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1avm: 
La menin1itu tuberculosa representa un •erio problema de 

salud pÚbUca a nivel mundial, afectando principalmente a ninos 

en edad pediátrica y personas de edad avanzada. En nuestro 

trabajo se pretende la detección de ant11enos específicos y 

anticuerpo• dirif1dos a mycobacter1a• presentes en 1Íqu1do 

cefalorraqu1deo (LCR) de 1nd1v1duos con men1nf1tis tul>erculosa. 

El aná11a1s 1nmunoenz1m1h1co ELISA es un método adecuado 

para el d1a1nÓstico de la men1nf1tis tuberculosa. Esta prueba 

tiene una alta sensibilidad y especificidad, la cual depende 

del antÍ1eno empleado. En nuestro trabajo se utilizaron extrac­

tos antiténicos de ~ tuberculosis y ~ !22.Yll· reportando una 

eficacia del 79Y. y 95.6Y. respectivamente. 

La determ1nac1Ón de 

establecer un d1a1nóstico 

anticuerpos 

certero de 

del 1Sotipo permite 

la enfermedad, mientras 

que I1H puede llevar a la confusión con resultados falsos 

positivos o ne1at1vos. 

La BLISA directa permite la detecc1tfo de antÍ1enos mycobac-

ter1ales presentes en LCR, mostrando una espec1f1c1dad del tOOY. 

al ser comparados 1rupos de pacientes con cuadro clínico pre­

suntivo de men1n11tis tuberculosa, p1Ófena y viral. 

1

lIlUIII¦

La meningitis tuberculosa representa un serio problema de

salud publica a nivel mundial. afectando principalmente a ninos

en edad pediaftrica Y personas de edad avanzada. En nuestro

trabajo se pretende la deteccitïn de antígenos específicos 7

anticuerpos dirigidos a mfcohacterias presentes en líquido

cefalorraquideo ILCIH de individuos con meningitis tubercu1osa_

El analisis inmunoensimfitico ELIS_t es un metodo adecuado

para el diagnšstico de la meningitis tuberculosa. Esta prueba

tiene una alta sensibilidad v especificidad. la cual depende

del antígeno empleado. En nuestro trabajo se utilizaron extrac-

tos antigénicos de 1-I. tu_1_:-_e_rc_u1_g_¦_|_¿s_ 1' ¿_ l3_ç¿1¿:__ reportando una

eficacia del 792 Y 95.03 respectivamente.

La determinacidn «de anticuerpos del isotipo ¡gd permite

establecer un diagntístico certero de la enfermedad. mientras

que Igll puede llevar a la confusitfn con resultados falsos

positivos o negativos.

La ELISA directa permite la detección de antígenos m7cobac~

teriaies presentes en LCR, mostrando una especificidad del 1009:

al ser comparados grupos de pacientes con cuadro clínico pre-

suntivo de meningitis tuherculosa_ picfgena Y viral.
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En H'xico la Henin111t1.s es un padecimiento con altos 

1ncUces de morbilidad y mortabUidad, siendo muy frecuentes en 

nil'ioa menores de clnco anos. Son varios los microor1an1smos 

causantes de dlcha enfermedad; pueden .ser tanto virus y ri-

ckett.sla.s, a.si como bacterias, protozoarios y hon1os. Dentro de 

los a1croor1an1smoa causales más frecuentes encontramos a Hae-

mophllu.s influenzae Upo B, Streptococcus pneumoniae, Heisserla 

men1n1it1dis, Streptococcu.s tipo B, Hycobacterium tuberculosis, 

Eacherichia ~ y Criptococcus neoformans (Hul\ez,O.L. 1986). 

De acuerdo con los Últimos estudios epidemiológicos 

(1982-1986) la Hen1n1iti.s causada por Mycobacteriaa presenta 

un porcentaje muy alto de mortalidad en México, alcanzando 

alrededor de un 34.2Y. de las defunciones causadas por tuber­

culoau en nil\os. de edad pediátrica (Calder6n, A.V. 1987). 

Las manifestaciones clínicas de la Henintit1s tuberculosa 

var1an y a veces no existen síntomas menin1eos hasta el estadio 

terminal de paráU.si.s y coma. Son muy frecuentes las secuelas 

fÍslca.s y aentales, como .son el retardo mental, tran.storno.s en 

la conducta y recresiÓn psicomotriz, 
, 

a.si como lesiones en la 

rec1C>n basal por calcificaciones. Estas secuelas pueden perma-

necer y en alcunos casos provocar la muerte del individuo (Wal­

do, E. y col. 1971). Por lo que se requiere de un dia1nÓst1co 

rápido y preciso que permita establecer un tratamiento adecuado 

y dar un meJor manejo al paciente. Actualmente el diacnÓst1co se 

msnonoccios 2
En Hfiaico la lieningitis es un padecimiento con altos

indices de morbilidad f mortahilidad. siendo muy frecuentes en

ninos menores de cinco anos. Son varios los microorganismos

causantes de diclia enfermedad; pueden ser tanto virus jr ri.-

cltettsias_ asi como bacterias. protozoarios v hongos. Dentro de

los microorlanismos causales mas frecuentes encontramos a i~_l_a_i_e~_-;_

lioghilus influensae tipo B. j.5_t_1_1_e_ptococcus pneumoniae, lleisseria

II`l¢n1l'l¦_'Lf_1fl§B¡ S†_I'EE†.O¢OC¢\1l Í-1130 H. HIGDDHCÍEPIUM ÍUDGPCUIOSIS,

EI<¦l1¢I"1C¦1¦I..'|.I_ C011 Y CPIEÍOCOCCUS HEOÍOPIDBHB [H`Llfl¢Z.0.L. 1955).

De acuerdo con los últimos estudios epidemiológicos

(1962-1956) la lleningitis causada por lllïcohacterias presenta

un porcentale muy alto de mortalidad en Bélico. alcanzando

alrededor de un 31.22 de las defunciones causadas por tuber-

culosis en ninos ee esas peeiiu-ies (calderón. i.v. 19a'n.
Las manifestaciones clinicas de la I-leningitis tuberculosa

varian 7 a veces no elisten síntomas meningeos hasta el estadio

terminal de parfilisis 7 coma. Son muy frecuentes las secuelas

fisicas 7 mentales. como son el retardo mental. transtornos en

la conducta v regresiofn psicomotrim así como lesiones en la

region basal por ca1cificaciones_ Estas secuelas pueden perma-

necer 1 en algunos casos provocar la muerte del individuo (Val-

do, B. 1 col. i9'l'l}_ Por lo que se requiere de un diagnostico

rápido 7 preciso que permita establecer un tratamiento adecuado

Y dar un mejor manejo al paciente. Actualmente el diagnóstico se



3 
apoya en P.rá•etroa clÍnicos y bioquímicos u( como en el culti-

vo bacterioH)1ico, el cual requiere de periodos de cuatro sema-

nas mÍnimo de incubación, de la misma manera 
, 

se u til1zan tecni-

caa de Unción que permiten la identificación del atente causal, 

sin embargo los resultados positivos a las pruebas es tan solo 

de un 75X y 55X respectivamente, por lo que el diarnÓstico ea 

impreciso y tardio. 

Por ello se requiere de una prueba de laboratorio que sea 

rápida y confiable. Hasta el momento diversos 1rupo.s de inves­

ti1adores han desarrollado un 1ran número de pruebas de diag­

nóstico rápido tales como: precipitación en tubo capilar, a­

rlutinaciÓn pasiva en latex, división de bromuro, radioinmunoa­

ná11sis, contrainmunoelectroforésis e inmunofluorescencia, pero 

tienen la desventa j a de tener algunas baja especificidad y 

sensibilidad o bien requerir de equipo sofisticado por lo que 

se eleva su costo. 

La prueba de ELISA (Enzime Linke Immunosorbent Assay) 

puede ser empleada como un 1Rétodo de diarnósuco rápido y 

específico para la detección de antÍrenos o anticuerpos 

en contra de Hycobacterium tuberculosis o Hycobacterium bovis 

causantes de la Heninei tis tuberculosa . 

3
apoya en parifmetros clínicos 7 bioquímicos asif como en el culti-

vo bacteriol-tÍgico_ el cual requiere de periodos de cuatro sema-

nas mfnimo de incubacic`Ín_ de la misma manera se utilizan tefcni-

cas de tincidn que permiten la identificacitfn del agente causal.

sin embargo los resultados positivos a las pruebas es tan solo

de un 15:1 v Boi: respectivamente. por lo que el diaIno'stico es

impreciso ff tardio_

Por ello se requiere de una prueba de laboratorio que sea

rapida v confiable. Hasta el momento diversos grupos de inves-

tigadores nan desarrollado un gran numero de pruebas de diag-

nostico rípido tales como: precipitacicfn en tubo capilar, a-

glutinaciofn pasiva en latex. division de bromuro. radioinmunoa-

nsÍlisis_ contrainmunoelectroforesis e inmunof1uorescencia_ pero

tienen la desventaja de tener algunas baja especificidad Y

sensibilidad o bien requerir de equipo sofisticado por lo que

se eleva su costo.

La prueba de ELISA (Enzima Linl-te Immunosorbent sssaïl

puede ser empleada como un metodo de diagncfstico rapido Y

específico para la detecciofn de antfgenos o anticuerpos

en contra de Qco_l:_:›_acterium tuberc_ulosi_s o l'_l_1'_go1.::-_a__ç_tlerJ___1_1_|'g_l1 borvis

causantes de la Heningitis tuberculosa.



4 

2.1. •PJDSMJOLOGIA: 

La menintitis tuberculosa es una enfermedad que ha sido 

representada 

mundial. De 

como un 

acuerdo 

serio problema de salud pÚblica a n1 vel 

con los Últimos estudios epldemiolÓeicos 

(1982-1986) la meningitis causada por mycobacter1as presenta un 

porcentaje muy alto de morbilidad y mortalidad en México, alcan­

zando alrededor de un 34.2% de las defunciones causadas por 

tuberculosis en menores de cinco al'los de edad, mientras que la 

proporción de muerte por tuberculosis menlneea entre los demás 

grupos de edad es solo de 4.2X y en menores de un al'lo a descen­

dido dos veces siendo mucho •s frecuente en personas de edad 

avanzada y existiendo una mayor inc1denc1a en el sur y el Golfo 

de Héx1co, (Cárdenas.A.V. 1987). 

2.2. CAaACTSRJSTICAS PRI•CIPALES DEL 

BACILO D• LA TUBDCULOSIS: 

La men1n1itis tuberculosa es causada principalmente por dos 

especies bacterianas, Hrcobacterlum tuberculosis y Hycobacterium 

bovis que son bacilos ácido alcohol resistentes y se desarrollan 

usualmente en medios sintéticos como Lowenstein Jensen y ProsKa­

wer & BecK, presentando un crecimiento lento. Como se sabe !i:_ 

tuberculosis presenta un tiempo generacional entre 10 y 15h en 

medios favorables y de 20 a 24 h en medios sint6'ticos, (Yu-

man ,H.D. 1979). 

¿I

2. å 

2.1. IPIDIIIDLOGIM

La meningitis tuberculosa es una enfermedad que ha sido

representada como un serio problema de salud publica a nivel

mundial. De acuerdo con los ultimos estudios epidemiolcfgicos

(1982-1986) la meningitis causada por mïcobacterias presenta un

porcentaje muy alto de morbilidad v mortalidad en Mexico. alcan-

zando alrededor de un 34.21 de las defunciones causadas por

tuberculosis en menores de cinco anos de edad. mientras que la

proporcion de muerte por tuberculosis meningea entre los demís

firupos de edad es solo de 4.32 v en menores de un ano a descen-

dido dos veces siendo mucho ls frecuente en Personas de edad

avanzada 1 existiendo una mavor incidencia en el sur Y el Golfo

ce méxico. (cá'r-eenas.i.v. ios-n.

2.2. CLIAG'l'lIII8TICaB PIIICIPILLIS DEL

IACILO DI La TUBIIICULOSIB:

La meningitis tuberculosa es causada principalmente por dos

especies bacterianas. fljcobacterilum tuberculosis v l_-l1cc_¿_l_›_a¬~;:terium

b2g_i__s que son bacilos acido alcohol resistentes Y se desarrollan

usualmente en medios sinteticos como Lowenstein Jensen y Proslta-

ufer & Beclt. presentando un crecimiento lento. Como se sabe à

tuberculosis presenta un tiempo generacional entre 10 1' 1511 en

medios favorables 7 de ED a Eii h en medios sintéticos. (Yu-

man.lI_D_ 19791.
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Las reacciones bioquÍ111icas de los bacilos de la tuberculo-

sis son pocos seguros, ya que debido a incubaciones tan prolon-

fadas tienden a dar resultados contrad1ctor1os, posiblemente 

debido a la 11berac1Ón y descompos1c1Ón de ácidos or1án1cos 

(Burrows, w. 1968). 

, 
su pared celular presenta un grosor de zonm y esta consti-

tuida por tres fracciones; una fracción de proteínas unida a una 

fracc16n cerea; una se1unda fracción de poUsacáridos y una 

Última fracción de 1Íp1dos la cual conforma el 60% del peso seco 

de la pared celular y el 40% del peso seco del bacilo. Uno de 

los componentes 
, 

mas importantes de la fracción 11pÍ<Hca es el 

ácido arab1noralactosa-mucopeptido que conforma una barrera que 

le da el caracter h1drof6b1co de las mycobacter1as, así como la 

tendencia a adherirse entre .si durante su crec1m1ento en 

medios acuosos y flotar en la superf1c1e, al 11ua1 que la 

impermeabilidad a los ácidos y alcaus y su d1f1cil crec1m1ento 

debido a la d1f1cultad que tienen para el paso de nutrientes, 

(Yuman,H.D. 1979; Davts,B. y Col. 1973). 

2.3. A•TIOBMICIDAD: 

La ant11en1c1dad del bacilo de la tuberculosis se refiere a 

los constituyentes ant11én1cos de las células mycobacter1ales, 

los cuales pueden ser tanto pol1.sacár1dos, prote{nas y pept1dos 
, , , 

de la pared celular, asi como protelnas c1toplasmat1cas. Al1unos 

de estos son ant{genos especÍficos y otros son encontrados en 

5

Las reacciones bioquímicas de los bacilos de la tuberculo-

sis son pocos seguros. va que debido a incubaciones tan prolon-

gadas tienden a dar resultados contradictorios. posiblemente

debido a la liberacitfn 1* descomposiciån de ifcidos organicos

iBurroes.'H_ 1968).

