50 ug, en 100 ul, tomando en cuents ls dtlaciéa
de 10 ug/200 ul pars sensibilisar las aicroplaces.

sécnica de ERISA.- Con el fin e evaluar la vensicilidad de la -
prueba de 3ul3A para deterninar al antf{geno cspeular del Streate-
29QCUN DRAUAGNAAS ¥ de deterzinar la cantidad de ant{geno que se -
encuentre an 1os 1fquidos cefalorraquideos de pacientes con seain=
gitis omoteriana por Streptococcus amaumollss se-reslizd 1a téonie
oa de suISA con iilucionos dodles del ant{geno capsular (vacuns =
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PTAOYAZ M3v), 000 ha siuo mencionado en material y wétoios, -
Los rosultados ootenidos bajo 11188 condiclones se encientran en
la tabla III, Con dichse lecturss 7 concent=aciozes se trazé :ma
ourva estandasrd le ooncentracidén del antizeno contra la D. 0. . =
obtenida, la ourva asf obtenida se 3aestrs en ls gréfics de 1s f3
gura 7, BEstos resultados nos indican que la ca-tidad de antf{geno
polisacdrido cspsular de $trept0000ous pnemmonise que se nloansé a
detectar fué de 9 ng/al y a cantidades majores de 580 ng/al la 0.0.
tiende s ser similar en todas las concentraciones de atigeno si-—
gulentes. A partir del punto B 1los resultados tienden a ser nori-
zontales aomo 69 hsoe notar en la misaa fignra 7. Asf del punto A
sl punto 3, los resultados dan uns nixias confiadilidad, po:r lo -
que fué en ésta zona donde se extrapold.

ddoadon de siuTSA
adeaten con padecicientes del Sisteme Yervicso Qentcal.- Psra evy
lusr la sensicilidad y especificidad de la téomboa de ZiISA, émta
se hiso & lfquidos cefalorragufdecs de 25 pacieates com padecimien
tos del Sistems Nervioso Central. Ios resultados obtenidos y léf-
des a 400 nm, son 208trados en la tabla IV. De los 25 l{quidoe ce
falorraquideos prooados seis fuerdn positivos lo cufl concuerds =
con los resultados del ciltivo, ya nque se logrS el aislsmiento de
Streptogoqoun EnAURCIANE. De éstos seis lf{qaidos, :res de ellos -
fueron positivos hasta dilucidén 1:32, cuatro hasta ailucién 1316,-
oinoe hasta dilucién 118 y 10s seis fuerom positivos a dilnoidn -
1t4, éstos resultados s0n a0STrados en la tabla IV. In éstos re—
sultados obtenidos se hace ver que la téonica de SuiSA 'a detecta-




-53-

®Ant{geno 2. 0,
ng/ml 490 na
0.28 0.01
0.57 0,04
1.4 0.2
2.28 0.3
4.5 2.4
9 0.4
18 0.55
36 0.7
(3] 0.89
146 1.0
290 1.14
580 1.26
1170 1.39
2340 1.4
4580 1.4
9300 l.44

%\ntf{geno polisacirido de m;m
aneumeniae, vacums PUL OV o

DASiA III.- Se aauestran 10s resaltados dbte-
aidos al realizar la écnica de SuISA doole
anticuerpo § sandwica don diferentes concen-

trasiones 3de satfgeno polisacirido capsalar
as~ Streprococcay pneunonieg.



400 nm
1.8
1.0 1
0.8
- ’/
-
0.2 -
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’/
T T v ~
1) 00 1000 10000
ng/mi

FIGURA 7- Cuiva de seneidilided de lo técnica de ELISA
doble po ¢ pero lo én de! anti -
Paiescdrite copiuler 60 SHIBNSSCCUS BROUMONSS.

