V

NFOIZ
l

Q‘ 1

UNIVERSIDAL AUTONOMA™ DE GOADALAJARA®

Incorporada a la Universidad Nacicnal Auténoma de México

ESCUELA DE CIENCIAS QUIMICAS

ONOM4
S et

S

o

w

o

)
iy
Y

\o¥°

#
u"ddda en

INVESTIGACION DE ANTICUERPOS (igG) EN LIQUIDOS
CEFALORRAQUIDEOQS CONTRA MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS POR TECNICA INMUNO-ENZIMATICA,

TESIS PROFESIONAL
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
p R E S E N T A
CLAUDIA  PATRICIA MORALES CHAPA
" Asesor: Q.F.B. Marfa del Socorro Pulido Garcia
GUADALAJARA, JALISCO 1987

FALLA DT ORIGEN




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INTRODUCCTON ., . .

"GENERALIDADES

MATERTAL YV METODOS .

RESULTADOS . . . .

CONCLUSTONES

BIBLIOGRAFIA

Pag.

31
44
53

57



e

INTRODUCCT ON



EL pretente frabajo tuve como objetivo ef estudio -
de La utifidad del ensayo Tumunoenzimdtico de ELISA como_
diagnéstico precor de Hendngitis tuberculesa.

Se deteamind {munoglobulina IgG contra el Denivado
protelnico purificade de Mycobaeterium tuberculosdis (PPD),

La deteceldn de anticueapas antituberculeosod ha si-
do estudiada en mdltiples publicaciones tratando de hallar
une tenica senoligica confiadle.

Actualmente cxésten varias téenicas para este diag-
nbstico, peno no s¢ ha encontrado ninguna con rcsultados -
datisfactorios.

La tubereulosos tiene una elevada prevaleneda a ni-
vel mundial en Los palies eon bajo desarnolio, en donde el
haeinamiento y La promis ewidad facilitan su Lrasmisidn.

En nwestno pals La tuberculosis oecupa un Lugar im--
poatante como causa de montalidad, fundamentalmente en su
mani-festacidn de tuberculosis pulmonar, Bajo estas condi--
clones de frecuencia, no eé de exthaiiar La presehela de -~
jeamas extrapulmonares con Localizaciones prlicticamente en
cualquich dagane o sdstema,

La preveneidn de La tubencufosis es un problema mé-
dico v social; cuafquich medida que ayude a elfevar el ni--
vel de vida de La peblacién ¢ que disminuga Las aglomera--
eLones, ayuda a redueirla,

EL diagnfstico de Meningitis tuberculoda, La cauda
mds comidn de muerte en nlios tuberculosos, estd usualmente



basado cn La ellnica, hadlolegla y Loy datos bacteriolgi-
cody estos procedimientos tienen el inconveniente de no -~
sen cspeclficos o son de gran consumo de tiempe,

EL rcconocimienta temprane de La tubenculosis en el
Sistema Newvioso Central pon Lo tanto permanece como um --
keto para os cllnicos,

Persando en todo Lo anterion se estudid Ca cantidad
de pacientes que presentaban deséndenes en ef S{stema Nex-
vigso Central y que al trabajan el LLguide cefalorrnaquideo
de dichos pacientes econ La téenica Tuwmupoenzimdtica de --
ELISA conocer cuiles de estos pacientes presentaban anti--
ceeapos contaa PPD, thatante de sabern 54 La prucba es de -
ndpido dlagnsstico; en caso de sen provoeados Los destnde-
nes del Sistema Neavioso Central por Mycobaeterium tuber--
ctfosis y 84 cota prueba eé costeable,

Nuestro propssito en base a Los nesultados que se -
obtengan es motdivar Luvesiigaciones para conseguir el pen-
feccionamiento de esta féenlica asd como tenen un hdpido
eficiente diagnbstico,
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ASPECTOS GENERALES DEL HYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

GENLRO: MYCOBACTERTUM

Dentro del género Mycobactealwnm se incluyen a todes
aguellos microonganismos de aspecto baecifan que presentan
La propiedad de sen deido hesdstentes,

La deddo nesisteneia es una propiedad tintorial ca-
racterlstica de este ghupo de bacterias en que difleilmen-
te se tiiten con colorantes bdsicos, pero una vez teiidas -
hetienen el colorante, resdistiendo La coloracibn con fci--
dos minernales difuldos, aleohol y otros sofventes por Lo -
cual reciben el nombre de bacilos dcido nesistentes,

Los miembros del g&neno Mycobacterimm estdn amplia
mente distaibuidos en La naturaleza; sc Les puede encon- -
tran viviendo en Los suelos o en el agua ya sea cemo Sapro
gitos o bien producicendo enfermedades en el hombre y otrod
animales.

En el hombre producen diversos tipos de enfeameda--
des, siendo Las més importantes La fubenculosis y La Lepra,

CLASTFICACION:

Las micobacterias han sido clasigicadas en el orden
de Los actinomycetales, que a su vez comprende varias fa-
milias incluyendo PLas sigulentes:

1} Mycobacteriaceae (micelio ausente o audimenta- -
nio); dentro de esta familia se Localiza el glnreno Hycobae
tenium, con una gran variedad de especies | tabla 1 ).



?) Aectinomycetaceae [por Lo gencral presenta foamas
miceliales ); dentho de esta familia se encuentra el génenro
Nogardia que es deido resdistente,

3) Staeptomycetacca (foumas miceliales con csponas),

i En Los palses donde La jrccuencia de La tuberculo--

L8 causada por Mycobactendum tuberculodis ha deelinado, -
L dttimamente ha flamado la atencidn que se¢ ha efevado el nd
newo de casod debides a micobactenias atipicas. Lla patolo

gla que produce M. tubenculosls et indiferenciable a La --
_ producida por este tipo de bactesias, EL problema mds - -
grande que Se tiene con esie tipo de micobactenias es que_
Las ingeceiones producidas nesponden pobremente a La qui--
mioterapia ya que son hedistentes a todas Las drogas anti-
fuberculosas comunes.




TABLA 1.~ CLASTFICACION DE MICOBACTERIAS

Familia: Mycobacteriaceac

Género : Mycobactenium

1.- Agentes de fa tuberculosis:

Mycobacterium tuberculosis (bacilo tuberculoso huma
no], agente causal de La Zubenculosis en el hombae,
Mycobacterium bovis (bacifo tubemculoso bovino), --
agepfe camsal de Za tuberculosis del ganade, puede_
sen transmitida al hombhre,

Mycobactenium avium [bacilo tuberculoso avianio), -
agente causal de Za tuberculosis de aves,puede scn
thamsmitida al hombre,

2,- Agentes de La Lepra:

Mycobacterium Leprae {bacifo de Hansen), agente cau
sal de La Tepha ftumana,

- Mycobacterium Ceprac-muaium {bacifo de Stefanmshy)
agente de La Lepha de Zas Ratas.

3,- Grupo de micobactenias no clasificadas. Tambifn co
nocidas como micobacterias andnimas ¢ atlpicas, al~
gunod miembros de este grupo pueden producih cnfenr-
medad ‘en el hombhe, mientrad que otros son . --
saprofitos.

4,- Guepo de Myeobacterias patfgenas pana animales y -
que diffcilmente infectan al hombre, ejem.:
Mycobacteniun panatubernculosis (bacilo de Johne), -
agewte de la ententtis  cidmica  del ganado,

5.- Gaupo de microbacterias de animales de sangre - - -

~La,




Se ha dividide a £as micobacterias atlfpicas en cua-
Lro gaupes, LLamados grupos de Runyon, de acueade con La -
capacidad de esos cultivos a ponerse amarillos .al sen ex--
ﬁucstvs a la {uz [ghupo 1, Fotocrombgenos), o de producia_
color naranfa al {ncubarlos en La oscurnidad {grupo 11, Es-
cotocromdgenos), o peamanccer incoloros {grupo 111, No - -
Fotoctombgenos), o desarroflanse en tres dlas [grupo 1V, -
De crecimiento adpido).

TUBERCULOSTS:

La tubenculosdis s una enfermedad que se sabe ya --
ex{stla en téempos prehisténicos, Se encucitra en todo el
mundo w afecta no s6Lo al hombre sino también a d&ue&saé -
especies de animales salvajes y domEsticos. '

Actualmente La fubenculosis cs una enfermedad infec
cioda muy frecucnte y de distribucidn universal. En La mg
yerla de Los palses Tbero-Amenicanos, la tubereulosis cons
tituye uia de Las 10 paimeras causas mds {mportantes de -~
mueste,

ASPECTOS HISTORICOS:

Existen dates para suponer que {a fuberculosdis exis
Ti6 desde £a mds remota ahtigﬂadad como Lo demuestra el -~
descubaimiento de Lesiones en momias de Egipto y La obsen-
vaelbn de huesos humanos y de animales con secuelas que -
pueden considerarse de origen tubenculoso.