Su pared celular presenta un ¡rosor de Ednm Y esta' consti-

tuida por tres fracciones; una fraccicfn de proteínas unida a una

fraccitín corea: una segunda fracciån de polisacšridos 1' una

ultima fraccioïn de lípidos la cual conforma el Gol: del peso seco

de la pared celular Y el 4091 del peso seco del bacilo. Uno de

los componentes mas importantes de la fraccicfn lipfdica es el

a"cido arabinogalactosa-mucopeptido que conforma una barrera que

le da el caracter hidrofšbico de las mvcobacterias. asf como la

tendencia a adherirse entre si durante su crecimiento en

medios acuosos Y flotar en la superficie. al igual que la

impermeabilidad a los acidos Y alcalis Y su dificil crecimiento

debido a la dificultad que tienen para el paso de nutrientes_

i'i'uman_l-LD. 1979: Davis.B_ y Col. 1973).

2.3. AITIGBIICIDAD:

La antigenicidad del bacilo de la tuberculosis se refiere a

los constituyentes antigénicos de las celulas mvcobacteriales.

los cuales pueden ser tanto po1isaceÍridos_ proteínas Y peptidos

de la pared celular. asi como proteinas citoplasma-Íticas_ alflunos

de estos son antígenos especificos Y otros son encontrados en
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diversas especies bacterianas patógenas para el hombre, consti-
, 

tuyendo au la• llamadas reacciones cruzadas, (Yuman,H.D. 1979). 

Se han publicado una gran cantidad de trabajos sobre la 

separación, identificación y aislamiento de ant{genos mycobacte-

riales (Editorial,1973; Daniel,T. y Jawck ,B.1978), reportando 

una elevada hetero1enicidad. antigénica entre las mycobacterias y 

altunos otros géneros de bacterias como Salmonella, Strepto-

coccus, Hocardia y Haemophilus, al igual que algunos hon1os como 

Histoplasma, Coccid.iod.es y Criptococcus, (Hernánd.ez y Col. 1984). 

Se han encontrad.o componentes ant11énicos de H:... tuberculo-

sis formando complejos inmunes circulantes en el suero de pa-

cientes tuberculosos y se ha observado que tienen efectos re-

fuladores de la respuesta inmune humoral. 

2.•. v11ui.a•cu: 
La virulencia o la capacidad. del bacilo de la tuberculosis 

para producir una enfermedad. pro1resi va involucra factores como: 

la presencia de productos tóxicos como es el factor Cuerda, 

a11unos llpidos, el 
, 

requerimiento de oxigeno, la presencia de 

catalasa y la habUidad de solubilizar el hierro, (Yu -

man,H.D. 1979). 

2.5. 1•11u•oLOGIA: 

La respuesta inmune de la tuberculosis se inicia por el 

contacto con el antÍgeno de H:... tuberculosis manifestándose por 

6

diversas especies bacterianas patdgenas para el hombre. consti-

tuyendo así las llamadas reacciones cruzadas. {l'uman_l'I_D_ 1979).

Se han publicado una gran cantidad de trabajos sobre la

separacicfn. identificaciån Y aislamiento de antifgenos mvcobacte-

riales (Editorial_i9'¡'3; Daniel_T_ ff Ja1rclt.B_i9Te). reportando

una elevada lieterogenicidad antigenica entre las mïcobacterias Y

algunos otros generos de bacterias como Salmonella, Strepto-

coccus, llocardia v Haemophilus. al igual que algunos hongos como

gistoplasma, co-ccidiodes Y Criptococcus_ il-lerna"ndez Y col. 19454)

Se han encontrado componentes antigenicos de li. tuberculo-

1 formando complejos inmunes circulantes en el suero de pa-

cientes tuberculosos Y se ha observado que tienen efectos re-

guladores de la respuesta inmune numeral.

8.4. YllI.lLIICIn:

La virulencia o la capacidad del bacilo de la tuberculosis

para producir una enfermedad progresiva involucra factores como:

la presencia de productos tåsicos como es el factor Cuerda.

algunos lípidos, el requerimiento de ozlfgeno_ la presencia de

catalasa v la habilidad de solubilizar el hierro. (Yu-

man.lI_D_ i9'l'9l_

2.5. IIIUIOLOGIM

La respuesta inmune de la tuberculosis se inicia por el

contacto con el antfgeno de H. tuberculosis manifestafndose por
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la producción de anticuerpos especÍficos y linfocitos sensibili-

zados derivados de linfocitos timodependientes. El predominio de 

estas células en esta enfermedad define la importancia del 

mecanismo de defensa celular sobre la respuesta humoral. Por lo 

que se deduce que simultáneamente a una respuesta celular se 

desencadena una respuesta humoral. Sin embargo, parece que las 

inmunoglobulinas tienen un papel secundario en la defensa contra 

H.:.. tuberculosis por ser un parásito intracelular, pero aunque no 

participen directamente en la eliminación del bacilo, Juegan un 

papel como moléculas reguladoras de la respuesta inmune celular 

de diferentes formas; 1) Evitando que el antígeno estimule las 

cé'lulas inmunocompetentes por enmascaramiento de sus determinan­

tes antigénicos. Cuando el anticuerpo es catabolizado, el antí­

geno puede nuevamente estimular al sistema inmune resultando 

así, la producción cíclica del anticuerpo. Z) Por interacción 

idiotipo-anti-idlotlpo. 3) Previniendo la diferenciación ex-

haustlva de linfocitos competentes que pudieran resultar de una 

estimulaciÓn constante por el anticuerpo, (Vaca,G.O. 1985). 

2.6. PATOGBllIA Y CUADRO CLIHICO DE 

llBRI•GITIS TUBERCULOSA: 

Una de las complicaciones más severas de la tuberculosis es 

la meningitis la cual es una inflamación de las membranas limi­

tantes del espacio subaragnoideo. 

El mecanismo por el cual se infectan las meninges puede ser 

7'

la produccicfn de anticuerpos específicos 7 linfocitos sensibili-

zados derivados de linfocitos timodependientes_ El predominio de

estas celulas en esta enfermedad define la importancia del

mecanismo de defensa celular sobre la respuesta liumoral_ Por lo

que se deduce que simultaneamente a una respuesta celular se

desencadena una respuesta numoral. Sin embargo. parece que las

inmunoglobulinas tienen un papel secundario en la defensa contra

gl, tuberculosis por ser un paraÍsito intracelular. pero aunque no

participen directamente en la eliminacion del baci1o_ Juegan un

papel como moleculas reguladoras de la respuesta inmune celular

de diferentes formas; ll Evitando que el antfgeno estimule las

cëlulas inmunocompetentes por enmascaramiento de sus determinan-

tes antigefnicos_ Cuando el anticuerpo es catabolizado_ el antf-

geno puede nuevamente estimular al sistema inmune resultando

asi. la produccidn cfclica del anticuerpo. El Por interaccicïn

idiotipo-anti-idiotipo_ 31 Previniendo la diferenciacifšn es-

liaustiva de linfocitos competentes que pudieran resultar de una

estimulacitïn constante por el anticuerpo. (vaca.<3_0_ 19851.

2.6. PATDGEIIJL Y (¦Uli_DliO CLIHIOO DE

HIIIIOITIS 'I'UBEI1CULOSn.:

Una de las complicaciones mas severas de la tuberculosis es

la meningitis la cual es una inflamacidn de las membranas limi-

tantes del espacio subaragnoideo_

El mecanismo por el cual se infectan las meninges puede ser



8 

de caracter hematÓgeno a partir del foco primario mediante el 

cual, el bacilo lletarÍa al espacio subaracnoideo y desencadena-

r{a la respuesta inflamatoria aguda, o bien por un mecanismo de 

invasión de las leptomeninges a partir de pequet'los focos tuber-

culo.sos implantados en las meninte.s mismas o en zonas adyacentes 

al espacio subaracnoideo en la corteza cerebral durante la fa.se 

de bacuemia en la primoinfecciÓn, (Calderón,J.E. 1979). 

En general, la meningitis tuberculosa presenta un cuadro 

clÍnico caracterizado por tres periodos: 1) Un estadio prodrÓ­

mico de irritación; 2) Un estadio transicional de hipertensión 

craneal y !!l{ntomas meningeos; 3) Un estadio terminal de paráu-

sis y coma, (Waldo,E. y Col. 1971). 

La frecuencia de infecciones se encuentra 
, 

mas elevada en 

niflos entre los primeros 10 a!'los de vida y personas de edad 

avanzada. Esto es probablemente debido a que son individuos que 

presentan un estado socioeconÓmico bajo, desnutrición, vejez, o 

bien, una respuesta inmune disminuida en individuos inmunocom-

prometidos, inmunodeficientes, aeammaglobulÍnicos, etc. Hu y 

frecuentemente la menineiti.s tuberculosa es seguida por compli­

caciones que ocasionan la presencia de secuelas fÍsicas y men-

tales, o bien sobreviene la muerte del individuo, por lo que es 

necesario establecer el diaen6stico rápido de la enfermedad. 

2.7. DIAO•osTICO DB JIUI•OITIS TUBERCULOSA: 

Actualmente el diaenÓstico de la meningitis tuberculosa 
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de caracter bematcfgeno a partir del foco primario mediante el

cual. el bacilo llegarfa al espacio subaracnoideo Y desencadena-

rfa la respuesta inflamatoria aguda. o bien por un mecanismo de

invasion de las leptomeninges a partir de pequenos focos tuber-

culosos implantados en las meninges mismas o en zonas adyacentes

al espacio subaracnoideo en la corteza cerebral durante la fase

de bacilemia en la primoinfeccitfn, (CaldercÍn_J_E_ i9'f9l_

En general. la meningitis tuberculosa presenta un cuadro

clfnico caracterizado por tres periodos: 1) Un estadio prodrd-

mico de irritacidn: El Un estadio transicional de hipertensitïn

craneal Y síntomas meningeos; 3) Un estadio terminal de parsfli-

sis v coma. ('s'aldo.E_ Y Col. 1971).

La frecuencia de infecciones se encuentra mas elevada en

ninos entre los primeros 10 anos de vida Y personas de edad

avanzada. Esto es probablemente debido a que son individuos que

presentan un estado socioecondmico baio. desnutrici-šn. vejez, o

bien. una respuesta inmune disminuida en individuos inmunocom-

prometidos_ inmunodeficientes_ agammaglobulfnicom etc. Muy

frecuentemente la meningitis tuberculosa es seguida por compli-

caciones que ocasionan la presencia de secuelas ffsicas v men-

tales. o bien sobreviene la muerte del individuo. por lo que es

necesario establecer el diagnóstico rápido de la enfermedad.

2.7. DIÄGIÚBTICÚ DE IIIIIGITIS TUBERCULÚBL¦

Actualmente el diagndstico de la meningitis tuberculosa
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está basado en par,metros clínicos, b1oquÍ111icos y bacterio161i-

cos: que permiten la ident1f1caci6n - de mycobacterias en el 

líquido cefalorraquideo. 

En México donde se ut111za la vacuna de BCG (Bacuo de 

Calmatte y Guerin), aleunas pruebas como la tubercuuna han 

perdido utUidad como métodos de dia¡n6st1co ya que un resultado 

positivo demuestra contacto con el bacuo tuberculoso, m's no 

una infecci6n activa, mientras que el aislamiento e identifica­

ción de mycobacterias por cultivo en medios espec1ficos, además 

de ser un procedimiento tedioso y lento, en donde por lo eeneral 

transcurren entre 6 y 12 semanas para dar un resultado certero, 

la probabiUdad de obtener resultados positivos va de un ran¡o 

de 45X a 90X de los casos, (Daniel,H.T. 1987). 

Se han empleado diversos métodos como alternativa para el 

dia¡n6stico temprano de la infecci6n. Dichas pruebas pueden ser 

consideradas como métodos indirectos cuando se determina la 

respuesta del hospedero a la infecci6n y métodos directos, 

cuando se determina la presencia del organismo infectante, (Da-

niel,K.T. 1987). 

!.'I .t. K8TODOS I•DIRBCTOS: 

a) HETODOS DE DETECCIOH ENZIMA TICA: Está basado en la 

detección de enzimas como la Adenosina desaminasa que es pro-

ducida por los linfocitos T sensibilizados que presentan los 

pacientes con meningitis tuberculosa en aumento (Valores nor-

9
esta basado en parámetros clínicos, bioquímicos 1' bacteriológi-

cos: que permiten la identificación 'de mycobacterias en el

liquido cefalorraquideo_

En Hesico donde se utiliza la vacuna de BCG ¡Basile de

Calmatte Y Guerinl_ algunas pruebas como la tuberculina nan

perdido utilidad como métodos de diagnóstico Ya que un resultado

positivo demuestra contacto con el bacilo tuberculosa, mas no

una infección activa, mientras que el aislamiento e identifica-

ción de mycobacterias por cultivo en medios especificos, ademas

de ser un procedimiento tedioso 'f lento, en donde por lo general

transcurren entre 6 v 12 semanas para dar un resultado certero,

la probabilidad de obtener resultados positivos va de un rango

de Ii-BZ a 902 de los casos, (Daniel,H_'I'. i9dTl_

Se han empleado diversos métodos como alternativa para el
diagnóstico temprano de la infeccion. Dichas pruebas pueden ser

consideradas como metodos indirectos cuando se determina la

respuesta del hospedero a la infección 1' metodos directos,

cuando se determina la presencia del organismo infectante, (Da-

niel,l'l_T_ 1987).

2.7.1. IIITODOS IIDIRECTOS:

al HETODOS DE DETECCIOII EIIZIHATICA: Esta basado en la

detección de enzimas como la ndenosina desaminasa que es pro-

ducida por los linfocitos T sensibilizados que presentan los

pacientes con meningitis tuberculosa en aumento [valores nor-
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males de 6-8U/l), as1 como la enzima Lisozima la cual eleva sus 

niveles en presencia del bacilo tuberculoso en LCR, o en condi­

ciones características de granulomas de células epiteliales. 