-or-



I0R ded
©aso no. Diluciones del 108
131 132 134 138 1316 1332

1 * - * * - .
2 * * * . * .
3 * * - - - -
4 * * * - * -
s * * * - - -
6 * . + - - -

* 0ién Fositive
- 3..".“. Toativa

TARLA IV.- Sensidilidad de 1s Pécnica de ELISA
dodble enticusrpo & sandwiod Pare 1 deteccién
ded ant{geno jolisecdrido cepsular ds Strepto-
£900VP JREURCRige ea seis ICR, de pacientes con
dagnietico confirmsdo por Streptocoocus peugc-
alse.
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do el ant{geno pslisacérilo capsulsr de Stpeptogogcys Raeigonise.
Las leoturas e las 3ilucioie de un 1{1aido cefalorraqufdec
del cudl me aislé Sgtreotocogcus 27UR034a8, 8¢ exsIspolaron en la
curve Jde la fisura 7, las goncentraciones obteniias se auestran -~
on la taols V, en Zonde detectd amsta 9 ng/al del an:ifseno poli~as
ofrido oapasular, lo cufl demnestra ser sensible dicha técaicn.
Con respec:o a lu especificidad 4e la :éenica ie sulA 4doble
anticuerpo § sandmich, con lf{quiitos cefslorrsqufiecs de pacieases
con infecciones le o:ras etiologfas. 21 la tadls VI se muest-an—~

los resultados en dicha ién, od éna as{ que lor 1f—

quidos cefalorraqufdecs de diferente etiologfs =5 dieron lectura
en el espectrofotdietro a 470 nm, en lfquido sin dtluir 7 ea lfqui

dos dilaidos, los 1fquidos con etiologfs de 3rreptococed~ pAEGRO--
njae dieron leoturs hasta ls dilucidn 1:32, énd

tracién de ant{geno de 9 ng/ml éstos resultados son 35sTraioce  en
1a tabla VII, donde el grupo miscelanea consta e 7 lfquidos cefa-
lorraqufleos londe no se aisld gérmen., de and> we aislaron bacte——a
rias Gram negativas, de 0%ro con absoeso ceredral, 5 con Tubercalo
sis y uno viral.

Ia técnica de SuISA que se practicé a los 25 liquides ceZ:
rraqufdeos se evalud visualuente, dichos resilIazos se 3ueetran e3a
la tabla VIII, dando coloracidn iatense los 1f~uidos ein dilair le
pacientes con infecciones de SIXeRLOCO0INN F3S4joNiAC en las prisg
ras dilacioes, disainuyen.o la intensidad de -olor conforzv se a
luye el 1{quide.



Concentracién de Aatigeno
*Dilucidn de IGR  total zedido ( ng/=1 )

131 450
1:2 300
114 200
118 150
pERTY 35
1132 9

*Lfquido ootnomqufd-o que a diluciéner 3myores
dio leotura a 400 mn

PABIA V.~ Sensidilidad de 1la sécntcs de sLISA doble -
anticuerpo ¢ sandwich a diluoione~ de un lfquido cefa
lorraquideo problema.
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agnéntico por oultivo "h. 0.

Jiluciones Je los ICR 151 152 154 118 1316 1532

1.095 1,08 1.04 0.8 0.3 -
Neningitis purulenta 1.1 0.9 0.7 0.4 0.2 -

Streptocogous pnedme- 1.01 9.9 0.8 0.7 0.6 0.3
1.2 1.1 1.08 1.04 0.9 0.4

siag 1.2 1.12 1.09 1.06 0.9 0.3

0;6 0.5 0.3 = - -
Mp=id - - - - - -
Mpger - - - - -. - -
NpGneg - - - - - -
AC - - - - - -
w . - o T
w - - - - - -

"3e nuestran las 2.0. obu'um. Jdespaés de la reslize~
oién de la técnica de ELISA,

2ABLA VI.- in éste cuadro se muestran los diferentes resule
tados obtenidos ls yendo con esjectrofotdmetro s 400 na y en
grupos de acuerdo al diagnéstico por cultivo, de los 25 L~
quidos cefalorraquideos probados por la técnica le ZUISA en -
diferenten diluciones. Los ICR son de lar sifaienies etiolo—
gfas: Mp=Hi Meningitis pjarulenta por d. influensae; Ep3er —
feningitia purulents por géraen no aislado; MpGneg meningitis
pngnl gativo; AC a bral; ¥V zeningitis viral
NT aeningiits taberculosa.
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Concentracién
83rupo estudiado ®)ilucién ng/=l
S%rept00eQous pneuae
nias (neie canos es- 1332 9
tudiadon)

386 (cuatro casos o 8. D. S. L.
tudiaden)
Siacelanes S. 2 S. L.