HipGerates (460-370 A.C,), La denominé con el nom--
Cbre de tisis. Galeno [130-200), considerd que La tisdis -~



ena contagiosa al afirmar que Las personas que dueamen con
tLsicos Largo tiempo contraen La enfeamedad, Fracastonro -
(1483-1553), sospechd La existencia de un agente etiolégi-
co edpeelfico para cada enfeamedad, Sentando asl Las bases
de La teorla del confagle. Laennce {17§7-1826), pudo {den
tifican como tubereulosis muchas de sus varias manifedta--
ciones, estableciendo asL Las bases para un diagnbstico cg
anecto, WilLemin {1827-1892), demostrb La thamsmidibifi--
dad de. fa enfeamedad mediante La {inoculacifn de mateaial -
de Lesiones tuberculosas de humanos a conefos, en Los que
reprodufo fa enfermedad. Robento Koel (1843-1919), pudo -
cbscrvan por primena vez (1682), el bacilo de £a tubercu-~
L0848 al teininlos por métodos especiales, aisds Los baci--
Los y neprodufo La enfermedad en animales de Laboratonio ;
desde entonces La fuberculosds ha sido una de Las enferme-
dades infecciosas mis intensamente estudiadas,

Las pruebas con reaceidn cutdnea de tuberculina han
brindado informacibfn adicional sobre La frccuencia de La -
infeceibn.,  Pirquet introdujo La prueba de tuberculina en
1907,

 AGENTE ETIOLOGICO:

Mycobactenium tuberculosid es un bacilo grampositd-

vo, dcido resistente, La dcidorresistencia probablemente
sea atribuible af afto contenido de L{pidos def bacilo, --
del onden def 50 por 100 del michroorganismo, Esta frac- =
cibn Lipldica incluye ceras de cadena Larga, grasas neu- -~
tras y fos fAtidos. EL grado de Acidorresisiencia parece -
guardan refacidn con La virulencia.

Como consecuencia de £a alta concentracidn de LLpi-



dos, el mienoonganismo sugfre penetracién cscasa por agen--

tes bacterieidas acuosos y ed nesistente a La deseccacibn y
Cpuede sobrevivin y peamanceer infectante dunante Langos pe
wlodes en csputo, heces w othay Secreciones coaporales de-
secdas,

Es un micnoorganismo acrobio que se muftiplica con
aapidez {mportante s6Lo entre 35°C y 41°C, Si bien se de-
sannolla de manera 6ptima en concentraciones bastante al-
tas de oxlgeno, puede evolucionar mds Lentamente en presdio
nes paneiafes bajas de oxfgeno. Susceptible a muchos mate
aéales ongdnicos ¢ inongdnicos de £a Ladole de jabones, me
tales pesados y §fencl,

HORFOLOGIA:

Bacilo delgado, hecto o Ligeramente cuivo, con ex--
tremos redondeadosd; varla en ancho de 0.2 a 0.5 um y en --
fongitud de 1 a 4 um son acldornresistentes, no méviles, no
formaderes de esporas y o encapsuladosd,

A menudo ticnen Los bacifos un aspecto de nosaxrio -
debido & su contenido en polifosfatos y vacuolas no feii--
das.

o TINCION:

Comdnmente se utilizan dos tipes de tinciones acidp
hnesistentes:

" 1.- Tinciones con carboliucsina: una mezcla de fuc-
sina con fenol (deido canbdlicol.,



a, Lichf-Neelsen [("Tincién caliente")
b, Kinyoun {"Tincibn §ala")

2.- Tinciones fLucrocrdmicas: suramina 0, con_
0 s4in un segundo fLuorocnomo, La rodamina.

Cualesquicra que sean Las tinciones que se usen 46-
Lo indican La presencia de bacilos deidonnesistentes peno_
no diferenclan cspecics. ‘

CULTIVO:

A) Medios de cultive no selectivos.-

© Actualmente sc empfean numexrosos medios de cubfivo_
a base de huevo para aislamiento de mycobactenias. EL me-
dio més com@nmente utilizado es el Liwenstein-Jensen,

EL medio de Petragnani es mds {nhibidon, y se debe_
utilizan 86Lo en ¢l caso de mucsdtras muy contaminadas,

Los medios de Middlebrook peamiten La deteccifn de
desannollo entre 10 y 12 dfas, en Lugan de Los 15 a 24 - -
dfas de incubacidn nequeridos con otros mediod.

B) Medios de cultivo selectivos.-

Dunante muchos aiios se han utilizado medios de cuf-
tivo con agentes antimicrobiancs para suprimir La contami~
nacibn de bacterias y hongos., Estos medios selectivos son
Lrs siguientes: '

- Léwenstein - Jens en‘; modificado por Grufi



- Mycobactoscl Léwenstein-Jemsen
- 7H10 de Middlebrook
= THIT Selective (medio de Mitchison

IDENTIFICACION DE MYCOBACTERIUM TUBLRCULOSIS:

Mycobacteriun fubenculosdis se puede {dentifican uti
Lzando pocas pruebas sencillas que pueden sen LLevadas™ a
cabo porn cualquien Laboratonrista, Las téenicas Accomenda-
© das Son:

l.- Deteaminacidn de £a tempenatura 6ptima para el
aislamiento y velocldad de desarrnoflo,

2,- Pigmentacidn de colonias,

3.- Acumulacidn de niaeina,

4o~ Reduceddn de nitratos a nitritos,

5.- Produceidn de catalasa,

6.- Inhibicidn def desarnollo por La hidrazina def_
deido tiojeno-2-carboxllico.

HODO DE DIFUSION DE LA TUBERCULOSTS:

Cuando una persona con tuberculos{s pulmonar conta-
giosa tose o estornuda, diapensa en ef aire gotiias de ca- '
Libres difenentes, algunas de Las cuales contienen bacilos
tubenculosos, Cuando una gota que contiene géamenes esd --
{nhatada hacla 208 putmoued; ha de tener unas dimensiones_
particulares para LLegar a un alveolo, donde empieza La in

seeelidn,

E2 ndmero de bacilos tuberculosos eliminados en La
atmbs fera por un enfenmo depende del mimero de bacilfos en
ef esputo, ef volumen y carfeten de €ste, el tipo y gre- -



cuenela de La tos,

Como La transmisifn por gotitas explica La mayor --
parte de infecciones iniciales, casi todos Cos complefos -
primanios tienen Lugar en Los pulmones. En ocasiones, ba-
cilLos ingeridos chean un foco primario en el intcstino; --
mas rana vez en una anfgdala o en Las mucosas de La boca .
Otras Lesdiones primariad exirapulmonares como Las de La -~
piel o fa conjuntiva, dependen de contacto Local con baci-
Los tubenrculosos.

ESTRUCTURA ANTIGENICA:
Componentes antigénicos de Myecobaectenium,~
Protelnas .- Las protelnas de Los bacilos dcido re-
sistentes ponen de manifiesto La alengla o hipensensibiti-
dad netardada que se presenta en La infeceibn tuberculosa;’

Las protelnas son el principio activo de Las tuberculosds.

En engermos tuberculosos se pueden demosdtrar anti--
cuenpos, antiprotelnas.

Polisacinidos.- Las micobactenias contienen varios

tipos de polisaclridos, como s¢ puede demostrarn por prue--

bas {mmunolégicas o qulmicas. No se ha demostrado que Loa
polisacdridos del Mycobacterium sean capaces de poner de -
manifiesto La afergia,

LLpidos.- Las micobacterias Ziencn un alto porcen-
taje de LLpidos, deidos grasoes y ceras,



PATOGENTA:

La infeccidn granulomatosa prototipo ¢s La produci-
da en {a tubereufosis, Cuando o8 bacilos de La tubercufo
s(s S¢ dmplantan en el cucapo suseltan un granuloma carac-
tealstico LLamado tubfxrculo que consiste en conglomerado -
microscbpico de histiocitos regondetes csf€nicos que guar-
dan Semejanza vaga con cffulas epiteliales por Lo cual de
Claman cllufas epitelioides,

La patogenia del bacilo de La tubenculodis no nesul
ta de texieldad inhenente, s4no de su capacidad para sused
zas hépgnacna&bit&dad en ef huésped,

Mo se conoce al antlgeno exacto que produce csta -=
kipensensibitidad, peno parece corresponden a tubenculopro
tednas que proviencn def baelle,

ESPECTRO CLINICO DE LA TUBERCULOSIS:
1) TUBERCULOSTS PRIMARIA,-

_Es la fase de fa infeccién tuberculosa que sigue --
dikectamente a La Lmplantaci6n inicial de Los bacifos de -
La tubcxculosis en Los tejidos,

En La infeccidn primeria el microorganisme tiene --
procedencia obiégadnmcnte exdgena y fa vla de entrada es -
el apazato nespinaiosio; naramente comienza La infecelfn -
en bucofaninge ¢ intestine; por ingestifn de feche contami
nada por La cepa bovina de M, tuberculosis.