Dichas pruebas son muy sensibles, sin embargo, en el primer caso 

se ha encontrado un 16Y. de falsos positivos con otros microorga-

nismos de etioloa{a no tuberculosa (Daniel,H.T. 1987; R1 vera.E. 

y col. 1987) y en el segundo una 1nespecificidad del 31Y. de los 

casos, (Selvakumar, y col. 1985). 

bl PARTICIOH DEL ION BROMURO: Es una prueba basada en la 
, 

deteccion del radio del bromuro en muestras simultaneas de suero 

y LCR a base de trazadores isotópicos o por mediciones qu{m1cas 

directas. En estudios .subsecuentes .se han determinado una sensi-

biUdad del 90Y. al 92Y. presentándose resultados falsos positivos 

con meningitis aséptica y piÓgena. (Daniel,H.T. 1987). 

c) ELISA: <Enz1me Linked Immuno Sorbent Assay) Es utilizada 

para la detección de la reacción ant1geno- anticuerpo, manifes­

Ulndose por medio de una reacción enzima-sustrato. Dicha prueba 

ha sido utilizada en aran medida para el diagnóstico de la 

tuberculosis cuantificando anticuerpos circulantes d1ri1ido.s a 

mycobacterias. Se ha reportado .sensibilidades entre del 61Y. al 

89Y. y especificidad del 87Y. al 89Y.. Sin embargo, la mayoría de 

los estudios están enfocados a la detección de anticuerpos en 

suero, mientras que en LCR ha sido poco estudiado, o::rambovi-

tis,E . 1986). 

Hernández y Col. (1984) utilizando el método de ELISA, 

11'!

males de o-BU/ll. asi como la enzima Lisozima la cual eleva sus

niveles en presencia del bacilo tuberculoso en LCR, o en condi-

ciones características de granulomas de celulas epitelia1es_

Dichas pruebas son muy sensibles, sin embargo, en el primer caso

se ha encontrado un lol! de falsos positivos con otros microorga-

nismos de etiologia no tuberculosa {Daniel,l-LT. l9o'T; Rivera,E_

Y col. i9o'l'l Y en el segundo una inespecificidad del 311€ de los

casos, (Selvaltumar, Y col. 1965).

bl PARTICIDR DEL IOH BROI-IURO: Es una prueba basada en la

detecciofn del radio del bromuro en muestras simultaneas de suero

Y LCR a base de trazadores isotcfpicos o por mediciones qufmicas

directas, En estudios subsecuentes se han determinado una sensi-

bilidad del 902 al 922 presentándose resultados falsos positivos

con meningitis ase'ptica 1* pio'gens_ (Daniel,li.T_ i9B'Tl_

cl ELISA: (Enzime Linl-Led Immuno Sorbent sssavl Es utilizada

para la detecciån de la reaccion antigeno- anticuerpo, manifes-

ta'ndose por medio de una reaccion enzima-sustrato. Dicha prueba

na sido utilizada en gran medida para el diagndstico de la

tuberculosis cuantificando anticuerpos circulantes dirigidos a

mvcobacteriam Se na reportado sensibilidades entre del oilf al

s9:›¦ v especificidad del 872 al 692. Sin embargo, la mayoría de

los estudios estan enfocados a la deteccidn de anticuerpos en

suero, mientras que en LCR na sido poco estudiado, llrambovi-

tis,E. 19061.

Hernández 1 col. (learn utilizando el método ee stisi,
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reporta niveles de anticuerpos ItG e ItM presentes en LCR de 

pacientes con meningitis tuberculosa, determinando un lOOY. de 

sensibilidad y especificidad en su sistema. 

d) RIA: (Radioinmunoanalisis) Eatá basado en la detección 

de la reacción antteno-anticuerpo por medio de marcadores ra-

dioactivoa, Samuel y Col. (1983) analizaron muestras de LCR de 

pacientes con meningitis tuberculosa encontrando un 83Y. de sen-

sibilidad y ausencia de falsos positivos en sujetos con meninti­

tia de etiología no tuberculosa. 

2.'f .z. HBTODOS DIRECTOS: 

a) AGLUTINACIOH EN LATEX: En ella se detectan antÍtenos 

mycobacteriales presentes en LCR basándose en una aelutinaciÓn 

de partículas de latex adsorbidos con anticuerpos dirigidos 

a antÍgenos mycobacteriales. :r.:ambrovi tis y col, (1984) reportan 

una sensibilidad del 94.4Y. y especificidad del 99.3Y., encontran-

do falsos positivos con HaemoPhilus influenzae. 

b) HEMAGLUTIHACION PASIVA: Chandramuki y col. (1985) han 
, , 

utilizado esta prueba para la deteccion de anttgenos mycobacte-

riales presentes en LCR de pacientes con menintitis tuberculosa, 

y reporta una sensibilidad del 88Y. encontrando falsos positivos 

con menin¡r1tis piÓgena y viral. 

C) ELISA: Sada y col, (1983) utilizó el método de ELISA 

para detectar antígenos mycobacteriales en LCR de pacientes con 

meningitis tuberculosa encontrando una sensibilidad del 81.25Y. y 
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reporta niveles de anticuerpos Igd e Igll presentes en LCR de

pacientes con meningitis tuberculosa, determinando un ido;-1 de

sensibilidad 7 especificidad en su sistema.

dl RIA: (I-ïadioinmunoanalisisl Esta' basado en la deteccicfn

de la reaccidn antgeno-anticuerpo por medio de marcadores ra-

dioactivos, Samuel Y Col. (19831 analizaron muestras de LCR de

pacientes con meningitis tuberculosa encontrando un E32 de sen-

sibilidad ? ausencia de falsos positivos en sujetos con meningi-

tis de etiologfa no tuberculosa.

2.7.2- IIBTODOS DIRECTOS:

si soto-rinicion su tires; en ens se detectan antígenos
mvcobacteriales presentes en LCR basandose en una aglutinacišn

de partículas de late: adsorbidos con anticuerpos dirigidos

a antfgenos mvcobacteriales Kambrovitis 1: col, (19541 reportan

una sensibilidad del 94.45€ Y especificidad del 99.372. encontran-

do falsos positivos con Haemophilus influenzae.

bi I-IEIIMBLUTIIMCIOII PASIVA: Chandramul-ti 1' col. il9B5l han

utilizado esta prueba para la deteccicfn de antígenos mvcobacte-

riales presentes en LCR de pacientes con meningitis tuberculosa,

Y reporta una sensibilidad del soii encontrando falsos positivos

con meningitis pitfgena v viral.

oi suse: sado f ool, mea) utilizo' el método oo stisi
para detectar antfgenos mïcobacteriales en LCR de pacientes con

meningitis tuberculosa encontrando una sensibilidad del Bi.25lE 1*
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una especificidad del 95Y.. l'.adi val y col. (1983) reporta una 

sensibilidad del 100Y. e especificidad del 77Y.. Vinneta Bal, y 

col. (1963). Encuentra que de 9 casos de meningitis tuberculosa 

estudiados, solo 7 presentan reacción ante el ant{geno mycobac-

terial utilizando el método de ELISA. 

d) RIA: Samuel y col. (1963) Utilizando el RIA para 

detectar antígeno mycobacterial en pacientes con meningitis 

tuberculosa encontraron ni veles de ant{geno de 1'.16+3.69ng/ml, y 

observando que 16 pacientes alcanzaron valores superiores a 

16ng/ml de antÍgeno, mientras que en individuos control se 

presentaron ni veles de 3.1+1.2ng/ml, considerándose como un 

lÍmi te normal. 

l'.adival y col. (1987) reportan una elevada sensibilidad del 

aétodo de RJA usando una b1ot1na para la detección de ant{genos 

presentes en LCR, encontrando que el 16Y. de pacientes con menin­

fi tis tuberculosa fueron positivos a la prueba y el ant{geno no 

fue detectado en pacientes con enfermedades neurolÓgicas y me­

ningitis aséptica. 

A Ün cuando di versos gr upe.a de investigadores han desarro­

llado varias pruebas de diatnÓsuco rápidas algunas tienen la 

desventaja de ser de baja especificidad y sensibilidad, o bien, 

de requerir de un equipo sofisticado por lo que se eleva su 

costo. En alcunos casos las manifestaciones cltnica de meningi-
, 

tis var1an dependiendo de la suceptibilidad del paciente o la 
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una especificidad del 952. Iadival Y col. (19833 reporta una

sensibilidad del 1001 e especificidad del TW.. Vinneta Hal. v

col. 11963). Encuentra que de 9 casos de meningitis tuberculosa

estudiados. solo 7 presentan reaccišn ante el antígeno mïcohac-

toria: utilizando si mitos@ se ELISA.
dl RIA: Samuel v col. (1983) Utilizando el RIJL para

detectar antígeno mïcobacterial en pacientes con meningitis

tuberculosa encontraron niveles de antígeno de 4.1o+3.o9ns./ml. 1'

observando que id pacientes alcanzaron valores superiores a

lane/ml de antfseno. mientras que en individuos control se

presentaron niveles de 3.i+1.¡-Eng/ml. considerflndose como un

límite normal.
Iadival 1' col. (1957) reportan una elevada sensibilidad del

net'-'todo de RIA. usando una hiotina para la deteccidn de antígenos

presentes en LCR. encontrando que el idìft de pacientes con menin-

gitis tuberculosa fueron positivos a la prueba Y el antfieno no

fue detectado en pacientes con enfermedades neurolcfgicas y me-

ninditis aslfptica.

Min cuando diversos grupos de investiiadores nan desarro-

llado varias pruebas de diagnostico rapidas algunas tienen la

desventaja de ser de baja especificidad y sensibilidad. o bien.

de requerir de un equipo sofisticado por lo que se eleva su

costo. En algunos casos las manifestaciones clfnioa de meningi-

tis varfan dependiendo de la suceptihilidad del paciente o la
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virulencia del bacilo, por lo que pueden ser enmascarados los 

síntomas meningeos y continuar hasta el estadio terminal de 

parálisis y coma, presentando secuelas fÍsicas y mentales o 

sobrevenir la muerte del paciente. 

Actualmente la meningitis tuberculosa sigue siendo un grave 

problema de salud pÚblica por lo que se hace necesario un mayor 

estudio para establecer un tratamiento adecuado y dar un mejOr 

manejo al individuo. 

La prueba de ELISA puede ser empleada como un método de 

diaftletico rápido y preciso para la detección de antígenos y 

anticuerpos (hasta concentraciones de tnf/ml) dirigidos en con­

tra de H.:_ tuberculosis y /o H.:_ bovis causantes de la meningitis 

tuberculosa. 

13
virulencia del bacilo. por lo que pueden ser enmascarados los

sfntomas meningeos v continuar hasta el estadio terminal de

pariflisis jr coma. presentando secuelas ffsicas Y mentales o

sobrevenir la muerte del paciente.

Actualmente la meningitis tuberculosa sigue siendo un grave

Problema de salud Publica por lo que se hace necesario un mayor

estudio para establecer un tratamiento adecuado Y dar un mejor

manejo al individuo.

La prueba de ELISA puede ser empleada como un meftodo de

diagnetico rípido v preciso para la deteccion de antígenos v

anticuerpos (hasta concentraciones de ing/mll dirigidos en con-

tra de H. tuberculosis y/o L p causantes de la meningitis

tuberculosa.



3. 08Jll:TlVOS: 

3.t. Determinación <1e anticuerpos de los isot1pos IgH e IgG, 

así como ant{genos específicos de mycobacterias presentes en LCR 

procedentes de individuos con meningitis tuberculosa. 

3.t.t. Obtención de antígenos proteÍcos de ~ tuberculosis 

y~~· 

3.t.z. Obtención de anticuerpos IgG de conejo dirigid.os en 

contra de ~ bovis. 

1-*

3. OBJl'l'IVOB¦

3.1. Determinación de anticuerpos de los isotipos Ig!! e Igü.

asi como antígenos especificos de mvcobacterias presentes en LCR

procedentes de individuos con meningitis tuberculosa.

3.1.1. Obtenciån de antígenos protefcos de l›_1_._ tuberculosis

r & EE-

3.i.E. Obtencicfn de anticuerpos Igfl de conejo dirigidos en

contra de II. bovis.
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4. KSTOl>OLOOlA: 

4.l. CULTIVO llACT BJtIOLOOICO: La cepa de !!.:.. tuberc u losis 

H37Rv proporc i onada por el Laboratorio Cltnico de l I nstituto 

•acional de Enfermedades Respiratorias (IHER) f u é manteni da en 

aedios d e Lowenatein Jensen y Proskawer & Beck (PBYl por perio­

do• de cuatro semanas a 37 ° e y conaervada en refriteraciÓn a 

4ºc. 

La maaa bacilar de ~ bovis cepa Danesa 1331 orit1nal del 

Inatituto de Sueros de Dinamarca, Cophenague, f ué p roporcionada· 

por el Inat1 t uto Racional de Higiene. 

4.Z. SXTJtACTO A•TJGE•ICO SOLU8LB: La extraceiÓn del antÍ-

1eno d e ~ tuberculosis y ~ bovis se realizó mediante el método 

propuesto por García y Gutiérrez (19t12), de la s i guiente manera; 

La masa bacilar obtenida a partir de cul t1 vos p uros de cuatro 

semanas de desarrollo en medios de PBY, fué cosechado por cen­

tr1fu1aciÓn a 30151 durante 30 min en una centrífuga Sorvall RC-

5, realizando 3 lavados con solución sauna estéril 0 .85i: (SSF). 

La masa bacilar así obtenida fu~ resuspendida en una mezcla de 

acetona- meta nol en proporción de t;t durante 24h , al cabo de las 

cuales se r e alizaron 3 lavados por centrifugacic>'n con acetona-

metanol repitiendo este proceso durante tres d ias . La masa 

bacilar t ratada s e lavó por centrifugación a 3015g dur ante 30 

min en tres ocasiones con SSF estéril. Se reau zó una s uspensión 

que contenía por cada tramo peso hÚmedo de masa bacilar tm de 

11-'

"l

L II'I.'DDOLOGll\¦

4.1. C-UL'l'I1fD Iltt`.¦TERIOLOGICO: La cepa de l_¶_._ tuberculosis

I-l31'Rv proporcionada por el Laboratorio Clfnico del Instituto

lacional de Enfermedades Respiratorias (IEEE) fue mantenida en

medios de Lorenstein Jensen 1' Prosltaver a Beck (PET) por perio-

dos de cuatro semanas a 31°C y conservada en refrigeracion a

s°c.
La masa bacilar de IL p cepa Danesa 1331 original del

Instituto de Sueros de Dinamarca. Copnenague. fue proporcionada-

por el Instituto I-Iacional de Higiene.