SLfquide cefalorraqufdes de afecciones jue ian cusdro de -
aeningitis.
®)11us1dn nasta donde fué positiva la >raebe.

°Rete SMpo consta de varios l{quidos obtenidos de pscien-
::l con diferentes padecimientos del Sistean Yervioso Cen
.

TASLA VII.« Sn éste cuadro se muestra la especificidad de
1a técnica de BuISA doble anticuerpe § sandwich por corpe-
racién de l{quidos cefalorraquidess de 25 pacientes com &f
versos canos de aeningitis.
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Grupo estudindo Diluociones de IC2

11 132 134 158 1516 1332
Neningitis puxu e+ +0t +9¢ * -
loota orsge- 70 0 ST D
i I
Mp-Hi - - - - - -
Mpger - e e e e -
Mpineg - - - - - -
A0 - - - - - -
xv e ® ® ® .o =
»n - - - - - -

TABLA VIIT.- BEn éste cuzdro se musstra 1la detecciln del -
ant{gono poliscedrido crpsalar de $treatococeus gpeumonige
por la técnica de ELISA dotle anticuerpo sandwich, los Te—
sultados ee odtuvieron ;or observacién visusl del cashio -
de 0oloracién en la téonica de ELISA & wnrias diluciozes de
los diverzos liquidos cefalorrsqufdecs estudiados. Ias ¢
son en groporeién a la intensidad del color resultents sien
do ++++ mfxino color, +++ menor ool 1én, *+ col 160 -
Tegular, ¢ casi no hay colorscidn y - sin colorgoida. Ilos
IOR son de las siguientes eticlogiass Np-Bi Neningitis ywrn
lents por H. influsnzas; Mpger memangizis rulenta or gs
=en 20 aislsdo; Eplneg 2oningitisc por decterias Goes negaty
vos; AC abeceso ceretrsl; MV meningitis virel; MF ssningi—e
tis tuderculosa.




bISCUSION

El diagnéstico de meningitis bacterians es de gran iaporten
oia ya que, la tardanza de éste paede causar ls maerte & afeccie
nes en ol Sistems Nervioso Centrsl. S5n muestro medio, los agen—
tes que con mayor frecuencis caussn msningitis bacterians son —
Ssrepc20000us Rueusonise y jaesochilus inflususas.

Debide & 1a iaportancia en la yipidez del disgnéstico, se -
probd qus la téonics de BLISA doble snticuerpe 6 sandwich pars la
detecoidn del antigeno polisacdrido capsular de Streptococcus =
nguasniae en 1{quido cefalorraqufdeo de pacientes con meningitis
baoteriana es sensible y espec{fica y que las condiciones necesa~-
ries para dar sensibilidea soh similares a las usadas por Voller
¥y cod. (16), con algunas modificsciones. £l tiempo necesario pa~
ra el ensayo, teniendo las placas sensibilizadaes com el snticuer-
po anti-ant{geno polisacérido oapsular de P P
niae, fué de t hrs. BEste tiempo es similar sl usado por fetherall
¥y col. (18) en el ensayo de SLISA dvble anticusrpe 6 swadwich en
1a detecoién del antf{geno de jasmephilus inflosnzae tipo b, quien
tazsidn usé las condiciones deacritas por Voller y col. Warding y
oola. (5), en la detecoidén del ant{seno polisecirido capsular de
SRXeptogecoys DNNURONIRE, USATOR BAyOr Tieapo.

Bl tiempo que se necesita para realizar ésta técnica, es ae-
nor al requerido cn otros ensayos, para ls fdentificacidn de éste
aioroorganiseo como 10 es el aislamiento y ™u identificacién.