?) TUBERCULOSIS DE REINFECCION O SECUNDARIA,-

Es La fase de {nfeceidn tuberculosa que sigue a la
reactivaeidn de fa tubenewlosdis primaria, o fa hreinjfeced én
de un sujeto previamente expuesto. En consccuencia Log ba
cilos pueden fener procedencia endégena o exbgena.

Las manidestaciones cllnicas en Lo pacientes com -
tuberculosis pulmonar son tan variadas come el cardeter, -
el sitio, La distribucibn y La extensidn de Las Lesiones -

anatémicas,

Dentro de cste tipo de tuberculosds estdu:

- Tubexrculosdis

hematégena,

- Tubenculosis miliar aguda.

3} COMPLICACTONES DE LA TUBERCULOSIS. -

Dentno de cste tipode tuberculosis tenemos:

- Tubenrculosis
~ Tubeareulosds

pulmonar chénica.
con derhame,

- Meningitis tuberculosa.
- Memning{tis tuberculosa serosa,

~ Tuberculoma,
- Tuberculosdis
- Tubeaculosis
- Tuberculosds
- Tuberculosdis

- Tuberculosds,

- Tubereulosds
- Tubenculoals

del sistema esquelético.

de ganglios Linfdticos supenficiades,
de boca y vlas nespinatorias altos.
de abdomen,

de La picl.

sculan.

de corazén y pericardio,



- Tabenculosis de gl&ndulas endochingd y exochinas.
- Tubexrcufosis de Las vias genitaled,
- Tubexrculosis de fas vlas uainarias,

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO:

EL diagnditico de laboratonio tiene como abjetive -
gundamental el haffazgo y demostracién del agente etiolfgd
ae,

Los procedimientos b&slcos méa Impontantes utiliza-
dos paaa Logran ¢sta demostracidn san Lacs:

a} la bacilosdcopla
b} E€ cultive en medios aproepiados
¢} La inecalacidn et animales de Laboratorio

EL rcsultade que s¢ obtenga va a dependen no 8d8Lo -
del uso de mitodos connectos s.ino tambidn de una buena se-
Lecedldn de Los productos que se van a analizax,

MATERTAL CLINICO:

a) Esputo.~ EL producto que se expectora en La maia
na, ¢4 el que se examina con mds. fre~ -
cueieda.

b) Omina.~ Se utifiza en casos de tubercufosis ne-
nat,

¢} LLguido cefaloanaquideo [LCR}.~ Se utifliza en -
casos de Meningitis tubeaculosa, ete.



TUBERCULINA:

Cuando un individuo 8¢ infecta con bacilos tubercu-
Losos, se hipensensibiliza; para ponen de manifiesto La ~--
hipensensibilidad se emplean denivados del misme bacilo co
noeidos con el nombre de tuberculina, Exdisten varios pre-
parados peno dos de ellos son Los mfs (tiles.

T.- Tuberculina antigua (0T).- Descubienta pon - -
Koch, porn Lo que tambi€n sc conoce con el nombre de tuber-
eulina de Koch, se prepara a pantin del caldo de un cultd-
vo de 2 a 3 meses de bacilo tuberculoso; Los bacilos se ma
tan pon autoclave o hinviendo, se separan Los cuckpos ba-
cllares y el caldo de cultive Libre de gérmenes se concen-
tha 10 veces; csto es Lo que se Llama tuberculina bruta a
partin de La cual sc hacen difuciones, que son Las que se
emplean para Las prucbas,

2.- Denivado Protelnico Purdficado {PPD).- Es una_
tuberculina mds pura y prdcticamente ha sustituido a La tu
berculina vieja, se prepara crecimiento tuberculoso en me-
dios sintéticos, despuds de matan Los bacilos pon autocla-
ve, se §iltra y del medio de cultive se precipitan Las prg
telnas {ibres con sulfato de amonio; este precipitado puni
gicado es el PP,

pruebas Tubereubfnicas.- Entne £od diversos proce-
dimientos para hacen Las prucbas tubercullnicas se prefie-
ne La Lntradenmonncaceibn de Mantoux, Existen otkos médo-
dos como el de mubtipuntura o prueba def panche que son --
menos confiables,



EXAMENES RADIOLOGICOS:

La radioghafta vs la paimera téenica diagndstica --
que Jelie empleanse despuds que se descubre una cutirreae--
eddn positiva a La tuberculina,

EXAMENES HISTOPATOLOGICOS:

Ee matenial obtenido sicmpire debe cultivarse. In--
efuse 84 Los informes ded patélogo indican dedcubrimientos
de tejido de granulacifn no especlfico, conocer £os resul-
tades de fa paueba de fuberculina y del cultivo del tejido
obtenide por biopsia muchas veces ayuda a establecer el --
diagnéstico.

PREVENCION ¥ CONTROL:

Las medidas pheventivas son de variod niveles tales

comag:

Quimioprofilaxis.- La efectividad y La baja toxici-
dad de Lla (soniacida ha hecho posible el empleo de £a qui~~
nioprofilaxis en grupos de alto ricsgo, come son aquellas_
peasonas que han cstado expuestas al contagio o también de
niies que han LLegado a sex recientemente tuberculino posd
téves, esto puede condueir a La reducceibn en La monbilidad
o bien de la reactivacién futura de La {infeceidn,

Thmunizacién,- Se utiliza una vacuna de bacilos --
bovinos vivos, atenuados por miltiples pases en.un medio ~
de cultivo pobre, se conoce con ef nombre de BCG (Bacilo -
de Calmetie y Guerin}. )
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Produce un grade variable de inmunidad para La in-~
feceddn con bacilos tubenculosos, La {nmunidad no es com~
pleta, y las superinfecciones con bacilos humanos son posi
bles; sin embargo, nraka ver son progresivas,

| EL beneficio m&s impontante de La vacunreifn cop ~-
BCG es que se disminuge el kicsgo de complicaciones ghraves,

La desventaja de BCG ¢s que produce hipersensd{bibi-
dad a La tuberculina, que disminuye {a utilidad de La phug
ba tubsreulina para ¢ diagnéstico de infeceldn ponr Hyco-~-
bacteaium tubereulosis,

Las medidas preventivas mds oflcaces sin duda se~ -
adan aquellas dinigidas a Limitan & infeceldn pon cf baek
Lo tubernenfoso; aqul se incluye el alslamiento de Los ca--
s08 aetivos, pero fundamentalmente ¢l tratamiento de £os -
{ndividuos baciflfenos y el proporclonar wuna profeceidn ~-
adecuada a Los contfactes; en palses ccondmicamente déEbiles
el tratamiento ambulatonio es factible y reduce consddena~
bLemente Lo& costos de hospitalizacidn.

QUIMIOTERAPIA:

La quimioterapia es probablemente La medida mds im-
portante en ef tratamiento de fa tuberculosis activa, aun-
que ocasionalmente sca necesario combinarfa con ALposo o -
clhugla.

Hoy en dla se dispone de varios medicamentos antity
berculosos muy efectivos, el uso de Los cuafes se basa en
Los sdguientes prineipios:
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1} Siempae debe adnéndsirarse al menod una combina-
cidn de des agentes quimioterapluticos.,

2] La quimiotenapia de fa tuberculosdis debe sen paoc
fongada,

Los medicamentos antituberculosos més cominmente em
pleados son Los siguientes:

- Tsoniacdda

~ Estreptomicdina .

- Acido para-aminosalicflico {se emplean sus sales

_de caledo o de sodie), {PAS)

~ R{fampled na

Qtros medicamentas (ftiles son: Etambutol, Etionami-
da, Thiacerazona, Cicloserina y oftros se empfean como §dx-
meers de segunda eleecidn ya que e aparceddo nesdatencia_
del baclfo a {os primandos (lsoniacida, Estnepiomicina, --
PAS}). ’



MENTNGITIS CAUSADA POR MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS

La complicacibn mds grave de La tubercufosdds y La -
causa mds frecuente de muente en fos wilos es La meningl--
148, La cual era casd sdempre mortal cuande no disponiamos
de terapfutica ¢ficaz,

Actualmente pueden cukarse nueve de cada diez pa- -
cientes, pero La recuperacifn fleien y mental completa de-
pende et gran pante del diagnbstico temprano, seguido de -
teraplutica inmediata y prolongada.

EL conocer fa patogenia de La meningi{iis ayuda af --
diagnfstico y a La intenpretacifn de Los signos §Lsicos -
tempranos y de £08 cambios inieiafes en el LLquido cefalo-
nnaquldeo.