4.2. IXTIACTG lI'l'IGBIICO 80LUILB¦ La extraccion del anti-

leno de L tuberculosis v _lL_ p se realizo' mediante el metodo

propuesto por García v Gutierrez (19621. de la siguiente manera:

La masa bacilar obtenida a partir de cultivos puros de cuatro

semanas de desarrollo en medios de PB?. fue' cosechado por cen-

trifugaciofn a süiüg durante 30 min en una centrífuga Sorvall RC-

5. realizando 3 lavados con solucion salina estéril 0.552 (SSP).

La masa bacilar así obtenida fue resuspendida en una mezcla de

acetona-metano! en proporcion de lzl durante E411, al cabo de las

cuales se realizaron 3 lavados por centrifugacitfn con acetona-

metanol repitiendo este proceso durante tres dias. La masa

bacilar tratada se lavo' por centrifugaciån a 3015-g durante 30

min en tres ocasiones con SSF estefrll. Se realizcf una suspensitfn

que contenía por cada gramo peso humedo de masa bacilar im de
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SSF, dicha suapensiÓn fué sonicada en un Sonipret 150, a una 

ampUtud de & micrones (pico a pico) durante ciclos de 5 min de 

aonicaciÓn por 5 •in de reposo aplicando 90 m1n efectivos de 

son1cac1Ón. El extracto obtenido se centrlfu1Ó a 120621 durante 

to min y el sobrenadante se d1al1zÓ contra 500ml de solución 

sauna de boratos pH 8." a temperaturas de " e durante 78h con 

cambios de solución cada 2"h. Finalmente se determinaron pro­

teínas por el método de Lowry, (Lowry,H.O. y col. 1957). 

4.3. PACl8•TSS: El presente trabajo fué realizado con 

sueros y lÍquidos cefalorraquideos (LCR) de pacientes en edad 

pediátrica procedentes del Hospital Infantil de H~xico "Federico 

GÓmez" (HIH), en los cuales se estableció un dia1nÓstico clínico 

presuntivo de tuberculosis pulmonar o meninf1tis tuberculosa. 

Se tomaron como controles positivos a 2ii sueros de pacien­

tes adultos con Tuberculosis Pulmonar Activa corroborada por 

baciloacopÍa. Dichos sueros fueron proporcionados por el IHER. 

Los controles ne1ativos fueron tomados de 9 individuos aparente­

mente sanos y vacunados con BCG a los cuales se les extrajo "ml 

de san1re para la separación de suero; un tercer grupo control 

fué constituido por LCR de 27 pacientes con meninfitis de et10-

lo1Ía no tuberculosa, 7 de ellos correspondían a una men1ng1 t1s 

viral y 20 con una men1n11 tis p1Ó1ena, diagnbsticada por prue­

bas de coaelut1nac1Ón e identificando HaemophUus 1nfluenzae o 

Pneuaococo. Dicha prueba fué realizada en el Laboratorio de 

lo

BSF. dicha suspensicfn fue' sonicada en un Sonipret 150. a una

amplitud de H micrones (pico a pico] durante ciclos de 5 min de

sonicacion por 5 min de reposo aplicando 90 min efectivos de

sonicacion. El estracto obtenido se centrifugof a i2062g durante

90 min Y el sobrenadante se dializå contra 500m1 de solucidfn

salina de boratos pH 8.4 a temperaturas de ll C durante Toh con

cambios de solucion cada 3411. Finalmente se determinaron pro-

teinas por el metodo de Lowrv. (Lovrv.I-1.0. Y col. 1957).

4.3. `l".H.¦III'I'I8: El presente trabajo fue realizado con

sueros 1' líquidos cefalorraquideos ILCRI de pacientes en edad

pediaftrica procedentes del Hospital Infantil de Hesico “Federico

Gomez' (Hilti, en los cuales se estableciof un diagntfstico clínico

presuntivc de tuberculosis pulmonar o meningitis tuberculosa.

Se tomaron como controles positivos a E4 sueros de pacien-

tes adultos con Tuberculosis Pulmonar activa corroborada por

baciloscopfa. Dichos sueros fueron proporcionados por el IIIER.

Los controles negativos fueron tomados de 9 individuos aparente-

mente sanos v vacunados con BCG a los cuales se les extrajo Ilml

de sangre para la separacion de suero; un tercer grupo control

fue constituido por LCR de 2'? pacientes con meningitis de etio-

logia no tuberculosa. 1' de ellos correspondfan a una meningitis

viral v E0 con una meningitis piågena. diagnosticada por prue-

bas de coaglutinacion e identificando Haemophilus inf_luenza_e o

PHQUIOCDCD. Dlflhfl. Pruflbü fué Pflãliiüfiã En -El LHDDPIÍOPIO (12
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Infectolo11a del HIH. 

Un cuarto trupo de sueros y /o LCR de pacientes en edad 

pediátrica del HIH con un d1atnÓstico clÍnico presuntivo de 

tuberculosis pulmonar o men1n11t1s tuberculosa, conforman nues-

tro crupo problema. 

4,4, DnSCCIO• DB ••TICUUPOS: La detección de anticuerpos 

ItM e ItG tanto en suero como LCR, fué realizada mediante el 

1n111unoenaayo enzimático (ELISA INDIRECTA). Dicha prueba se des-

cribe a continuación: 

a) Adherencia del antÍteno a placas de poliestireno 1nmuno-

lon II utiUzando amortituador de boratos pH 8.4 e incubando a 

4 ºe por toda la noche. 

b) Se realizaron 4 lavados de 2 m1n cada uno con PBS-Tween 

zo 0.05:1.•. 

c) Se adicionó a cada pozo tOOul de la solución bloqueado-
• 

ra incubando por lh a 37 º c. 

dl Repetir el paso b. 

e) Se adicionó a cada pozo lOOul de suero o LCR diluidos 

previamente en PBS-Tween 20 y se incubó por lh a 37° c. 

f) Repetir el paso b. 

1) Se ac11c1onó a cada pozo lOOul de conJu1ado anti-liH 
• 

humana (Tato) o ant1-IiG humana (Cappel) unidas a perox1dasa 

diluido previamente en PBS-Tween. Se incubó th a 37º c. 

h) Repetir el paso b. 

1?
Infectologfa del I-IIII.

Un cuarto grupo de sueros Y/o LCR de pacientes en edad

pediftrica del l-III! con un diagncfstico clfnico presuntivo de

tuberculosis pulmonar o meningitis tuberculosa. conforman nues-

tro grupo problema.

4.1. DITICCIOI DI AITICUIIIPOB: La deteccitfn de anticuerpos

Ig!! e 1gG tanto en suero como LCR, fue realizada mediante el

inmunoensavo enzimatico (ELISA IIIDIRECTAL Dicha prueba se des-

cribe a continuacion:

al adherencia del antfgeno a placas de poliestireno inmuno-

lon II utilizando amortiguador de boratos pH o.4 e incubando a

I›'C por toda la noche.

bl Se realizaron 4 lavados de 2 min cada uno con PES-Tveen

E0 0.05?¦s.

ol Se adicionof a cada pozo 1001.11 de la solucicfn bloqueado-

ra. incubando por lh a 31°C.

dl Repetir el paso b.

el Se adiciontf a cada pozo iO0ul de suero o LCR diluidos

previamente en PBS-Treen E0 1' se incubo por ln a 37° C.

fl Repetir el paso b.

El Se adiciono' a cada pozo i0Oul de conjugado anti-Igll

humana [Tagol o anti-IIG humana (Cappel) unidas a perosidasa.

diluido previamente en PES-Teeen. Se incubo' ln a 37° C.

hl Repetir el paso b.
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i) Se adicionaron lOOul de sustrato y se mantuvo a tempe-

ratura ambiente por 30 m1n en obscuridad. 

J) Se adiciono' una ¡ota de H 
2 

SO 
4 

8H para detener la reac-

ciÓn. 

k) La lectura de abaorbancia se efectuó en un lector para 

ELISA. Berhinf a 490nm. 

4.1. OBTSllCIOll DI: SUSltO HIPDI•llU•Zl El extracto antieénico 

soluble de ~ bovls fué utilizado para 1n111unizar dos conejos 

cepa llueTa Zelanda de aproximadamente 2.500 ki y 7 ratas cepas 

Wiatar de aprox.unadamente 0.850 kf. El cuadro de 1nmun1zaciÓn es 

aostrado en la tabla 4.1. 

La• concentraciones ant11énicas fueron obtenidas a partir 

del extracto antieénico soluble de ~ bovis diluido en solución 

salina 0.85:1. estéril y se adicionó adyuvante completo de Freud 
• 

en proporción de 3:1. 

El suero hiper1nmune anti-~ !?2fil tanto de rata como de 

conejo fué sometido a una prueba de precipi tac1Ón en capilary 

por ELISA indirecta para la detección de anticuerpos d1rii1dos 
, , 

contra el antlceno empleado en su inmun1zac1on. 

Posteriormente se purificaron 1amma1lobul1nas (lgG) de 

conejo ant1-~ bovis; se concentraron las gamma¡lobulinas por 
• 

el método de sulfato de amonio (con el fin de obtener la mayor 

13

il Se adicionaron iüüul de sustratollv se mantuvo a tempe-

ratura ambiente por 30 min en obscuridad.

jl Se adiciono' una gota de I-1250481! para detener la reac-

cion.

lt) La lectura de absorbancia se efectutf en un lector para

ELISA. Berhing a II~9'0nm.

4.5. OITIICIGI DI SUIIO I-IIPIRIIIUIE: El extracto antigefnico

soluble de à Egg fue utilizado para inmunizar dos conejos

cepa lueva Zelanda de aproximadamente 2.500 kg Y 'I ratas cepas

ïistar de aproximadamente osado ltg. El cuadro de inmunizacidn es

mostrado en la tabla ILL

-~ Las concentraciones antigínicas fueron obtenidas a partir

del extracto antigënico soluble de à lìu diluido en solucicfn

salina o.o5'¿ estefril v se adiciono' adyuvante completo de Freud

en proporcion de 3:1.-

El suero hiperinmune anti-L gol tanto de rata como de

conejo fue' sometido a una prueba de precipitacicfn en capilar?

por ELISA indirecta para la detecciån de anticuerpos dirigidos

contra el antfgeno empleado en su inmunizacion.

Posteriormente se purificaron gammaglobulinas -llgül de

conejo anti-l__1_._ ¡gig se concentraron las gammaglobulinas por
Í

el meftodo de sulfato de amonio (con el fin de obtener la mavor

I ver apéndice.
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• 
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Tabla 'U: CUADRO DE IMKUllIZA.CIOll 

HUMERO DIA COHCEHTRACION DOSIS DOSIS 
IHOCULACION AllTIGENICA CONEJO RATA 

o 0.47mg/ml 2IH/ID 11 H /ID 

2 7 0.47mg/ml 2IH/ID 1IH / ID 

3 14 0.94mg/ml 21H/ID lIH/ID 

4 21 0.941111/ml 2IH /ID lIH/ID 

5 28 4 .70mg/ml 2IH/ID lIH/ID 

6 35 4.70ac/•l 2IH/ID lIH/ID 

42 SANGRIA DE PRUEBA 

7 65 0.94mg/ml 2IH/ID lIH/ID 

8 72 0 .94mg/ml 2IH/ID lIH/ID 

79 SANGRIA A BLANCO 

IH: Intramuscular 
, 

ID: Intraderm1ca 

- “__.í ' _ iii “III” '_ É 1

Tabla 4.1: CUADRO DE Illlüllizaclúl

Í!!

IIUHERÚ DIA CDIICEHTRAC-'IUII
IIIDC-'UI...e.C.'IDH AITIGEHICJK

I

E

3

4

5

G

'T

B

O.Il›'l'mg;'ml

O.4'Tmfl,/'ml

0.9Il›ms/ml

0.94818/ml

4.70IIlE/Ill

4.70!-I/lll

SAIlG'RIa DE PRUEBa

0.94mslml

0.94mg¡ml

SMIGRU. it BL.aIICü

Il-I: Intramuscular

ID: Intradermica

I Ki I I±_..l_.ï-'ífl I_' J _ ì__†.Âfi'. _`_'_ Ã-Im -_I__L-.'__fl'

DOSIS DOSIS
CONEJO RATA

EIHÍID

EIHIID

EIH/ID

EIHIID

EIHIID

EIHIID

E111/ID

EIH,-'ID

. __ï"_F-É_"_`É' Ii É

iIH/ID

iIHfID

IIHIID

llfl/ID

iIH/ID

lIHƒID

iIHfID

iIl'I/ID
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4.6. »ftllCCI08 Dll A•TIGUO: La detección de antÍceno pre-

ante en LCR fué determinado mediante el método de ELISA direc-

ta, dicha prueba se describe a continuación: 

a) Adherencia de anticuerpos lfG anti-l!.:_ ~ de conejo a 

placas de inmunolon II utilizando amortiguador de boratos pH 8.4 

e incubando a 4 ºe por toda la noche. 

b) Se realizaron 4 lavados de 2 min cada uno con PBS-Tween 

zo 0.05Y.. 

c) Se adicionó a cada pozo 100ul de solución bloqueadora 

incubando 1h a 37 ºc. 

d) Se repite el paso b. 

e) Se adicionó a cada pozo 1oou1 de LCR (o antígeno de !1,_ .. 
~ a concentraciones conocidas) , se incubó lh a 37° C. 

f) Se repite el paso b. 

g) Se adicionó a cada pozo lOOul de suero hiperinmune de 

rata anti-~ bovis y se incubó lh a 37° c. 

h) Se re pi te el paso b. 

i) Se adicionó a cada pozo lOOul de conjugado ant1-IiG de 

rata (Cappel) unido a una peroxidasa incubando 1h a 37° c. 

J) Se repite el paso b. 

!<) Se adicionaron lOOul de sustrato y se mantuvo a tempera-

tura ambiente por 30 min en obscuridad. 

u Se adicionó extracto antigénico soluble de tt,_ bov1s para 

la obtención de una curva patrón, que tiene como fin establecer 

un control en la realización de la prueba. 