Pare evalaar la sensioilidad de la téenica de aiISA doble sn
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ticuerpo § sandwich en la detecoién del antf{geno polieacArido cap
sular de 3treptogoocus pREuUMOnise, se aizo uns curva estardard Pa
ra detectar la cantidad de éste ant{geno y probar su sensibilidad
eon 1f{quidos cezalorraqufdeos de pacientes con zeninsitis bacte—

rians ouya etiologf{a es de Strep p se. La carva es
tandard de la concentrscién del entigeno polisacérido capsular -
(vacuna PULMUVAX 4Bv) coantrs ls D.0. ootenids en la técnica de =
BuISA resulté una rccta del punio A al B (figura 7) donde el pun-
t A le corresponde la conceatracién de 9 ng/ml que fué la afnima
concentracidn detectable, y el punto B de 560 ng/ml en las conoceg
traciones de antigeno menores a 9 az/al (A), l0s puntos se des=e—
vi{an demasindo de la recta, este comportamiente tal ves ee didié
a que a dstas D.0. ne se leem estas concentreciones de s~ tigew.
A cantidades aayores de 580 ng/ml, ls lecturs tiende s ser simi--
lar por lo sue resalta una rects que tiende a ser aorisontal, de~
bido a que se pone un exceso ds sntigene el cul, n> es unido s -
los antiocuerpos y os elizitado en los lavados. Bsta recta (del -
punto A al B) ase pusde usar co=0 patrén pars detectsr casi de fop
ma cuantitativa la concentraci n del aacigeno pu..drlu capsu-
lar de SEXeptogoocus BNOURONIAS Presents en el l{quide cefslorrs~
quideo. As{ podemos decir que la técmica de SLISA fué sensiole -
gara seteotar 9 ng/al de m tfgeno polisacirido capsular 7 a canti
dades mayores de 580 ag/ml, 70 es necesario cunntificar.

Ias lecturas de las dilaciones, de wa 1{qiiio cefalorraqui-e
deo, del cafl se aisld SIIeDtococogs DPAUROTiAe me extrapolaron -
en la gréfica de la fig. 7, obteniénd as{ 242 concentrs
olones de taci{ge0, hasta una .1licién de 1332 con una coxconTrme
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o1én de 9 ng/aml.

ios resultador e ies 25 1fquidos cefalorraqufieos provados
con la téo fos de BuICA doble anticuerpo é sandeich se evaluaron
visuslmente, Jdetectando de ésta forma el ant{zeno palisacdrido -
oapsular de 3groptogocous anegmonige (Zsbla VIII) por aiferemcia
de intensidad del color obte1do, aloanzando a detectar lsver di-
ferencias de color de scuerdo a la dilacién utilizads 7 1l 182 -
probado, Ia interpretacidén visusl de un resultado sonitive § ne-
8ativo faé exacta em todos 103 casos. De tal far=a que la téeni-
oa de ZLISA se aace a3ds sencilla leyendo los resultados visualmen
te oin dejar de detectar el antigene.

Para evaluar la especifioida: de la técnics, se comperaron -
las lecturas de los ICR con afeccién causads por Sireptogogous -—-
pneunoniae con los de otras etiologfas dunde 000 resultado que -
on los 1{quidos de diferentes afecciores 710 moo csatio de colora
oién, ni lectura mientras que los sfectados por Strentogoocus —
pneumOniae si hubo cambio de colorscién lstectado vismmlmnte y -
en D.0. En la tabla YI se pueae evaluar dicha especiricidad de
la téonica ya que de 108 1f{quidos cefalorraqufdecs a los cufles -
ss lea aislé 35re030¢ocoun Hneumonioe cieron lectura hasta la die-
lucidn 1332 y les 1fquiaos de diferente etiologfa <10 atersn lectu
ra. 5n la :no0la VIII se evalia tanbien la especificidad de la -
wéonica, 1a {aterpretacidn de 139 resultados Iz visual y lss rea
colones positivas y negazivas Zaeron exxctas en tedos los casos.
Hay que amger notar que los conzroles que se atilizaron <0 nersn
los optinos, Fa qae no se paede sacar lfqaido cefalorraquideo a -



a peraonas sansn por étics profesional.