PATOGENTA:

En fa conteza cexchbral se alojan bacilos tuberculo-
05 que siguen La midma conducta que £as siembras metastd-
ticas en cualquier otra parte del cueapo,

No se produce ¢l foco de ftuberculosdis activa porgque
en ocasiones no checen, Y en oros casos, Los glximenes se
multiplican y se foama una Les{dn caseosa; aumenta de volu
men hasta que aleanza £as meninges de revestimiento e dn--
fecta al espacio subaracuoideo,

En ocasiones el foco tuberculoso puede evacuan brus
camente matenial caseoso 'y bacilos hacia el LLquido cefa--
Lornaquldea, provocando meningltis fufminante.
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EL comicnzo de La enfewmedad es mds Lento cuando de
ondinario €a {nfeccibn de Las meninges es gradual, Inclu-
S0 en esta etapa tempuana de peiticipacidn de meninges el
cxamen del flquido cefalorraquideo suele mostrar cientas -
ancsmalidades .,

Después de que un foco cascoso 8¢ ha formado en oca
sdones queda encapsulado, constituyendo un tuberculoma, ~-
que puede guedar £ndefinédamente inactivo o que ginalmente
produce sCntemas que Simulan el tumor cencbral, Una Le- -
$(6n silenciosa puede activarse por thaumatismo, por infla
macidn perifocal o una infeecedldn general intercurrente.

EC 5bco caseeso que drena hacla el espacio subarac-
noddeo pucde orlginatse no 86Lo en La corteza, meninges, o
plexe coroddeo, $4no tambidn en Los huesos que rodean el -
Sistema Nenviodo Centxal,

Cuande un niio con tuberculosds primaria se trata -
enplLeando £Lsonlacida, no suelen desanrollarse focos metas-
tdtdces gy puede evitarse La meningitis. Cuando ya hay fo-
ced cstablecidos, e oidginan meningitis dijusa, pen La --
presencda de Ldondacida en el LLquido cefalonrnaqulideo.

Una complicacidn temprana de £a tuberculosis prima-
nda ey La mendingidds, que suele desarrollarse en plazo de_
seds meses despulds de indciada La infeceibn,

PATOLOGIA:

La meningitis tuberculosa por examen patoldgico e
una medngoencefalitis, Lla participacibn méxima de fas --
mepninges es alrededor del tallo cenrebral,
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EL cerebre muchas veces muedtra signos extennos de
una pequeia cantidad de exudado y unos focod tubdrculos -
cascosos en fos paclentes no thatados.

0L exudade en la base del cexcbro pucde obstruin -
fas cistennas basales, que a su vez crea hidrocefalia.

Pueden refacionanse muchas veces Los signos y slante
mas de mendngitis tubenculose con cambios patolégicos en -
ef Sistema Neavioso Central,

MANTFESTACIONES CLINICAS:

La mepingitis tubenculosa suele tencr un comienzo -
dincidioso, muchas veees con aumento {ntearmizente de fa in
tomatologla.

Hay fiebre casd siempre, pero al principio puede o
seha alia, En La mitad aproximadamente de Lod paciented --
hay vdmitos al comenzar aunque §frecuentemente no recldiva_
durante varios diéas.

E¢ s&ntoma mds notable es La apatla; el carnfeter --
con frecuencia cambia bruscamente, se¢ quefan de cefalea, a
veces {nteamitente Los niiios de m&s de cuatro aios de cdad,
EL estreiiimiento responde Lemporalmente a £Los purgantes; -
8620 se observa en el 108 aproximadamente de Lo pacientes

Ef dolor abdominaf agudo sin sintomas de Localiza--
eibn a veces sc acompaiia de othos s4ignos temphanos de me--

ningd{tis en niitos mayornes,

Ee LLquido muchas veced es xantoeadmico y ed conte



22

nido de protednas es mayor de 300 mg poa 100 mf; puede - -
gelificanse (nmediatamente dedpuds de extraldo.

DIAGNCSTICC:

Come Les niiios con tubercufosdis paimaria conoeida -
prebablemente han recibido teraplutica espeeliica, La me--
nngdtis tuberculosa suele obseavarse en niiios que previa-
mente ne hablan sido diagnosticados de tubernculosis.

La mayen parte de niies ¢ adultos que desarrollan -
mening{tis presentan ségnos de tuberculosdis en La radiogra
{la tordelca.

Cuando hay scspecha de meningitis tuberculosa debe_
anafizasse el {Lquido cefalorraquideo,

Los dates catactenlsticos del {Llquido cefalorraqul-

deo sond

- L{quido clano
Nimere de Leucocditos variable entre 10 y 350 pon
mitimetro cibico, predominando Los Linfocitos,

- La concentiacidn de glucosa puede edtan Limitada,

- EL contenido de protefnas suefe sen mayor que el
nexmal y aumenta en exdmenes sucesivos.

- EL contenido de cloruros suele ser asd inferion -

al noimal en la segunda o fercera etapa de La me-
ningitis,

- DIAGNOSTICO DIFERENCIAL:

La diferenciacidn de La etapa femprana de La menin-



gitis tubencutosa y fLas pequeias cnfermedades de La infan-
cia nedulta difleil,

S{ el pacdente ya presentd signos neureldgicos, de-
be pendanse en otnas {nfecciones que afectan el Sistema -
Nervioso Centxral. Frccuentemente en ndios que reciben te-
naplutica antimicnobiana para una posible infecciln bacte-
niana, se sospecha el diagnbstico de meningitis bacteriana
aguda tratada pancialmente, En estas circunstancias, Los
dates del LLouido cefalonnaquideo pueden sen dimilates a -
Los de La meningitis tuberculosa.

E2 diagnéstico dijencncial puede sexn paniicularmen-
te digLeil cuando La meningitis cstd causada pox Hacmophi-
Lus dingluenzae de tipo B, especialmente s4 exdste un absce
40 encapsulado. EL cultivo del LLquido cefalornraquldeo --
suele demostrarn el genmen espeeliico,

La chiptococosis (Torulosds) se menclona frecuente-
mente en el diagnfstico diferencial, EZ 2lquido cefalonna
quddeo en esta infecedidn suele sen difleil de distinguin ~
del £Louido de La meningitis tubencufosa con Lot mdtodos -
usuales, peno en La chiptococosis un paepanads con tinta -
china demostrand fLa preseneda de Cayptococcus.

Muchas veces se piende tiempo considerando diagnbs-
ticos nanos fucra de La tuberculosdis,

PRONOSTICO:

Existe estrecha correlacibn entre el pronbstico ¢ -
La etapa de 2a enfeamedad en que se inicie el tratamiento.
Los nides tratados dunante La primena etapa de La meningd-



s casd invardiabfemente sobreviven sin ninguna sccuela 4im
poxtante,

AsC pues, Loy ndies diagrosticados despuds que ya -
han paoducido graves trastornos ncurollgicos tiepen mayor_
peligro de mondn, aunque con teraplutica imtensiva La ma--
yor parie sobroviven. ’

TRATAMIENTO:

Debe indediarse ef thatamiento con {soniaeida y ri--
fampina. Hay gque aiadis otra droga, como clambutol o PAS,
a £os seds mescd cuando se Lntearumpe. La rlfampina,

Tiene dmportancia el cuidado genenal de engeamendd
y La supervisidn midica, DVebe comservarae el estade nutni
tivo,

Los pacientes que se recuperar de La meningitis tu-
bereulosa han de seguir una convalecencia edpontdnea y ne
hay que estimufarlos en exceso ni mental ni §Lsicamente.
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CARACTERISTICAS TNMUNOGENTCAS DEL MYCOBACTERIUM TUBERCULOSTS

INHUNTDAD:

Cuando ana persona adquiere La  primodingeccidn con -
bacifos tubenculosos, adquire una cleata resistenciq, ha--
biendo una mayon capacidad paaa Localizar {os bacilos, pa
ra hetandan su propagacidn y reduein La diseminacdén Lingd
tica, sdiendo esto atribuido prineipalmente a fa capacidad
de Las cflulay moponucleases para Limitar La muldiplica- -
eiln de Los onganismos fagocitados y quizd para destnulr--
Los; Las cClulas menonucleares adquicren esta "inmunddad -
cebulan” en el curso de La {nfeecifn {nielal del husped.

Se forman anticuerped contra divensos condtituyin--
tes celublanes del bacilo tubercufosdo.