21
1.6. IITICCIDI K AITIGIIO: La deteccidn de antfgeno pre-

sente en LCR fue determinado mediante el metodo de ELISA direc-

ta. dicha prueba se describe a continuacion:

al adherencia de anticuerpos IgG anti-l_'l__.__ 92113 de conejo a

placas de inmunolon II utilizando amortiguador de boratos pH 8.4

e incubando a 4°C por toda la noche.

bi Se realizaron ll lavados de 2 min cada uno con PBS-Tween

20 0.052.

cl Se adiciond' a cada pozo ioüul de solucion bloqueadora

incubando ih a 3'? °C.

dl Se repite el paso b.

el Se adiciono' a cada pozo i00ul de LCR to antfgeno de L

p_-ïi¿ a concentraciones conocidasl". se incubo' ln a 31° C.

fl Se repite el paso b.

gl Se adicioncf a cada pozo iüüul de suero hiperinmune de

rata anti-L gfiig v se incubfí in a 37°C.

hl Se repite el paso b.

il Se adicioncf a cada pozo iooul de conjugado anti-1gG de

rata ICappell unido a una peroxidasa incubando in a 37° C.

J) Se repite el paso b.

lt) Se adicionaron i00ul de sustrato v se mantuvo a tempera-

tura ambiente por 30 min en obscuridad.

nn Se adiciono extracto antigenico soluble de à bovis para

la obtencion de una curva patron. que tiene como fin establecer

un control en la realizacion de la prueba.



l) Se adicionó una 
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iota de H SO 8N para detener la reacción. 
2 4 

m) Las lecturas de absorbancia se efectuaron en un lector 

para ELISA Berhint a 'l90nm. 

Los resultados obtenidos al probar los dos extractos an­

ttténicos de ~ tuberculosis y ~ bovis en la prueba d.e ELISA 

indirecta fueron manejadas estadísticamente por una prueba de 

•t• de student con el fin de establecer una significancia entre 

estos, en relaci6n a los distintos grupos estudiados. 

Se obtuvo una curva anttgénica patrón para la ELISA directa 

utilizando concentraciones conocidas de ~ bovis, los valores de 

densidad Óptica obtenidos fueron 11neal1zados por medio de la 

, ' 
prueba de m1nimos cuadrados a partir de la cual se calcularon 

las concentraciones ant1génicas presentes en LCR, en base a la 

expresión Y = ax + b. 

22

ll Se adicioncf una gota de I-I 2Sü¿dlI para detener la reaccion

ml Las lecturas de absorbancia se efectuaron en un lector

para E¦LISa Berhing a 49Dnm.

Los resultados obtenidos al probar los dos extractos an-

tigenicos de l'I_. tuberculosis y L lp en la prueba de ELISA

indirecta fueron manejadas estadísticamente por una prueba de

"t" de student con el fin de establecer una significancia entre

estos. en relacion a los distintos grupos estudiados.

Se obtuvo una curva antigenica patron para la ELISA directa

utilizando concentraciones conocidas de _l[I_._ gig. los valores de

densidad optica obtenidos fueron linealizados por medio de la

prueba de mínimos cuadrados a partir de la cual se calcularon

las concentraciones antigenicas presentes en LCR. en base a la

expresión Y = al + b.
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5. RUULTADOS: 

El dia¡nÓstico de la menin11tis tuberculosa 
, 

fue realizado 

mediante el mitodo de ELISA, por el cual se determinó la presen-

cia de anticuerpos de los isotipos I1H e IrG diritidoa en contra 

de aycobacterias presentes tanto en suero como en LCR. Para la 

realización de dicha prueba fué necesario la obtencicS'n de ex­

tractos anti1én1cos solubles de !L.. tuberculosis y !L.. ~ por 

medio de au deslipidaciÓn y aonicaciÓn. Dichos extractos presen­

taron una concentración de proteinas de ll.7mg/ml y 3.3m1/ml 

respecti varnente. 

Fueron observadas interacciones inespecÍficas al intentar la 

adsorción de proteínas a la fase sólida utilizando el extracto 

completo (sin desl1pidizar). 

Las condiciones estandarizadas para la realización de la 

El.ISA indirecta son mostradas en el cuadro 1, en donde se obser­

va los pasos que se siguieron para la identificación de anti-

cuerpos I1H e llG tanto en LCR como en suero. Para ello se 

utilizaron tres tipos de fase sólida: Inmunolon 11, Dermalt y 

Limbro, encontrando una disminución notable de reacciones ines­

pecÍficas en las tiras removibles de Inmunolon 11. Así mismo, 

fueron probadas dos soluciones bloqueadoras: All:>Úm1na sérica 

bovina al ZY. y 1Hcina al ZY., siendo la glicina la mejor so-
, 

lucion bloqueadora. 

Para establecer la concentración de proteínas anti1én1cas 

solubles adecuadas en la adsorción a la fase sÓUda, fueron 
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5. IIIULTADOS:

El diagnostico de la meningitis tuberculosa fuo realizado

mediante el motodo de ELISA. por el cual se determino la presen-

cia de anticuerpos de los isotipos Ig!! e Igü dirigidos en contra

de mvcobacterias presentes tanto en suero como en LCR. Para la

realizacion de dicha prueba fuo necesario la obtención de ex-

tractos antigonicos solubles de li._ tuberculosis v l'I_. b_¿v_i§ por

medio de su deslipidacion 1 sonicacion. Dichos extractos presen-

taron una concentracion de proteinas de llfifmgƒml Y 3.3mg/ml

respectivamente.

Fueron observadas interacciones inespecíficas al intentar la

adsorcion de proteinas a la fase solida utilizando el extracto

completo (sin deslipidizarl.

Las condiciones estandarizadas para la realizacion de la

ELISA indirecta son mostradas en el cuadro i. en donde se obser-

va los pasos que se siguieron para la identificacion de anti-

cuerpos Ig!-l e Igü tanto en LCR como en suero. Para ello se

utilizaron tres tipos de fase solida: Inmunolon Il. Dermak y

Limbro. encontrando una disminucion notable de reacciones ines-

pecfficas en las tiras removibles de Inmunolon II. ¿sf mismo.

fueron probadas dos soluciones bloqueadoras: albomina sorica

bovina al E51 11 glicina al EZ. siendo la glicina la mejor so-

lucion bloqueadora.

Para establecer la concentracion de proteínas antigonicas

solubles adecuadas en la adsorcion a la fase solida. fueron
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CUADRO l. C08DICI0888 ADSCU ADAS PARA LA R&ALIZACI08 
DSL SLISA I8DiaSC'fA. 

AHTIGEHO !!:...~ 1oua/ml. 

!!:... tuberculosis 2ou1/ml. 

SOLUCIOH GLICINA 2 Y. 
BLOQUEADORA 

ANTICUERPOS DILUCIOH DE SUERO 1: 2 00 

DILUCIOB DE LCR. 1 : 5 o 

COBJUGADO PARA SUERO: 
UNIDO A CHIVO AHTI-ItH HUHAllA 1:10000 
PEROXIDASA (TAGO) 

CHIVO ANTI-IlfG HUMARA 1:25000 
(CAPPEL) 

CHIVO AHTI-IaG CONEJO 1 :15000 
(CAPPEL) 

CHIVO ARTI-ItG RATA 1:15000 
(CAPPEL) 

PARA LCR: 
CHIVO AHTI-ItM HUMARA 1:5000 
(TAGO) 

CHIVO AHTI-IgG HUMARA 1:10000 
(CAPPEL) 

LECTURA DE D.O. 490nm. 

CUADIO L GDIDICIOIIB LDICULDAB PARA La RIALJZACIDI

¿IITIGEHO

SOLUCION
BLOQUEJLDORA

.ILITICUERPOS

COIJUGILDU
UNIDO A
FERÚIIULSJL

LECTURa DE DAD.

1 _ l l I

DIL ILIBA IIDIIICTA.
' H I

L bovis

I-I. tuberculosis

GLICIHA

DILUCIOII DE SUERO

DILUCIOH DE LCR.

PARA SUERO:
C1-¡IVD AHTI-Ig!! HUHAIA
[TAGCH

CHIVU AIITI-IIG HUHAIHA
(CAPPEL)

CI-¡IVD ANTI-IIG CONEJO
ÍCAPPEL)

Cl-IIVO AIITI-IIG RATA
ÍCAPPEL)

PARA LCR:
CHIVO ANTI-IRH HUIUIHA
(TAGO)

CHIVO ANTI-Igü HUHIKHA
{CAPPEL)

iüugfml

Eütlgƒllll

2?!

i:EOD

1:50

1110000

i:E'5CH.'Hl

i:i5Cl0ü

i:i500c

115000

1¦iGüÚ0

49Dl'lIIl.
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realizados ensayos a distintas concentraciones que van de 

Z.5u•/ml a ZOug/ml de proteína, encontrando una mayor sensibUi-

dad y reproducibilidad al sistema con las concentraciones de 

tOug/ml al utilizar el antígeno de ~ bovis y de zoug/ml utili-

zando l!.:._ tuberculosis. 

La tabla 1, muestra los valores de absorbancia promedio 

obtenidos de pruebas por cuadruplicado realizadas en suero de 

pacientes con tuberculosis pulmonar activa, siendo corroborado 

su dia1nÓst1co por baciloscopÍa y presentando de 3 a 4 cruces de 

positividac:t. El isotipo IgG reporta valores promedio de absor-

bancia de 1.137+2(0.360) utilizando a ~ tuberculosis como an­

tígeno y valores de 0 .453+2(0.183) utilizando a ~ bovis. 

La tabla 2, muestra los valores promedio de absorbancia 

obtenidos de 7 sueros de individuos sanos y vacunados con BCG, a 

partir de los valores de absorbancia reportados para el isot1po 

IgG se obtuvo un 1Ím1te de positi vidad para cada antígeno (x : 2 

D.S.), siendo de 0.497 para el ant{geno de ~ tuberculosis y 

0 .122 para ~ bovis. Considerando dichos valores fueron encon-

trados 5 falsos negativos de 24 sueros probados procedentes de 

individuos con tuberculosis pulmonar activa lo que da una ef ica ­

cia al sistema del 79'/., mientras que para el antígeno de ~ 

bovis se 
, 

encontro solo un falso negativo estableciendo 
, 

as1 una 

eficacia del 95.81. en el sistema (Ver figuras y 2). 

Si comparamos los valores promedio de absorbanc1a reporta-

dos para el isotipo IgH en suero de pacientes con tuberculosis 

So

realizados ensayos a distintas concentraciones que van de

2.5-ugƒml a Eüugfml de proteína. encontrando una mavor sensibili-

dad v reproducibilidad al sistema con las concentraciones de

loug/ml al utilizar el antfgeno de l¿ lp v de Ecugƒml utili-

zando Ll_._ tuberculosis.

La tabla l. muestra los valores de absorbancia promedio

obtenidos de pruebas por cuadruplicado realizadas en suero de

pacientes con tuberculosis pulmonar activa. siendo corroborado

su diagnostico por baciloscopfa Y presentando de 3 a 4 cruces de

positividad. El isotipo IgG reporta valores promedio de absor-

bancia de i.l3'l'+E(0.3I:`›0l utilizando a l¿I_¿_ tuberculosis como an-

tígeno v valor-es de o.4s3+a¡o.1s3) utilizando a i gzïg.
La tabla 2. muestra los valores promedio de absorbancia

obtenidos de 'T sueros de individuos sanos v vacunados con BCG, a

partir de los valores de absorbancia reportados para el isotipo

IgG se obtuvo un límite de positividad para cada antígeno tx : E

D.S.l. siendo de 0.49? para el antígeno de 11. tubercu_l_osi§ Y

0.122 Para L lp. Considerando dichos valores fueron encon-

trados 5 falsos negativos de 24 sueros probados procedentes de

individuos con tuberculosis pulmonar activa lo que da una efica-

cia al sistema del T9;-1. mientras que para el antígeno de l¿

p se encontro solo un falso negativo estableciendo asf una

eficacia del 95.52 en el sistema (Ver figuras l v El.

Si comparamos los valores promedio de absorbancia reporta-

dos para el isotipo Ig!-I en suero de pacientes con tuberculosis
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T.un.A t. VALOaBS l>S A9SOltBAJICIA PAlt.A. LOS ISOTIPOe 
Jcll S IIG PRm8smTES Sii SUBRO DS IE>IVIDUOS 
COll TUBSaCULOSIS PULMOll.A.R. 

A¡. ~ tuberculosis ~ bovis 
PACIEHTE BACILOS/ 

COPIA. IIH I¡G I¡H IIG 

1 +++ 0.470 l. 607 0.026 0. 581 
2 +++ 0 .103 1.216 0.033 0. 403 
3 +++ 0 . 261 0 . 705 0.127 0.333 
4 +++ 0 . 056 0 . 470* 0.032 0. 180 
5 +++ 0 . 224 1.667 0.337 0 .851 
6 +++ 0. 110 0 . 871 0 . 074 0 . 380 
7 +++ 0 . 095 0.804 0 . 041 o. 287 
8 ++++ 0.292 0.8 79 0.082 0 . 506 
9 ++++ 0 . 203 0 . 274* 0 . 059 o. 096* 

10 +++ 0.202 0.8 57 0 . 130 0 . 374 
11 +++ 0.128 0.128* 0 . 02 7 0 . 225 
12 ++++ 0.214 l. 269 0 . 065 0.630 
13 ++++ 0. 263 1.145 0.098 0. 342 
14 ++++ 0.314 1.671 0 .148 0 . 630 
15 ++++ 0. 166 1.152 0 . 059 0 . 440 
16 +++ 0 . 081 l. 058 0.051 0 . 411 
17 ++++ 0. 134 0. 475* 0 . 037 0 . 226 
18 ++++ 0. 225 0 . 509 0 . 088 0 . 176 
19 ++++ 0. 131 l. 764 0 . 053 0. 655 
20 +++ 0 .069 l. 330 0.04 9 0. 386 
21 ++++ 0.083 l. 840 0. 023 0.199 
22 +++ 0 .104 0. 821 0.043 0.231 
23 +++ 0.030 l. 455 0. 038 0.746 
24 +++ 0.124 0 .455* 0. 055 0.179 

-
X 0 . 170 l.137 0.092 0 .453 
D.S . 0.101 0.368 0. 110 0 .183 

• VALORES FALSOS HEGATIVOS. 