36 an reportado easayos !e SLISA parm la deteccidn del antf
Beno polisac{rido capsilar de 3320050020008 POeBAONiAS eimilar el
prezente tradajo; Doria L. y col. (27) que splicaron la técnica =
de BuI3A Joble anticuerpo sandwich pars la deteccidn del ansigeno
polinacdrido capsular de S4reptogoocus RNOURRILRS tipo IXTI en 1§
quideo, suero y esputo, uranio perlas de poli~stireno como Zase ~
86lida y 0oe0 cnzias fosfatass alcalina, alcanzande s leteciar =
assta 1 ng/ul del ant{geno. .arding y col. (6) desarrollaren 1la
técnica de SLISA dodle anticierpo 6 sandwich pars ls dececcién de
antfgeno polisacérido capsular de 3Treptogoqgua pneumonige em lf-
quido cefalorraqufdeo, suere y oriaa usando microplacas de polieg
tireno y cono ensima peroxidasa de rivano, al de a & ta
1-3 ng/al de antigeno. la diferencia de dichos resultados y 1los

obtenidos en éste tracejo se puede dederse s las condiciones en -
que se realisé la téonica cono es la fase s6lida, enziza y tiempo
de incubacién faeron diferentes.

La téonica de SLISA aunque requiere de 1fs tie=3:0 que otras
técnicas inmunoldgloas, tiene veatajas sobre Sstas como le es, el
equipo que ne es sofisticado y de =anejo especial, les reactivos
son de 2dcil scceso, el tinepo de vida del conjugale es largd -
aasta de 6 neses, por le que éata técaica es -is prictics que Sa-
dioinmuncensaro é Contrainmunoelectroforesis.
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COYCLUCIOYES

0070 <e 3ieecre #n fste trabajo la :éc-ten de :LISA no re--
qaiere de equipo sofisticado, lom renctivos sonm 2e Zicil acceso -
7 estables por 1o que la técnica es nds prictica y rdpida que o4-
trae :éonicas de diagndstico, pudiendo concluir lo aiguientes

I.- Los remiliados nuestran que lg técnica de ILISA es sen-
aiole para deteotar el antfgeno polisacfrido capsular de Sirepto-
Q6CQUS RNCUNONiAR, Y& que alcansé a detectar hmsta 9 ng/ml del —
ant{gene en lfquide cefalorraqufdeo de un psciente al cufl se le
alelo Streptogeqous Snauagniss.

IX.~ Ia téonica de >uISA es enpeciffion ya que no da reaccién
oruzada oon otros aicreerzanismos ocsusantes is meningitis, pudien
dose detectar especfficamente STrepteqogcus ERAGROTLSS.

III.~ Ia interpretacidén visual de una -eacoiln positiva 6 ne—
gativa en la téonica de ZuIJA dodle anticauerpo & sandwich que se
aplicé a los lf{quidos cefalorrasufdecs le pacientes con 2iferen—
tes padeciniencos del SWC, oconcidid le acuerdo al gérmen sislado
en cada oase, por 10 nue lg interpretacién visual de la técnics -
o8 sinilar a la interpretacidn con el espectrofotémetro, siendo -
ads sensiole con é=ts fltino.

IVe= Ia téonica de 3LISA para 1a deteccidn 2el aatfgenc poli-
aaodrido oapsilar de STreRteQeQcqA 2uedSOTiAe puede ser ueads cO-
20 una téonica inictal de disgiéstico ya que es ripida, espec{fi-
ca y sensible, seguida por otras técnices le diasmdstico.
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V.= Bn éete trnonjo se encoatré ua métedo para obtener fete-
colorizetrioame-te la conce~tradd én del antfgene polisacéride --
capsilar de 3LrepteqQoQqQua PNEUASTAee, Por lectura de D.N. y excra
polacidn an ls grifica e la fizura 7.

VI.- Debido a que énta -écnica es féoil en su desarrolle, que
ne requiere de amaterial y equipo especial, que 10s reactivos son
de ffoil acceso, por su especificidad y sensidilidsd se podrfa -~
pensar en aplicer ésta técaica om0 ie rutins, sieafs que por sus
propledades antes descritas 38 juede realizar en laboratorios de
diagnéstico clfnico, pars otros jadecisie~tos no nsda afs pars -
Streotogoqgup gnedmonige, ni unicanente en ICR sino para otres 1f
quido corpornlea.
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