Se adquiene hipersensibiididad al bacilo tubreuloso
durante la {infeccidn primania del huésped. Esto s¢ hace -
evidente pon el desarrollo de una reaccdfn positiva a fLa -
tuberculdina,

Puede sen induedda La dersibilidad tubereullnica ~-
pox bacilos tuberculosos completos o por tuberculoprotel-- -
nas,

~ La nesdstencia del hulsped puede modificanse por --
Lod factones sigulentes:

SEX0, -

EL ndmero de ecasos y La moritalidad ecn La ma-~
yor parte dé palses son miximod en varones. --
de edad avanr:zada,



26

EDAD, -

Los nifios pequeios que presentaban tubereulo-
S48 Zenlan menos probabilidades de sobrevivin
que feos nidod mayores antes de que La puimio-
tenapda actual empezara a administranse.

MUTRICION, -

No podemos sepanar el cfecte de La nutricdbn
{nadecuada Sobre La nedistencia a La tubercu-
Cosis ded efecto de otnos factorcs socioccond
micos,

SITUACTONES EXTRAORDINARIAS DE ESTRES.-

Los estrls cxtuaondinanios mentales y §Laicos
pucden Ser culpables de La disminucidn de {La
resdistencia a la tuberculosdis. Los traumatis
mos fLocafes {ndudablemente puceden actuar comg
gacton desencadenante para diseminan La enfen
medad,

Este heche puede documentarse en complicacio-
nes como La meningitis y enfenmedades del a4y
Zema esqueddlico, Tnteavenciones gquihdagi- -
cas, no necesariamente en zonas tubenculosas;
tombidn se cree que disminuyen La nesistencia
y gavereceen 2a proghesidn de La enfeamedad.

RESPUESTA INMUNE:

Cuando se {nhala o ingiene baecilo tubenculoso, £ate
se desarnofla en Leos fejidos y produce una fLesidn Limita--
da; al poco tiempo Los bacifos cesan de reproducinse, Lfa -



Lesifn se estabiliza probablemente debido a que en este --
tiempo ac ha producido una redpucsta Lnmune,

0tro efemplo de {mmunidad adquitrida Lo encontramos_
en el Llamado Fendmeno de Koch,

EL Fendmeno de Koch consiste fundamentalmente en Lo
siguiente: Cuando e Lnocula un cobayo con bacilo tubeseu
Loso, por vla subcutdnea, despuls de 10 a 14 dias aparcce-
af en el sdtla de La inpenlaci@n un nédulo que pedtenioa--
mente &¢ trandforma en wuna dlceka pesmanente; Los baeilos
enseguida pasan a Lo ganglios regionales y postenioamente
a bazo, pufmén, hifgado, niifn, ete,; es decir, que en el -
cobayo se produce wuna tubercufosis progresiva, pero cuando
al cobayo ya Zuberculoso se Le aplica una Lngeccdbn simi--
Lan en otno sitio, La nespuesta cs diferente; sc obscavard
La aparieidén de una xeaceldn {indurada violenta que en ed ~
transcurso de 2 a 3 dlas puede ulechar, pero fa leera - -
tiende a cernar pronto y Los bacifos prdcticamente no se -
diseminan a Los ganglios negionaled y ni poh supuedto a --
otros dnganos, es decinr que Los baeilos de neinfeceidn son
mefor Localizados, por Lo que sc considera que el animal -
ha adquirido nesdistencia o Lnmunidad parcial,

MECANTSMO DE TNMUNIDAD:

La inmunidad es2d mediada por anticuerpos humonales
en muchas enfermedades; en La tuberculosis fos anticuerpos
s€nicos no parecen participar en La inmunidad,

La foamacidn de anticuerpos puede sen inducida pon
el bacilo tuberculoso contia sus componented prnoteicod y -
polidacdridos; teniendo dichos anticuenpos Las sdigulentes_
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caracterdsticad:

a) No endste nfiguna cornefacion entre £a presencda
de anticucipes y el curso de la enfeamedad, preo-

duci€ndese Los anticucapos a tltulos bajos,

b) Lles anticuerpos probablemente ayudan @ que Los -
bacifos scan jagocitados mds xdpidamente, pero -
no evitan su mulidiplicacibn intracelular.

c] Lla resdstencdia a La {nfeceidn no puede thans fe--
ninse. pasivamente en dueho,

Se consddera que La immunidad en {a tuberculosis cs-
L mediada pon eftufas por Los siquientes hechos:

al Puede der trans jerdda por intenmedio de c€lulas_
Linfoddes viables La xesistencia a La indeecddn;
cuando 3¢ transifexen Linfocitos de un animal --
tuberculeso a un aninal sane, csie @LLimo aumen-
fa su kesistencia a fa infeceidn,

b} Los bacilos tuberculosos sc reproducen bien den-
tho de Lod machdiagos de animales Sanos y son ~--
destauldos dentro de Los macrdfagos de animafes_
tuberculosos,

Los macibiagos de andimales tuberculosos contienen -
wit admeso mayor de Lisosemas, por Lo tanto se ha sugerido_
que ¢l aumento de su capaeidad bacterdicida puede dependex
del incremento de 2as enzimas Lisosomaled,

Los machbfagos de animales infectados con M, Zuben-
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cufosis, son capaces de destauin no s5Lo el baeilo tubereu
Losis sino que tambi€n otros microorganismos tales como - --
Brucella melitens{s, por Lo tanto s¢ pucde concluin gque La

capacidad bactericida de Los macadfagos activados no pare-
ce den espeelfica, puesto que no 86Lo sc manifiesta el mi-
croorganismo que Lndujo La activacidn sino otnos no rela--
cionados con &4, ’

RELACTON ENTRE LA HIPERSENSIBILIDAD RETARDADA E INMUNIDAD_
CELULAR:

Se ha obscrvado que al mismo tiempo que aparece £a
Anmunidad celular aparece La hipensensibilidad netandada ,
paneciendo estos dos fendmenos parte de un mecanismo comin

como Lo demuestran Los siguientes hechos:

1] En Los animates infectados apancce al mismo tiem
po La {mmunidad celufarn y La hipersensibifidad,

2] Se presenta La hipensensibilidad de tipo netarda
do y La {umunidad cefular af mismo tiempo cuando
se transfieren Lingocitos de animales tubercufo-
4038 a sanos,

Parte importante de Los mecanismos de resdistencia -
contra La infeceddn o neinfeceidn es La hipensensibilidad_
de tipo netarndado, pero tambi€n puede conducir a La ‘produc
cién de daiio tisularn; La dosdis del alergeno es Lo que va @
determinan que este mecanidmo se comporte de una u ofaa ma
nera; se ha menclonado que Los bacifos de reinjfeceibn "son
Localizados en ef sitio mismo de inoculacién, cemo sucede
tambi€n con Los bacilos que son inhalados, probablemente -
porque €st0s afeanzan Los espacios alveolares en pece ndmg



re, de 1 a 3 bacifos.

Pox otro Lade cuando La cantidad de bacilos de rein
deceldn o de sus preductos sc eleva, entonces se produce -
dasie tisulaxn, s censidera que fa produceifn de Los foces
caseodes en tubereulosdis y fas cavidades que ¢ forman en
Lo4 pulmones estdn asociados con La hipersenmsibilidad ne--
tardada,

Pe {a misma mancha, cuando se {nyecta una cantidad_
grande de tubereutina a un animal hipensensible, puede pro
vocatse un choque s{siémico scvero o bien neactivacibn de_
Cesfoney Zubenculosas e {neluso La muernte,
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Se {nwvedtigd La presencia de Tnmunoglobulina IgG en
tres giupes diferentes:

Grupe de Sexe Femenine
Grupo de Seae Masculino
Grupo de Reciln Nacidos lambod scxos)

De cstos gaupes se ebtuvo como mucstra biolégica pa
xa el estudio, LLquido cedalonraquides,

Dichas muestzas se obtuvieron de difencntes hospita
Leos, tratande de que fas muestras Juenan representativas -
de teda el frea metsepolitana.

Una ver obtenidas Las muestras se procedif a su es«
tudio en La Unidad de Patologla Clinica.

A Loy L&quiidos cefalorraquldeos se Ces deteming --
La presencia de Tmmunogfobulina 196 contra PO de Myeobae-
tendum tubenculesds como se menclond anterloamente,

Las muestras utilizadas cn este estudio no fuchon -
tratadas con ningin procedimiento previo, tomdndose La can
tided de muestua a cstudian directamente del tube de cnsa-
e que La contenfa, procediéndose a hacen La dilucibn co--

ruespendionte,

No se descantaron Les LLquidos Xantocabmicos pued -
nesulid intenesante obseavan su compontamiento en este ti-
po de andiiscs y obtenen conclfusiones respecto a su empleo

A continuacidnr se menciona el fundamente de fLa Z€c-
nica empleada donde se aprecla ampliamente La forma de utd
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Lizacibn de Las mucstras obtenidas asl como de Los demds -
Lnmunorneactantes .,

Es impontante Sedalar que se debe tenen cuidade en
fa preparacibn y conscavaeddn de Los reactivos utilizados
y - de Las mucstras empleadas a §&n de mantenen Estos Lo mds
apropiadamente posible para el estudio,
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FUNDAMENTO DE LA PRUEBA DE ANALISIS TNMUNOLOGICO
LIGADQ A ENZIMAS | ELTSA )

En les @Liimos téempos hemos tenido una gran popula
aizacidn de esfa téenica ya que se ha visto que b muy sen
sible y que ne requiexre de equipe especializado come es ef
wtilizado en otno tipo de andlisds.