'l'l›II.›¿ L 'FALOIES UI AH›0lILICIl› Illa LOE I80flP%
III I ¡IG PRIBIITIB El BUÉRU DI IIDIVIDUOS
0!!! iïflillfiflflbüflflfl IWHLHIHMLR.

l í

Ag. à tuberculosis
PACIENTE HJLCILÚSÍ

CUP! it. IIH IIG

1-__¡_._ bovis
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TilLA 2. V ALORa J>& ABSORBAllCU PARA LOS IBOTIPOS 
Id S 1-G Hm8DIBS D SUDO DB DIDIVIJ>UOS 
BAmOS T VACUJIADOS co• BCG. 

A1. ~ tu:berculos1S 
INDIVIDUO 

IIH lfH 

1 0.031 0.128 -0.070 -0.04 7 
2 0.051 0.070 -0.049 -0 . 090 
3 0.161 0.207 -0. 049 -0 .026 
4 0.042 0.205 -0. 049 -0 .066 
5 0.099 0.376 -0.080 -0.003 
6 0.042 0.445 -0.067 -0.026 
7 0.142 0. 206 -0 .052 -0.032 

x 0.081 0.233 -0. 067 -0.041 
D.S. 0 . 054 0 . 132 0.064 0. 041 

23

TÄILL 2. YALOII-B DI AB-BGRBAICIA PARA LOS ISOTIPOB
IIIIIIGPIIBÉÍÉIIEUIIODIIIDIVIDUOB
81108 Y YIICUIADDS CÚI BCG-

* T Â Y _ I 

IIIDIVIDUO
Ag. à tuberculosis

Igll Igü

¿ sous

Ig!! IIG

¬--.'I¬Cf"«LI"1-Iii-I'..|-II'-¬..'lI-I

Í
11.5.

.1:.11A-.li:_`__1tf:tf__:

'DC`J|›--"'I'.Z7 RD-I`äfl'~Lfl f-¬DE\.¦II'-"i-"'

_-LIS-*C-:J'I1I1:

Pa)IHJCI)F~¿GIS'-iba '¦.l"l"--11209

..D3l I

3.316
.O42 3n4á5
.142 |_305L1 E:

11.081 13.233
|fL'.U5~'1 0.132

¡__ '___

I

:I-:_
-|C.í|'?U -F. “I-fl?
-12 "M19 -'Í.-.QB
--Z...-¿Él - .-2 26
--Z...-11?? - M56
--Z "'80 - _ 103

" 2o
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FIGURA l. VALORES DE ABSORBANCIA PARA EL ISOTIPO IgG 
PRESENTES EN SUERO . UTILIZANDO ANTIGENO DE 
M. tuberculosis. 
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BP 

x= 1.131 x=O . 233 
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TbP 

x=o.211 
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x=o.38 / 

Cada punto representa el valor promedio de absorbancia a 490nm, de un 
solo individuo. 
BP: Individuos c o n Tuberculosis Pulmonar Activa. 
SV: Individuos aparentemente sanos y vacunados con BCG. 

TbP : Individuos c on diagnóstico clínico presuntivo de Tuberculosis 
Pulmonar. 

MTb : Individuos c on diagnóstico clínico p r esuntivo de Meningitis 
Tuberculosa. 

HEEÚRBANCIÄ

1.2 -

29

FIGURA 1. ¶HLDRES DE ABSORBANCIA PEBL EL ISÚTIPD IQG
PRESENTES EN SUERD. UTILIZANDO HHTIGEHO DE
H. tuberculosis.
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BP SV ThP lflh

i= 1 131 i=0.233 i=u.i1l i=0.3s†
Cada punto representa el valor promedio de absorbancia a dãünm, de un
solo individuo.
BP: Individuos con Tuberculosis Pulmonar Activa.
SV: Individuos aparentemente sanos y vacunados con BCG.

TbP= Individuos con diagnostico clínico presuntivo de Tuberculosis
Pulmonar.

MTb: Individuos con diagnóstico clínico presuntivo de Meningitis
Tuberculosa.
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FIGURA 2. VALORES DE ABSORBANCIA PARA EL ISOTIPO IgG 
PRESENTE EN SUERO. UTILIZANDO ANTIGENO DE 
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pulmonar activa e individuos sanos y vacunados con BCG, encon-

tramos una gran semejanza entre ambos, ya que en el primer grupo 

se reportan rangos de absorbancia que van de 0 .030 a 0.470 y en 

el secundo grupo de 0.031 a 0.142 util1zando el ant1geno ª-:._ 

tuberculosis y para ª-:._ bovis se reportan datos sim11ares, por lo 

que no se permite establecer un limite de positividad ya que no 

existe una diferencia notable entre los distintos grupos es-

tudiados (Ver fifuras 3 y 4). 

La tabla 3, muestra los valores de absorbancia para los 

anticuerpos IgH e IgG presentes en sueros de 18 individuos en 

edad pediátrica con diagnóstico clínico presuntivo de tuber-
, 

culosts pulmonar. <1e ellos solo se enf'.'!ontro 2 1n~1v1duos posit1-

vos haciendo uso del ant{geno de ª-:._ tuberculosis mientras que 

con ª-:._ bov1S se detectaron 8. La historia cltnica de dichos 

pacientes indica que habían recibido la inmunización con BCG, e 

incresaron al hospital con una desnutrición de 20. y 3er. grado 

y solo uno de ellos presentaba antecedentes de un posible conta-

gio de tuberculosis por un Combe positivo. Los valores medios de 

absorbancia para el isotipo IgG utilizando el antígeno de ~ 

tuberculosis fu~ de 0.211+2(0.185), mientras que al ut111zar ª-:._ 

bovis los valores fueron de 0.118+2(0.111). 

En las tablas 4 y 5, comparamos los valores de absorbancia 
, , 

de suero y LCR de individuos con diagnostico cl1n1co presuntivo 

de meningitis tuberculosa detectando anticuerpos de los isoti-

pos IgM e IgG respect1 vamente. Al igual que en el grupo ante-
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pulmonar activa e individuos sanos y vacunados con BCG, encon-

tramos una gran semejanza entre ambos, ya que en el primer grupo

se reportan rangos de absorbancia que van de 0.030 a 0.470 1-f en

el segundo grupo se o.os1 o osea utlllssnoo el antígeno Ä
tuberculosis v para l_1_._ l_›__o_1_r_i_§ se reportan datos similares. por lo

que no se permite establecer un límite de positividad va que no

existe una diferencia notable entre los distintos grupos es-

tudiados Iver figuras 3 v Il).

La tabla 3. muestra los valores de absorbancia para los

anticuerpos Igl-I e Igü presentes en sueros de lo individuos en

edad pediotrica con diagnostico clínico presuntivo de tuber-

culosis pulmonar. de ellos solo se encontro 2 individuos positi-

vos haciendo uso del antfgeno de l_^l_._ tuberculosis mientras que

con I¿ iEr_i¿ se detectaron 8. La historia clínica de dichos

pacientes indica que habifan recibido la inmunizacion con BCG. e

ingresaron al hospital con una desnutricion de ao. 7 3er. grado

v solo uno de ellos presentaba antecedentes de un posible conta-

gio de tuberculosis por un Combe positivo. Los valores medios de

absorbancia para el isotipo Igü utilizando el antfgeno de IL

tuberculosis fué de o.2ll+2(o.ie5›, mientras que al utilizar à

Qg__v_i__s los valores fueron de 0.ii8+2{0.iiil.

En las tablas 4 v 5. comparamos los valores de absorbancia

de suero v LCR de individuos con diagnostico clfnico presuntivo

de meningitis tuberculosa detectando anticuerpos de los isoti-

pos Ig!! e Igo respectivamente. al igual que en el grupo ante-



• 

32 

TA&A 3. VALORllS D& A9SOa•AllCIA PAli LOS l80'1'1POS 
X.R 8 lfG PltlrSDTD D SUDO Dll UIDMDUOS oo• DlAG80S'l'ICO CLllllCO PR88UllTIYO Dll 
TU8UCVL08IS PUUIOliR. 

Ar. ~ tuberculosis 
PACIENTES 

IIK 

1 0.269 0 .404 0 .112 0. 151* 
2 0. 226 0 .296 0. 171 o .108* 
3 0.118 0.126 0. 034 0.030 
4 0.182 0.12 7 0.0 70 0 . 029 
5 0. 116 0 . 160 0. 052 0 .067 
6 0.12 2 0 .104 0. 035 0.038 
7 0.068 0.118 0. 011 0.035 
8 0.140 0.058 0. 010 0.084 
9 0.122 0. 218 0.009 0.016 

10 0.025 0. 067 0.038 0.011 
11 0.005 0 . 005 0.070 0.081 
12 0.556 0.662* 0.414 0.441* 
13 0.196 0.2 57 0.113 0.135* 
14 0.104 0.185 0.030 0.178* 
15 0.062 0.0 78 0.025 0.048 
16 0.004 0 .133 0.088 0.248* 
17 0.052 0.162 0 .128 0.166* 
18 o.] 62 0. 638* 0.065 0.266* 

-
X 0.174 0.211 0.081 o .118 
D.S. 0.178 0.185 0.094 0.111 

VALORES POSITIVOS. 
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TAllLA 4. VALORU DIE Aa<>ltBA•ClA PARA KL lSOTlPO 
Id PRSSUTS D SUDO Y LCR D8 IBDIVI­
DU08 COll CUADIO CLillICO PRUU•TIVO Dt: 
KDIHllTIS TUBUCUL06A. 

A1.H. tuberculosis 
PACIEBTES 

SUERO LCR SUERO 

1 0.229 o.oso 0.166 
2 0.047 0 . 057 0.053 
3 0.212 0. 003 0.231 
4 0 . 200 0 . 046 0 . 029 
5 0 . 256 0 . 041 0 . 306 

x 0.188 0. 039 0 .157 
D. S. 0.081 0 . 021 0 .117 
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LCR 

0.076 
0.121 
0 . 019 
0.129 
0.006 

0.069 
0.055 

TAIIIA I. VALOILIB DE AIBOIIBAICIA PARA EL IBOTIPO
III PIIÉIITI II SUIRO Y LCR DI IIDIVI-
DUDE COI CUADRO CLIIIGO PRÉUIHVO DE
IIIGITIB TUDIICULOBA.

Y
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FIGURA 3. VALORES DE ABSORBANCIA PARA EL ISOTIPO IgM 
PRESENTES EN SUERO. UTILIZANDO ANTIGENO DE 
M. tuberculosis. 
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M1b 

x=0.188 

Cada punto represen ta el valor promedi o d e absorbancia a 490nm, de un 
solo indiv iduo . 
BP: Individuos con Tube r c ulos is Pulmona r Activa. 
SV: Individuos aparentemente s anos y v a cunad os con BCG. 

TbP: Indiv iduos c o n d i agnós ti c o c línico p resunt i vo d e Tuber cu l osi s 
Pulmonar. 

MTb: Individuos con di agnóstic o c líni c o p r esuntivo de Men ingiti s 
Tuberculosa. 
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FIGURA 4. VALORES DE ABSORBANCIA PARA EL ISOTIPO IgM 
PRESENTE EN SUERO. UTILIZANDO ANTIGENO DE 
M. bovis. 
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Mib 

x=0.157 

Cada punto representa el valor promedio d e absorbancia a 490nm, de un 
solo individuo. 
BP : Individuos con Tuberculosis Pulmonar-Activa. 
SV: Individuos aparentemente sanos y vacunados con BCG. 

TbP: Individuos con diagn6stico clínico presuntivo de Tuberculos is 
Pulmonar. 

MTb: Individuos con diagnóstico clínico presuntivo de Meningiti s 
Tuberculosa. 

IIIÚRIINCIL

0.?

0.6

0.5

G -D-

C1 U-I

0.2

0.1

Cada punto representa el valor promedio de absorbancia s 49Unm, de un

FIGURI 4. VÄLORES DE ABSORBANCIA PARA EL ISOTIPO IQM
PRESENTE EN SUERO. UTILIZANDO ANTIGENO DE

BP SV

bovís.

I›

¡II

I' Il!
1

'U'-\. " : -

I

1-

I

U

I
li
I

Ill
'I'

:'¡¡-

É Éã4

±E=o.n9z i=o.u¬s7 ;ì=u.ua1 ›E=u.15'r

solo individuo.
Individuos con Tuberculosis Pu1monar'Activa.
Individuos aparentemente sanos y vacunados con BCG.

BP
SV

TBP

HTb

Individuos con diagnóstico clínico presuntivo de Tuberculosis
Pulmonar.
Individuos con diagnóstico clínico presuntivo de Meningitis
Tuberculosa



< 
H 
u z 
< 
J:Q 
p:: 
o 
Ul 

~ 

FIGURA 5. VALORES DE ABSORBANCIA PAPA EL ISOTIPO IgG 
PRESENTE EN LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO. UTIL~ 
ZANDO ANTIGENO DE M. tuberculosis Y ~· ~· 
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Cada punto representa el valor promedio de absorbancia a 490nm, de solo individuo. 
MTb: Individuos con diagnóstico clínico presuntivo de Meningitis 

Tuberculosa. 
MPi: Individuos con Meningitis piógena, causada por H. influenzae 

Str . 2neumoniae. 
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rior, se reportan historias clínicas semejantes indicando en 

este se1undo grupo la presencia de un problema meningeo, el cual 

fué tratado en un gran número de casos con antibióticos fÍmicos, 

sin embar10, en nin1ún caso fué aislado el aeente causal. En 

base a la presencia de IgG en suero, se determinartm 3 valores 

positivos de 9 sueros analizados con el antígeno de ~ tuber­

culosis y solo un suero negativo con el antígeno de ~ bovis. 

Puede observarse que 11e1a a existir una correspondencia 

entre los valores altos de D.O. tanto en suero como en LCR, 

alcanzando valores promedio en LCR de 0 .381 al u t1lizar el 

antíeeno de ~ tuberculosis y hasta de 0.941 al utilizar · el 

antígeno de ~ bovis. 

La tabla 6, muestra los valores de absorbancia para IeH e 

Ig<J presentes en LCR de 24 pacientes con meningitis piÓgena. En 

3 de ellos se detectó a !!.:... influenzae como el agente causal por 

pruebas de coaelutinaciÓn y cultivo, mientras que en otros 5 fu~ 

detectado Str. pneumoniae. En los restantes no tué identificado 

el a1ente causal. Los valores de absorbancia promedio para el 

1Sot1po I8G al utilizar el antígeno de ~ tuberculosis fué de 

0.058+2(0.061) y de 0 .049+2(0.049) al ut111zar ~ bovis como 

antíeeno. (Ver figuras 5 y 6). 

La prueba de ELISA directa fut! utilizada para la detección 

de antÍ1enos mycobacter1ales presentes en LCR de pacientes con 

un diagnóstico presuntivo de meningi tis tuberculosa. Para ello 

fu~ necesario la obtención de sueros hiperinmunes de dos espe-

3?

rior. se reportan historias clfnicas semejantes indicando en

este seiundo grupo la presencia de un problema me-ningeo. el cual

fue' tratado en un ¡ran mímero de casos con antibioïticos ffmicos.

sin embarflo. en ninflin caso fui aislado el agente causal. En

base a la presencia de I¢G en suero. se determinaron 3 valores

positivos de 9 sueros analizados con el antfieno de IL tuber-

culosis y solo un suero negativo con el antfgeno de à lïg.

Puede observarse que lleia a existir una correspondencia

entre los valores altos de D.O. tanto en suero como en LCR.

alcanzando valores promedio en LCR de 0.381 al utilizar el

antfieno de à tuberculosis Y hasta de 0.941 al utilizar el

antígeno se ¿ 9%.
La tabla 6. muestra los valores de absorbancia para lili e

¡gd presentes en LCR de 24 pacientes con meningitis piågena. En

3 de ellos se detectó a H. inlf1uenz¬a_¿_e como el agente causal por

pruebas de coaglutinacio'n Y cultivo, mientras que en otros 5 fue

detectado §_t__r__*¿_ pneumoniae. En los restantes no fue' identificado

el agente causal. Los valores de absorbancia promedio para el

isotipo I¢G al utilizar el antígeno de gil tu;:¿er_culos_is fue de

o.Dfi&+E(0.06i) Y de 0.049+2(0.O-119) al utilizar à lï.r_§ como

antígeno. (Ver figuras 5 Y 6).

La prueba de ELISA directa fue utilizada para la detecoiån

de antfeenos mycohacteriales presentes en LCR de pacientes con

un diagnostico presuntivo de meningitis tuberculosa. Para ello

fue necesario la obtencicfn de sueros hiperinmunes de dos espe-



TABl.A ~. VALORSS H A880UAJIC1A PAaA llL ISOTIPO 
X.O PRSSD'l'll SUDO Y Lea DB I8DIVI­
DU08 coa CUADIO CLillCO PREvn'IVO DE 
11a1•GJTIS TUBHCULOSA. 

Ae. H.tuberculosis 
PACIENTES 

SUERO LCR SUERO 

1 0. 452 0.004 o. 277* 
2 0.447 0. 004 0.392* 
3 0.300 0. 010 0. 186* 
4 0.143 0. 078 0. 075 
5 0.620* 0.249 0. 471 * 
6 0.566* 0 . 381 0.269* 
7 0. 125 -0 .4 70 0.145* 
8 0.632* 0. 112 0. 317* 
9 

10 0.162 
11 
12 
13 0.162* 
14 
15 0.202 0. 708* 

-
X 0. :S87 0.163 0.300 
D. S. 0.201 0. 170 0 .186 

•VALORES POSITIVOS. 
-- HO FUE REALIZADA LA PRUEBA. 
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LCR 

0. 015 
0 . 041 
0. 022 
0. 095 
0.326 
0. 224 
0.115 
0.941 
0.443 
0.166 
0.067 
0.350 
0.000 
0.300 
0 . 375 

0 . 236 
0. 279 

TAI1-A E. VALÚIÉ III LIDOIILICIL Pålå IL ISQTIPO
¡IG PIIBIITI IUIRD Y L-GI El IIDIVI-
DUDE GDI CUADRO CLIIICO PRIBUITIVD DE
IIIIIGITIB TUHIRCULDBL-
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ag. ¿tuberculosis à bovis
PACIENTES
 _ - I _ I H H Í I _ Í H í

l

SUERO LCR SUERO LCR

I I É l I -

-¬ 1-
| I_.-452. I.
31.44? I.

Cl'¬`¢\`“--IC|'\|'.|I"I¬F`?I¦'...I'-\1'l"-¬.'lI-|' _:-:_:-¡_:__CÍJ--JL_.1I

J. J.
I"

300
LI. 143 .
3.620* "M
121.566* `I.
3.125 - I.
1|.632

9
10 '“ IBI.
11 --- -
12 --- -
13 ¬-- -
14 --- -
15 0.202 -

i 0.537 0.
D.S. 0.201 0.

FVIKLORES POSITIVOS.
-- HO FUE REALIZADA LA PRUEBA.
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010
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TABLA 6. VALORSS DS ABSOHABClA PARA LOS lSOTlPOS 
lCll S llO RJISIUITU D Lea D8 lBDIVl­
DUOS COB CUADRO CLIBJCO PltSSUllTlVO l>S 
MDJBQITl 8 PIOOSBA. 

Afl. ~tuberculosis ~ ~ 
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PACIENTE 

ItH lfG It H 11a 

1º 0.016 0.15 7 0. 005 0.088 
2º 0. 031 0. 098 0 . 023 0.089 
3º 0 . 026 0. 003 0. 007 0.001 
4* 0. 006 0.012 0.004 0.002 
Sº 0. 060 0. 005 0.001 0 . 001 
6º 0.014 0. 014 0 .002 0 . 001 
7" 0.046 0. 003 0.012 0.005 
8* 0. 056 0. 001 0. 02 7 0 . 003 
9º O. OSl 0. 000 0.009 0. 004 

10 º 0.030 0.03 7 O.DOS 0.004 
11 o 0.070 0.010 0.003 0.001 
12e 0.063 0. 001 O.DOS 0. 002 
13º 0.04S 0.061 0.026 0. 084 
14° 0. 037 0. 004 O. DO S 0.000 
lSº 0. 043 0. 236 0 . 069 0.077 
16º 0. 08S 0. 057 0.063 O.O S6 
17" O. OlS 0. 094 0.009 0 . 067 
18 ° 0. 088 0. 061 0. 018 0 . 013 
19" 0.072 0.147 0.051 0 .149 
20 ° 0.0 79 0.105 0 . 058 0.131 
21" 0. 097 0.062 0.058 0.067 
22 ° O.OS6 0.072 0. 039 0.068 
23* 0.056 0.11 2 0.016 0.140 
24* 0.067 0.0 57 0 . 022 0.067 

-
X o.oso 0.058 0.024 0 . 049 
D.S . 0.025 0.061 0. 021 0 . 049 

0 HO SE ERCOHTRO AGLUTIHACIOH 
* Str. pneumonla e 
" H,_ lnfluenzae 

'l'ABL-A B. VALORES DI AIBOIDAICIA PARA LOS ISOTIPOH
ÍIÍIIIGPRÉIÍIIIIILCIDIIIDIYI-
DUKHEIJOI CflLADIM)1CLfllflüO PIIEHHIITVOPIHI
IIIIIIGITII PIOGIIA.

 fi I 111-_-iii 1 null- il 1 F1- I _-
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FIGURA 6. VALORES DE ABSORBANCIA PARA EL ~SOTIPO IgM 
PRESENTES EN LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO. UTILI 
ZANOO ANTIGENOS DE M. tuberculosis y M. bovis. 
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Cada punto repre senta el valor promedio de absorbancia a 490 nm, de un 
solo individuo 
MTb: Individuos con diagnóstico clínico presuntivo de Meningitis 
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ciea, siendo inmunizados conejos y ratas con extractos an­

ti1énicos de ~ ~ y adyuvante completo de Freud. (Preparado 

con arlacel y draKeol 1:9 y bacilo seco de ~ bovis). Los sueros 

as{ obtenidos fueron sometidos a una prueba de precipitación por 

capilar y ELISA indirecta con el fin de detectar anticuerpos 

dirifidos en contra de el antÍ1eno empleado en su inmunización. 

Dichos sueros reportaron un titulo superior a 1:128 ante la 

prueba de precipitacH)n por capilar y una absorbancia en la 

prueba de ELISA de 0.123 para el suero de rata y 0.287 para el 

suero de conejo antes de su inmunización y después de ella se 

elevó a 1.015 y 1.616 respectivamente. 

A partir del suero hiperinmune de conejo se obtuvieron 

inmuno1lobul1nas I¡G en un columna de sepharosa-proteÍna A. La 

concentración de proteínas que presentó el extracto de IgG anti­

~ bovis fué de 2.6m1/ml. 

Las condiciones adecuadas para la realización de la ELISA 

directa son mostrados en el cuadro 2, en donde se observa que el 

suero hiperinmune anti-~ bovis de rata es utilizado para la 

detección de los epitopes restantes del antígeno mycobacterial 

unido al anticuerpo y la reacción antí'geno-anticuerpo es revela­

da por medio de una reacción enzima-sustrato, siendo utilizado 

para esto un conjugado anti- IgG de rata unido a una peroxidasa 

(Cappel). 

La figura 7, muestra curvas antigénicas aplicadas en la 

ELISA directa, con las cuales se determinó la concentración de 

dl

cias, siendo inmunizados conejos 7 ratas con extractos an-

tigefnicos de gi; lïis jr adyuvante completo de Freud. tPreparado

con arlacel Y drakeol 1:9 Y bacilo seco de §_.__ g›_¬¿_i__s)- Los sueros

asi obtenidos fueron sometidos a una prueba de precipitacidn por

capilar Y ELISA indirecta con el fin de detectar anticuerpos

dirigidos en contra de el antígeno empleado en su inmunizacicfn.

Dichos sueros reportaron un titulo superior a i:lEd ante la

prueba de precipitacilin por capilar jr una absorbancia en la

prueba de ELISA de 0.123 para el suero de rata Y 0.251' para el

suero de conejo antes de su inmunizacitin Y despuefs de ella se

elevó' a 1.015 1 Lolo respectivamente.

A partir del suero liiperinmune de coneJo se obtuvieron

inmunoglcbulinas led en un columna de sepharosa-proteina A. La

concentracitin de proteinas que presentó' el extracto de led anti-

_1_-_|_¦_ gg;-›__i_§_ fue' se ase;/mi.
Las condiciones adecuadas para la realizaciofn de la ELISJL

directa son mostrados en el cuadro E, en donde se observa que el

suero biperinmune anti-IL li de rata es utilizado para la

deteccicfn de los epitopes restantes del antígeno mvcobacterial

unido al anticuerpo 1' la reacción antifgeno-anticuerpo es revela-

da por medio de una reaccicfn enzima-sustrato. siendo utilizado

para esto un conjugado anti-Igü de rata unido a una perosidasa

(ClPPc1l-

La figura T. muestra curvas antigenicas aplicadas en la

ELISJL directa. con las cuales se determinó' la concentracicfn de
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CU.u>ao 2. COIU>ICIO•SS ADECUADAS PARA LA RSALIZACIOB 
DSL ELISA DIRBCTA. 

ItG ANTI-~ bov1s 
DE COHEJO. 

SOLUCION 
BLOQUEADORA 

LCR 

SUERO 
HIPERIHHUHE 

CORJUGADO 
UHIDO A 
PEROXIDASA 

CURVA PATRON 
AHTIGEHICA 

LECTURAS DE D.O. 

GLICINA 

ANTI-~ bov1s 
DE RATA. 

CHIVO ANTI-IgG 
RATA (CAPPEL) 

DILUCIONES DEL 
ANTIGENO 
~ bov1s 

lOug/ml. 

2 z 

CONCENTRADO 

1 : 1 5 o 

1:15000 

2ou11/ml a 
o.3t2ue/ml. 

490nm . 

CUADRO E. GOIDICIOIIB ADECUADAB PARA LA RIALIZAC-'IDI
Dll.. ELISA DIRECTA.

lid AIITI-l-_§¿_ bcvis
DE COHEJO.

SOLUCION
BLDGUEADORA

LCR

SUERO
HIPERIHHUHE

CÚIIJUGADD
UHIDD A
PERÚIIDASA

CURVA PATRÚH
AHTIGEHICA

LECTURAS DE 13.0.

iüugƒml.

GLICIHA 2 il

COIIC-'EliTRADO

AHTI-à bovis
DE RATA.

i:i50

cl-¡Ivo AHTI-¡go
RATA tcarrstl

1:i'5Ú00

DILUGIDHES DEL Eüuflƒml a
AHTIGEHD 0.3iEu¡ƒm1
L bovis

49011111.

É-I- íìï- ji_ _I-I-k' í '_' í
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Iga anti-!!:_ bovis más apropiada para la sensibilizacH)n de las 

placas de microtitulaci~n . Para esta prueba fueron utilizados 

concentraciones antigénicas conocidas que van de un rango de 

Z.5ug/ml a ZOug/ml. La concentrac16n de IgG apropiada para la 

determinaci6n de antígenos mycobacteriales fué de 10ug/ml. 

La tabla 7, muestra los valores de absorbancia obtenidos en 

la detecc16n de antígenos mycobacteriales en LCR de pacientes 

que presentaron un cuadro clÍnico presuntivo de meningitis tu­

berculosa, dichos valores fueron interpolados en la curva 

antigénica patrón, 11neal1zada por mínimos cuadrados y fueron 

obtenidos valores de a 0.062; b 0 .138 y un Índice de 

determinación de 0.977 (Ver figura 9). 

En base a dichos valores se detectaron solo 3 valores 

positivos de 15 LCR analizados, reportando concentraciones de 

3.096 ug/ml y 4.838 ug/ml. Estos mismos valores son graficados 

en la figura 8 y son comparados con los valores de absorbanc1a 

obtenidos de LCR de un grupo de pacientes con men1ngi tis pi6gena 

y otro grupo de pacientes con meningitis viral, estos Últimos 

dos ¡rupos presentaron valores negativos. 
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TABLA '1. V.Al..09E Da l.980Ra.AllCIA D• U DllTDllIJIACIOll 
Da AJl'n~ D LClt U l•DIVll>U08 C01I 
DIAO•OSTICO CLJ•ICO PIUU•'fIVO DI: 
•DI•Cllt'J8 TUaUCULOSA. 