Extsien didohentes variedades de ELISA; ga que de--
pendiende du apllcacidn para buacax el antfgens o ¢f anti-
cucapo sead método {indisecto o método del doble anticueape
tambifn CLamado de sandwich,

En csta tesds e ensayo de ELISA se utdlizd para La
cuantificacdbn de anticuerpos cspeelficos confra el antlge
ne desaivado proteinico purificado {PPD) de Mycobactendium -
tubenculosis {método indirecto).

INTRODUCCION:

La Zéenica de andfisds Lnmunoldgico Ligado a enzd--
mas fue propuesia por primera ver pox Van Weemen y Schunns
{1971} y Engvald y Perdman (1971), quiencs vieron que com=
binwitde ¢f wso de antfgene ¢ anticuchpo {umdviles sobre ~-
una fase s6fida con un antlgene o anticuenpo estando Cate
confugado a una enzdima d¢ obfenla un andlidis con alta den
sibilidad y espeeiiicidad,

Este andlisis tlene como prineipio bdsico que el -~
antigeno ¢ el anticuenpo sea adhenido a un sopornte en el -
cual se Lfeva d cabo fLa reaceifn antlgeno-anticueapo y es-
ta neaccifn 4¢ pone de manifiesta pon medio de una reae- -
clbn de ting enzimdtico,
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Este andlisdis se puede sepanar en {04 difencntes as
pectos:

1.- Fase s6lida

2.~ Aspeetos del recubrimiento
3.- Confugados

d.- Sus thatos

1.~ FASE SOLIDA,-

La gase s60ida se realizd con una placa foamada con
material pléstico {polipropileno) pudi€ndose habea utiliza
do ‘también placas hechas de poliestineno, polivinilo o de
otros mateniales como partleulas de celulosa, poliacrhilami
das, dextranos, silicon gy vidaio micrnocnistalino,

2.~ ASPECTOS DEL RECUBRTMIENTO.-

La unidn de nuestro antl{geno a 2a fase s6Lida se --
realiz6 pon medio de interacciones hidnbfobas que son csen
cialmente Larcvensibles,

Se utiliz6 para Lavar y para Lay diluciones un de--
Zergente no L6nico que fue el Tween-20; previno Las unio--
nes inespeelficas de Los inmunorrcactanted naturalfmente --
sin agectan La reacedOn antlgeno-anticucrpo,

La concentracibn Sptima para el forramiento de La -
fase s6Lida con el antlfgeno fue de 200 ul, No se debe - -
agregar antlgeno de més ya que csto provocarla La desor- -
cifn de Cos fnmunorkeactantes dusante £od tiempos de {neu-
bacibn,

EL tiempo que sc dej6 el antlgeno en La fase s6Lida
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parz 4u unifn fue de toda L@ noche a ztemperatura ambiente,

Sc utifiz6 una sustancia blequeadona no relacivnada
con @l sistema antlgeno-anticuerpo que jue ASB {albitmina -
Sérica bovina) despucés del forramiento de a placa con an-
tlgene, ya que se vio que esto Lmpide en ghap medida Las -
heaceiones L{nedpeelficas, a Las cuales algunos autorcs itom
bran como xeacciones de gfondo o xuido de Ba prucba,que re-
cubien los sitios que hayan quedado ELibres,

3.~ CONJUGADOS, -

la sensibilidad de nuestia tfenica dependid en gran
pare del conjugado eazima-antigeno.

E¢ confugado que s¢ utl{liz@ consistid.. en una anti-
LAmunegéobalina a la cuad se Le adhindid una enzima que - -
sue fa fos fatasa alcalina,

Todas Las reacciones de acoplamiento efectuadas pro
Sveen conjugados heferog€neos; al decir esto nos referimos_
a que goatlenen uniones enrzima-antlgeno y uniones enzima--
enzdime y anilgeno-antigeno,

EL conjugado producido por La unifn de Lo enzima -~
con el antlgeno ticne como objetivo el xetener La mayor -~
parte de La aetividad enzdmdidica ¢ Lnmunileria; esto quie~
ze decin que La actividad enzimética no va a ser dnhibida_
durante fa xacaceidn antlgeno-anticuerpo,

Para unin La enzima a La paotelna, hay una amplia -
gama de agentes Ligantes Los cuales pueden ser mono, b o
multifuncionales; pexr efjemplo Cloruro Clanhldrico, p,p'di-
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§euoro mom'dinitrofenil sulfona (FNPS), disoclianato de Zlo-
tueno, carbodimidas solfubles, penyodato de sodio y gluta--
naldehldo,

£l agente wtilizado en nuestro sistema fue glutaral
dehddo el cual se encuentra dentro de Los agentes chante4
consddernados como bifuncionales.

Se debe tener cuidado de que el conjugado siempre -
eatd en Gpifimas condieiones; para esfo sdempre se mantienc
concentrado y se diluye en el reguladon de fosfatos (PBS)_
antes de usanlo.

4,- SUSTRATO,-

En el caso de La fosfatasa alealina ¢ sustrato mds
conveniente ed p-nitrofenil fosfato. EL cual es {deil de -
encontran comencialmente en goama de tabletas,

E¢ tiempo de Lncubacibn de Los Lmmunorncactantes du
hante el andlisis fue de toda La noche a tempernatura am- -
bicnte para ¢l conjugade y 30 minutos a 37°C pare el sus--
trato,

Productos completamente sofubles y de afio cvefi- -
clente de extineidn [densidad de calon pon unidad degrada-
da}, guenon obtenidos con esie sustrato.

La neacel6n enzimdtica fue detenida pon medio de --
NaOil concentrado 3 M y el producto de eata rcaceidn jue de
color amanditlo.

OBTENCTON DE RESULTADOS:

Los nesultados pueden sern obtenidos por visualiza--
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elén directa def colon dado por fa heaccién enzimftica - -
cuande £a mugstra sea pesitiva a La pacsencia de IgG, ya -
que en caso de sex Esta negativa no habad desannoflo de --
colox.

La Lectura visual suele sen una manera adpida de sa
ben si £a muestra probiema es positiva o negativa,

Otna fonma de obtencr Los resultadod podsditivos o ne
gativos a fa presenaia de 186G jue por medio de wuna fectura
copectrogotométnica ufifizando un §iftne de 405 um,

Siendo cote m&todo mis confiable que ef metodo vi--
sual, ya que siendo una muedtra positiva mostrard una in--
tensidad de coloracidn muy tenue, pudiena dar visuafmente
falso negativo.
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DETERMINACION DE ANTICUERPOS IgG PARA PPD

HET 000

Recubrin Cos pozos con 2.5 michogramos {200 ul} del -
antlgeno PP {disuelfio en heguladon de accubrimiento),
incubar toda La noche a temperatura ambiente.

AL dla sigudente se Lavanr Los pozos taes veces con so-
Lueidn neguladona salina de §osfatos adicionada con --
0.05% de Tween 20 [PBS-T}.

Agregar 300 ul de sueko bovinoe fetaf (F8S) a todos --
Los pozos ¢ ineubar 1 hona o temperaiura dmbiente, -
Luego el FBS es semovide Lavando £os pozos Taes veces_
con PBS-T, Las placas pueden ser usadas inmediatamen-
te o pueden almacenanse a 4°C deurante varias semanas.

Las muestnas de Uquido cefalonnaquddeo se diluyen 1:15
en 5% FBS; agregar a 2os pozos poa dupficado 200 uk -
de La difueifn., Tncubar durante tred horas a tempera~
tura ambiente; despuls se Lavan Los pozos itacs veees -
con PBS-T,

Aghegan 200 ul de 1gG antihumano diluido 1:500 en 5 3%
de FBS, Lncubar pon dos horas a temperatura ambiente;-

- despuds de eate tiempo Las pozos sc Lavan tres veccs -

6.~

con PBS-T,

Agregan 200 ul de conefo 1gG anticabra acoplado con -
fosfatasa alealine difuido 1:320 en 5% de FBS « Lodos_
Los pozos e Aneuban toda La noche a tfemperatu--
ra ambiente,



7.- AL sigudente dla Lavar Los pozos tres veces con PBS - T

y agregar a todes Los pozoes 100 ul del substrato - -
p-nitiofenilivs ate.

Después de 30 minutos de {ncubacidn a 37°C La reacceidn
se detiene aiadiendo 100 ul de NaOH 3M. La densidad_
fptica se detemina con wn espectrofotdmetno, calibran
do con el substrato y Leetde a 450 mm, :
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verses hospitaled y con desbrdenes en el Sistema Neaviodo_
Central (meninges). A Los cuates sec Les deteaminb La pre--
seneda de Tnmunoglobulina I1g6G contha PPP.

Las muestras obtenidas no tenfan ninguna caracte--'
nlstica especlfica y Jucron tomadas al azaxr; de edades va-
afables y de ambos sexos,

146 CABRA ANTIHUMANG:

Se utilizf TgG de cabra antihumano procedente de:

Cappel Layoratories
Lot ¥ 042181

136 CONJUGADO DE CONEJD ANTICABRA

Se utidizé de:

Cappeld Laboraionics
Lot ¥ 21097

TWEEN 20:
[Polyxythylene sonbitan _manbtauaate), se utibizé:

Sigma Chemicat Co,, St. Louis, Mo,
Lot # 045 F 0393

DIETANQLAMINA:

‘ Fue obtenido a través de La lUniversidad de Baylon -
de Houston Texas.

Lot # D §§85
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SUBSTRATO P-NITROFENIL FOSFATO:

Solucidn de substrato p-nitrofenif fodfato. Se --
udifiz e
Sigma Chemical Co., St, Louis, Mo,
Sigma 104
Lot ¥ 464F - 4105

Una tableta {5 mgl se disuelve en 5 m& de 10% del -
buffer de dietanolamina,

PBS {pH 7.4}:

Nal!

KH2P04

KCT

Na.zHP04 .12 H20 {61.15 ¢ NazHPOJ anfiidrol

(7SN TS~ B S

Se paepara en un matraz aforads a un LLtno con agua
des titada,

PBS-TWEEN:

Se utiliza P3S {pH 7,4}

0.5 mP Tween 20
0.2 mi NaN3

Se prepara en un matraz aforado @ un Litho con agua
destilada,

10% DIETANULAMINA BUFFER:,

97.0 me& dietanolfamina
0.2 g Nahg
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0.1 g MgCPz .6 H20
§00 mi agua destilada
Se¢ aiade HCL 1 M para ajustar el pH a 9.8, Sc afo-

ra fode en un matraz agorado a un L{iro con agua destilfa-
da.

HIOROXIDO DE SODIO (NaOH 3 M}:
120 ¢ NaoH
La tcaceibn enzimdtica ded substnato de {os gatasa ~

alealina ¢ detenida con NaOH 3 M, Los gramos de NaOH se
agregan a un matraz aforado a un £itro con agua destilada.



RESULTADOS
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Se investigh La phesencia de Tnmunoglobulina 1gG --
en 3 grupos difexentes como ya se menciond antenioamente:

Grupe de Sexo Femenine
Grupo de Sexo Masculino
Grupo de Reeddn Nacidos (ambos sexod)

Todas Las densddades fpticas que se obtuvieron sc -
trabajanen en tablas que muestran valoacs de estadlstica -
difernencial, Los cuales tienen como ebjfeto extaacr conclu-
sienas dtiles s0bre La totalidad de todas Las observacio--
nes posibled de que se trata, basdndonos en La infoamacidn
que s¢ necolectd,

En La Tabfa 1 se indica el pdmeno de mucstras Lnueg
tigadas en cada uno de Los grupos, asl como el ndmero de ~
mugd lras posilivas y negativas y el porcentaje de posdzivi
dad de cada uno de dichos grupos.

Tambi€n se mucstra una tablfa IT con medidas de ten-
denela central, las cualed nod nucstran el valor tlplico ~~
acpresentative del conjunte de densdidades dpticas que se ~
ebtuvicnon; €stas fuenon obtenidas trabajando por separado
Las muestras con presencia posdtiva de ITnmunoglobuline TgG
¢ Las muestrad com phesdencia negativa de Tamunoglobulina ~
146G,

Se obtuve una Zabla 1171 de medidas de dispersidn en
La eual se muestra ef grade en que Los datos obienidos de
2as densidades &pticas de Las diferentes mucstras, se dis-
persan alrededen de un valok medio; al igual que fLas ta- -

blas anteadlornes se trabajaron por separado mucsiras posiii

vas y fas muestnas negativas,



Todos Los grupos investigados muestran Zabla de ~ -
frecuencia obtenida para facilitar La observacidn de Las -
densdidades Opticas acomodadasd segdn Las veeces en que en o
intervalo detenminado, se vio La misma demsidad fptica Le-
niendo £a representacidn grlfica de La misma,

En genenal de fuvo una positividad de 7,4% sacandio_
este porcentafe de zodas Las muedtras trabajadas indepei--
dientemente de Los diferentes grupos estudiados.
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TABLA |
RESULTADOS DEL METOPO DE ELISA USADO PARA
DETECTAR LA ACTIVIDAD DEL ANTICUERPO
1gG PARA MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
EN LIOUIDOS CEFALORRAQUIDEDS,
GRUPOS NUHER) DE  NUMERD DE  NUMERO DE  PORCENTA
MUESTRAS  MUESTRAS  MUESTRAS JES
POSITIVAS  NEGATIVAS  POSITIVOS
Gaupo 1.~
Pacientes masceulinos 7 63 10 %
Gaupo I1.-
Pacientes femeninos 5 59 '7.8%
Gaupo 117, -
Paclentes Reci€n
Nacidos 1 28 3. 4%
Total de Pacientes 163 = 100%

TABLA 11

DISTRIBUCION DE LOS VALORES TNDIVIDUALES PARA

LA DENSIDAD OPTICA DE 405 NM PARA LOS DIFE-

RENTES GRUPOS ESTUDIADOS

GRUPOS  RANGO DE DENSIDAD  RECGRRIOO 0 WEDIA NEDIAWA NOPA
PMGN A.oo21 - 287} 266 J01 095 149
PHGP (420 - .974] \556 45 605 L s98
© PFON 1020 - .268) L 248 07 096 094
PFGP (425 - .855) 432 603 603 639
PRNGN (024 - 205 18l 090 070 039




PHGN
PRGP
PFGN
PFGP

PRNGN =

Pacientes
Pacientesd
Paclentes
Pacientes
Pacientes

TABLA T17.-

Kas caldnos
Hasculings
Femeninos
Femeninos

sin presencia
con presencda
sdn presencia
coit presencia

47

de 140,
de 1gG.
de 146,
de 1gG.

Reeién hacidos sin presencia de 1g6.

MEDPTDAS DE DISPERSTON'USTENIDAS DE LOS DIFEREN-
TES GRUPOS ESTUDIADOS CON EL METODO DE ELISA -
DETERMINANDO Tg6

GRUPOS ESTUDTADOS DESVIACION  DESVIACION  COEFICTENTES
MEDTA TIPICA 0E
VARTACTON
PMGN .003 L 059 16 %
PHGP 025 J59 29.1 %
PFGN 003 057 53.3 %
PFGP Q09 138 22,9 %
PRNGN w003 . 052 57.¢8 %
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A} TABLA DE FRECUCNCIA PACTENTES MASCULINGS
GRUPC® SIN- PRESENCIA DE 146

INTERVALD  UIMITE  LIMITE  HARCA OF
INFERIOR  SUPERIOR CLASE FRECUENCTA

1 .019 044 033 13

2) T046 073 1060 17

3} 073 .100 087 12

1 T100 127 114 4

5 127 54 14l i

6} 154 181 148 9

7 T181 L2058 195 3 :

§) 1208 S135 S 212 ] [

9) (235 "762 T249 0

10) V282 V280 V274 1 !
43

s > = o =T mE 60 mx Tm

REPRESENTACION GRAFICA UE LA TABLA DE FRECUENCIA
PACTENTES MASCULTNOS SIN PRESENCIA DE . 1gG

T3
12+
H+

i i
T

.160 o0 S
DENSIDADES  OPTICAS {"AM ’

¢
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B} TABLA DE FRECUENCIA PACIENTES MASCULINOS GRUPO
CON FRECUENCIA DE 146

INTERVALO LINITE LINITE MARCA DE
INFERTOR  SUPERIOR CLASE FRECUENCTA

1} 419 512 466 5
2] 512 . 605 L559 I
3} 605 . 698 L6512 [
4} 698 AL L745 0
5) 791 884 . 838 0
4} 884 - 0997 . 931 l

7

REPRESENTACION GRAFICA DE LA TABLA DE FRECUENCIA
PACTENTES MASCULINOS CON PRESENCIA DE 146

nn > = O 2 MmO mMm>X N

44

i

L300 .400 500 .600 700 .800  .900
DENSIDADES OPTTCAS 1 A4 1.
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€] TABLA DE FRECUENCIA PACIENTES FEMENTNOS GRUPO
SIN PRESENCIA DE 146
INTERVALO LINITE LIMITE MARCA D Locoienerd
INFERIOR  SUPERIOR CLASE

1 019 . L044 .032 5
2 044 . 069 .057 9
5] 049 .09 . 082 15
4) 094 119 107 5
5) 119 44 .132 6
6} 144 169 57 3
7 169 194 182 9
5] 194 .219 . 207 0.
9) L2119 244 .232 0

10 .244 269 257 N
59

-

REPRESENTACION GRAFICA DE LA TABLA DE FRECUENCIA
PACTENTES FEMENINOS SIN PRESENCIA DE 16

—

. /

100 200
DENSIDADES OPTICAS ( MM |

300
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D} TABLA DE FRECUENCIA PACIENTES FEMENINOS GRUPO
CON PRESENCIA DE 1g6G

INTERVALD LINITE LIMITE MARCA DE

v > - oxTm S amR o,

INFERIOR  SUPERIOR CLAsE  FRECUENCIA :

1 420 493 457 ? :
2) S493 T546 1530 0 ;
3) T568 1539 | 603 1 ;
1] 1639 1712 1479 1 :
5) k1Y) 2785 1749 0 i
8] 1765 1§58 T§22 1 i
5

{

REPRESENTACION GRAFICA DE LA TABLA DE FRECUENCIA
PACIENTES FEMENINOS CON PRESENCIA DE 1g6

0 LY 1
D

1] ) :
. 300 L 400 L500 600 .700 L5009

DENSIDADES OPTICAS [ NN}

e
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£} TABLA DE FRECUENCIA PACTENTES RECTEN NACIDOS
GRUPO SIN PRESENCTIA DE 146

INTERVALD LIMITE LIMITE MARCA DE

. INFERIOR . SUPERIOR = CLASE  TRECUENCIA
1 020 047 034 3
2] L 047 So74 “osl 1

. 3) 074 100 T05s 7 ‘
4} 10 L1258 L1135 0 :
5 128 1155 1140 i :
5) T155 182 e I '
7] 132 2209 196 1

78

REPRESENTACION GRAFICA DE LA TABLA DE FRECUEN
CIA, PACLTENTES RECTEN NACIDOS GRUPO SIN PRE-= :
SENCIA DE 146 :

ESTA TESS NO BEBE
SR OF LA BRUOTECA

B 3> - 22 m S 6om s -,
oo
—

..

100 200

DENSIDADES OPTICAS { NM )
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Usualmente el diagnbstico de Meningitis ztubenculosa
causada por Mycobacterium tubereculosds, se basa en La his-

toria de exposleidn, cuadno eldlnico, caractenlsticas del -
Uquide cegalorncquideo, prucba tubereulina positiva, BAAR
Y e cultivo de Mycobacterium tuberculosds.

SéLe 55 a 75% de Lod pacientes presentan La bacilfos
copla y el cultivo positivos.

Para Llegan al rdpido diagnbstico de Los difexcntes
tipos de tubenculosdls se ha tratado de emplear otnro tipo_
de métodos; pero adn siendo cstos dtiles tienen problemas_
para mealizarse, ya que requienen de reactivos e Lnataumen
tos muy scfisticados; no teniendo €stos disponibles en La
nayonla de 208 Laboratonrios o siendo 6stos de difleil ad--

quisdeidn,

Se comprobd que e m€todo Twaunoenzimdtico (ELISA)_
ha nesubtado sen un método sdmple y répido en La deteccibn
de anticueapes contria el dendvado protelnico pundficado --
{PPD) de Mycobacterium tuberculosis.

EL objetive de este trabajo fue evaluan La impontan
cia de £a utilizacidn del método de ELISA para fa identifi
cacidn en LLquidos cefalcrraquldecs de Tmmunoglebulina 1gG

“para podern identiflcar cudles de Los Llquidos cegalorraqul
deos pentencelan a pacientes que hubienan cstado en contag
to con La bactenia 0 que estuvieran cursando con La enfer-
medad activa; asd mismo se¢ pudicra decin que Los pacicntes
cont paesencda positiva de 1g6 8680 presentandn un foco ais
Lado sin tenen La enfermedad activa.

De 143 nuestras analizadas se encontad lLa presencia
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de 1gG en 13 muestaas pentenccientes a Los diferentes gau-
pos estudiados,

Dentno de fLas 70 muestras de Los pacientes ded gru-
po da sexe masculine se encontrcron 7 mucstras con presci-
cia de Ig6; en este grupo se tuvieron thes £Lquidos cefalo
rraquideos contholed de pacientes en que su histomia cllini
ca mosthaba comprobacidn de otra engermedad y no mostraron
antecedentes de tuberculosis; el rango de densidad Sptica_
de edtos pacientes fuc (0,030 - 0,033} cncontrdndosc este
rango muy per debajo del rango dado por Los LLquidos cefa-
Lonraquldeos con presencla de Trmuneglobulina 156 peatene-
cientes a este gaupo y que fue de {0,425 - 0,978},

EL control positive {fue obtenido de un paciente af
cual se Le comprobb unea tubehculosdis.

Se estudiaron 65 muestras de pacientes del sexo fe-
menino; en este grupo solamente 5 muedtras mostraron posdi-
tividad a La presencia de 196,

AL {gual que en el grupo anferdion, en este giupo 3¢
contd con 3 muestras que modiraron por su historia ellnica
sen contnoles negativos teniendo estos paclentesd un xango_
de densidad Gptica de {0,020 - 0.033} encontadndose este -
rango muy por debajo del raigo dado pon Zos LLquidos cefa~
Lonraquldeos con presencia de 1gG que fue de [0.423- 0.855),

En Lo reci€n nacides 86L0 en wna mucstra de Las 29
estudiadas sc encontnd La presencia de 196 cn et LLquido -
cefalornaguddeo, pexo se pudo comprobar que &ste fue un --
fubso positivo debido af color xaptocrhdmico del mismo; pu-
di€ndose coneluin que un LLguide cefaloaraquideo con un al
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2o colox xantocrfmico causa un faldo positivo debide a que
La neaceién enzdmdtica muestha una colonacibn amanilia y -
34 al hacea La dibucién de nuestra mucstra, estd ya de poa
$L &sta colorcada, es L6gico que su Lectura en el especto-
fotdmetno sca arniba de nucsitros valores de coate; {nclusd
ve, podala esia muestra daanos una Lectura araiba de £a --
que sc encontas con el control posdtdvo,

De Lo antenior se concluye que en el gaupo de Las -
muesirnas pertencelientes a Los pacientes madculinos hubo -
una mayon prescneda de Inmunoglobulina 1gG que en el gaupo
de pacientes delf sexe femenino,

Tambi€n s¢ coneluye que en Los reci€n nacidos no --

“hay presencia de Inmunoglobulina 1gG; a pesan de que en --

algunos antfeulos se habla de que una madee tubereuloda --

puede trasmitiale al producto csta Ipmunoglobulina pon via

placentaria; en este estudie no se demosind ningdn caso de
este tipo.

Tambi€n se concluyd que Los LLlquidos cefalorraqul--
deos xantocabmicos Son causa de falsos positivos, ya que -
dado que 2a reacceidn enzimdtieca que sc efectda cs de cofon
amanillo y estando La muestria de esdtfe colon altera La den-
sddad Sptica aumentando ¢l valor real de La Lectuna,

Se demostabé que La técnica ELISA mucstra sen adpida
y sencélla en La deteceidn de anticuerpos,

En cste trabafo s68c se detenminé La Inmunoglobuli-
ra 196G, La cual 86L0 nos dice su presencie. poditiva que ed
paciente estuvo en contacto con La bacternia, asl como fam-
bi€n nos dice que posiblemente el paciente tenga un foco -



56

aislado o tambli&n pudiena sen que el paciente cursara con
La enfermedad activa,

Se tiene bibliogragle en La eual hay trabajos ncali
zados con ambas Timunoglobulinas [19G e TgH} siendo Estos_
representativos de que se ha deteaminado que efectivamente
ELISA en un momenio no muy Lejano se podnd ponexn como tée-
nieca diagnéstica ya que en dichas investigaciones no mued-
tha gran porcentaje de neacelonesd cruzadas y mucstra una -
afta sensibllidad y especidicidad, pero desgraciadamente -
como se difo antenfonmente, s{gue mosdtrando neacciones cru
zadas pon Lo que no de ha podido LLegar a una sensibilidad
y espeed jieldad ded 1005,

Este thabajo demostrs que La tlenica puede estar al
aleance de cualquier Laboratonio; teniendo como dnico Lin--
coveniente el que Los neactivos se obtienen ded extranfe-
ro,
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