PACIERTES ABSORBAHCIA CORCEHTRACIOH 
AHTIGEHICA 

ma/ml 

1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 

0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.014 
0.000 
0.330 
0.431 
0.069 
0.085 
o.oso 
0.000 
0.000 
0.431 

0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
3.096 
4.838 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
0.000 
4.838 

 _ I I Í _ _ _ I 1d

TABLA 1'. VALGÉ DI AIBOIIAICIA DI LA DITIIIIIACIOI
DI AITIÍO II LCR DI IIDPÍIDUOI COI
DIAGIOBTIOO CLIIICO PIIBUITIVO DE
IIIIIGIÍII TIIIIICULOSA.

PACIENTES ABSORBAIICIA COICEHTRACIOH
AHTIGEHICA

I-¡I-ll'-¡I-¡P-" -lo-U~II'~Jr-I¢Z`2\DD0'~¬1Ú¬~Lfi-$1-L›It~J|-I

15

mg/mi

_ r_itjt_.11:4tj

Io-C:¦'C3'É'(:)¢:J-li'-3¬rII¦ÉI¦:.'1ÉEC¦lC_'ÍICI¦I

.I

¡J

I

_ 1I-:à;_i

HI |..

'P- |

.UGO _

.O00 .

.DUO _

.OUO .
000
O14
000
330

.'.431 .
0.069 .

.O85 .
ILU50 .
. .O00 .
0.000 .
0.431 _

IDO
-SIDO
300

"IDO
E1013
3196
838

ÍIUÚ
ÍIUU

CIUU
IÚUF1

ÉIÚU
.TUD
IPUU
838

_ ¡_ _r--l_'__|-I-¡__
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TAM.A e. V .A.LOltU DS AB801tBA8CIA PARA BL ISO'l'IPO lfG 
HUDft a SUDO y LCR DS P.A.CIUY&s co• 
l>U.GllOftICO et.meo PlSSU8TIVO DS llDIRGITIS 
~ COllP.A.IADA COI SU COICESTRACIOI 
AIYIGSUC.A.. 

Al. ~ t uberculos1s ~bov1s COHCEHTRACIOH 
AHTIGEHICA 

PACIEllTE 
SUERO LCR SUERO LCR LCR 

1 0.452 0. 004 0.277* 0.015 0.000 
2 0.447 0.004 0.392* 0. 041 0.000 
3 0. 300 0 .010 0.0 75 0. 022 0. 000 
4 0.143 0. 078 0.471* 0.095 0 .000 
5 0.620* -0.249 0.269* 0.326 0 . 000 
6 0.566* -0 .381 0 .145* 0.224 0.000 
7 0.125 - 0.470 0 . 317* 0.115 0.000 
8 0.635* 0. 112 0.941 3.095 
9 0.443 4 .838 

10 0.162 0.166 0.000 
11 0 . 067 0.000 
12 0.350 0.000 
13 0 .162* 0.000 0 . 000 
14 0.300 0.000 
15 0. 202 0. 708* 0 . 375 4 .838 

-- Ho se real1zb la prueba. 
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VAI...-Dll! DI AÉIBAICIA PARA IL IBDTIPO IIG
IIÉÉTI IIEUIRO 1' LCR DI PAÚIIITIB GDI
DIAIOHÍIDO CLIIICÚ FRIEUITIRG DI HIIIIGITIS
'IUÍCUIÉA COIPAIADA GUI BU  flOI
AITIGIIICA.

1 1 í 1 I I H É 1 1
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'1_ U
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_ -_ Q
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_ _ 0

HI

_.1:._

1 CD Ci -Él-
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--~ 0
--- 0
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-- llo se realizo la prueba.
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FIGURA 7. CURVA PATRON ANTIGENICA APLICADA EN ELISA 
DIRECTA. 
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- ~uncentraciones conoc idaS:­
~IgG anti-~. bovis 20uq/ml. 

-++-IgG anti-~. bovis 5ug/ml. 
IgG ant i - M. bovis 10 ug/m l . 
IqG anti-··M. bovi s 2.5ug/ml. 

ABSÚRBAHCIA

f

FIGURA T. CURVA PATRON ANTIGENICA APLICADA EN ELISA
DIRECTA.
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FIGURA 8 . VALORES DE ABSORBANCIA PARA LA DETERMINACION 
DE ANTIGENO EN LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO . 
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c~na punto representa e l valor promedio d e absorbancia a 490nm, de un 
solo individuo. 
CP: Cur va patr6n. (Utilizando concentraciones conoc idas de a nti geno de 

M. bovis) . 
MTb: I ndividuos ·con diagnósti c o c línico p r es un ti v o de Meningitis Tubercu-

losa. 
MPi: Individuos con Meningitis PiÓgena, ca usada p or H. in f l uenzae y Str. 

pneumoniae. 
MVi: Individuos c on Meningitis Viral. 

AEEÚRBANCIA

4?

FIGURA B. VALORES DE ABSORBAHCIA PARA LA DETERHINACIÚH
DE ANTIGEHO EN LIQUIDO CEFALORRAQUIDED.
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Cada punto representa el valor promedio de absorbancia a däünm, de un
solo individuo.
CP: Curva patrfin. (Utilizando concentraciones conocidas de antígeno de

§, bgvisl.
MTb: Individdos con diagndstico clinico presuntivo de Meningitis Tubercu-

losa.
HPi: Individuos con Meningitis Piãgena, causada por É. i§i}EEE§§É_v §§E.

pneumoniae.
HVi¦ Individuos con Meningitis viral.
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FIGURA 9. CURVA PATRON ANTIGENICA APLICADA EN ELISA 
DIRECTA. 
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20.0 

Fue utilizado el antígeno de M. bovis a concentraciones q ue van 
de 0.3lug/ml a 20ug/ml. Linealizando por mínimos cuadrados. 
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FIGURA 9. CURVA PATRON ANTIGENICA APLICADA EN ELISA
DIRECTA.
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Fue utilizado el antígeno de tí. bovis_ a concentraciones QUE "HH
de ü.3lugƒml a Eüugƒml. Linealizando por minimos cuadrados.
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a. DISCUSIOll: 

Establecer pruebas de d1a1n&suco rápidas y sensibles en 

1nfecc1ones del sistema nervioso central causadas por aycobac-

teriaa, es determinante para el manejo adecuado a cada paciente. 

Los problemas inherentes a las diferentes pruebas de d1a1nóst1co 

hasta hoy utilizadas, se relacionan principalmente con su sensi-

b111dad y espec1f1c1dad. El aná11s1s 1nmunoenz1mauco ELISA se 

ha considerado por su costo, facilidad y alta sens1b111dad como 
, , , 

un metodo adecuado a nuestro pa1s, en el d1a1nost1co de diversas 

enfermedades infecciosas (Santos,A.L, y col. 1986). 

En el caso de la men1n11 t1s tuberculosa los est ud1os huta 

ahora realizados por ELISA han referido márcenes muy amplios de 

especi f !cid.ad 

y col. 1983; 

y sens1b111dad (Hernández,R. y col. 1984; Sada,IL 

V1nneta,B. y col. 1983). Sin embarfo, el d1a1n6s-

tico s11ue basado principalmente en parámetros clÍnicos y bio­

quÍmicos as{ como la confirmación bact.eriolÓ11ca. 

Lle1a a ser frecuente que el médico se confunda ante un caso 

de men1nf1t1s piÓgena o viral y la establezca como de et1olo1Ía 

tuberculosa, ya que el inicio de ~sta es ins1<11oso y caracteri­

zado por síntomas inespecÍficos (Calderón,J.E. 1979). Por lo que 

establecer un <11a¡nÓst.1co temprano y certero es determinante 

para el pronóstico del enfermo. 

Esto viene a justificar la bÚsqueda de concentraciones 

anti1én1cas y tÍtulos de anticuerpos ItH e IgG diridos a myco-

bacterias presentes en suero o LCR, que permitan establecer una 

49
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evidencia contundente para el diagnóstico de este padecimineto. 

Debido a la alta .sensibilidad del 1nmunoaná11s1.s enz1má t1co 

ELISA, uno de los problemas mas frecuentes en su empleo es la 

adaorc1Ón 1ne.specÍf1ca a la fa.se sólida de alguno o varios 

componentes del sistema, lo que provoca resultados falsos (pos! -

t1vos o negativos dependiendo del sistema empleado) (Santos,A.L. 

1986; Hernández,L.J. 1985). 

La adsorción de las proteínas al fondo de placas de m1crot1-

t ulac16n está basado en una reacci6n h1drofÓb1ca entre las 

proteínas y el plástico, lo cual podría llecar a indicar el 

hecho de que grandes cantidades de lÍpidos formen una capa que 

impida la un16n entre estas y se manifieste por medio de inte­

racciones inespecÍficas. Estas mismas interacciones pueden pre­

sentarse dependiendo de la afinidad de unión que exista entre 

las cargaa iÓnicas de las proteínas y el material con que está 

fabricada la fa.se .sÓHda. Las tiras reaovibles de inmunolon II 

son fabricadas con pol1e.st1reno. Se11ún estudios anteriores han 

reportado una disminución notable de reacciones 1nespecÍf1cas al 

utilizar este material (Voller,A. y col. 1979). 

La adsorción 1nespecÍfica es disminuida también por la ut1-

HzaciÓn de detergentes no iÓnicos como el Tween 20 y soluciones 

bloqueadoras como la el1cina, esta 
, . 
ultima, ayuda a recubrir los 

espacios que quedan vacios e impide que en ellos se implante un 

componente no específico de la reacción, 
, 

permitiendo as1. que se 

de en el sistema una intensidad de color que sea directamente 
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evidencia contundente para el diagncistico de este padecimineto.

Debido a la alta sensibilidad del inmunoana_lisis enzimåtico

ELISA. uno de los problemas mas frecuentes en su empleo es la

adsorcitin inespecífica a la fase sdlida de alguno o varios

componentes del sistema. lo que provoca resultados falsos (posi-

tivos o negativos dependiendo del sistema empleado] lSantos.A.L..

1956; l-lerna'ndez,L.-J. lãldfil.

La adsorcicin de las proteinas al fondo de placas de microti-

tulacifin esta' basado en una reaccidn ltiidroftfbica entre las

proteínas v el plístico. lo cual podría llegar a indicar el

hecho de que grandes cantidades de lipidos formen una capa que

impida la uniiín entre estas Y se manifieste por medio de inte-

racciones inespecfficas. Estas mismas interacciones pueden pre-

sentarse dependiendo de la afinidad de unicfn que exista entre
if f .Ilas cargas ionicas de las proteinas 1* el material con que esta

fabricada la fase soflida. Las tiras removibles de inmunolon Il

son fabricadas con poliestireno. Seglin estudios anteriores han

reportado una disminucitfn notable de reacciones inespecificas al

utilizar este material {Voller.A. Y col. i9'l'9l.

La adsorcišn inespecífica es disminuida tambiiín por la uti-

lizacidn de detergentes no itinicos como el Tlleen E0 Y soluciones

bloqueadoras como la glicina. esta 1il-tiliia. avuda a recubrir los

espacios que quedan vacios e impide que en ellos se implante un

componente no especifico de la reaccidn. permitiendo asi. que se

de en el sistema una intensidad de color que sea directamente
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proporcional a la cantidad de anticuerpos presentes en la aues­

tra problema (Itlesias,L. y col. 1985). 

El diagnóstico serolÓ«iico de la 111eninti tis tuberculosa usan­

do el método de ELISA dependerá del antíceno empleado. Alcunos 

estudios utilizan antígenos altamente purificados incluyendo 

proteínas y lÍpidos y a11unos más solo mezclas anu1énicas, 

siendo más utilizados extractos anticénicos solubles de ~ bovis 

en primer término y de M.tuberculosis en se1undo (BenJamÍn,S.M. 

y col. 1984). 

En este trabajo fueron empleados extractos anti1énicos so­

lubles de ~ ~ y ~ tuberculosis unidos a la fase sÓUda por 

medio de un amorticuador de boratos pH 8.4 , encontrando una 

diferencia suficientemente si1nificativa entre la sensibilidad 

de loa dos sistemas (p < 0.0011. El extracto anticénico de !t_ 

~ reportó un mayor número de casos con presencia de anti­

cuerpos lfG dirigidos a mycobacterias. Sin embarco, el rango de 

absorbancia reportado es muy bajo comparado con el antÍceno de 

!t_ tuberculosis (x 0.453 y X 1.137 respectivamente). 

La presencia de :falsos nega t1 vos reporta<1os al u til1zar el 

antíceno <1e ~ tuberculosis puede explicarse por la existencia 

de factores anérgicos presente en algunos individuos que al 

encontrarse en un esta<1o agu<1o de infección, llegan a enmascarar 

la respuesta inmune humoral (Bach,J.F. 1983) posiblemente por la 

intervención cooperadora <1el sistema inmune celular, de ahí que 

los niveles de anticuerpos registrados sean muy bajos sin que 

51

proporcional a la cantidad de anticuerpos presentes en la mues-

tra problema (Iglesias.L.. y col. l9o5}.

El diagndstico seroldgico de la meningitis tuberculosa usan-

do el me'todo de ELISA dependeräf del antígeno empleado. algunos

estudios utilizan antfgenos altamente purificados incluyendo

proteinas Y lipidos y algunos ma's solo mezclas antigfnicas.

siendo mas utilizados extractos antigånicos solubles de L p

en primer término y de I-Ltuberculosis en segundo {Benjamin.S.H.

y col. 1984).

En este trabajo fueron empleados extractos antigšnicos so-

lubles de EL Egg y H. tuberculosis unidos a la fase sólida por

medio de un amortiguador de boratos pl-l 8.4 . encontrando una

diferencia suficientemente significativa entre la sensibilidad

de los dos sistemas (P < 0.001). El extracto antigefnico de à

l_g_fl_i_g reporttí un mayor número de casos con presencia de anti-

cuerpos Igd dirigidos a mycobacterias. Sin embargo. el rango de

absorbancia reportado es muy bajo comparado con el antfgeno de

à tuberculosis ix = 0.453 y x : i.i37 respectivamente).

La presencia de falsos negativos reportados al utilizar el

antfgeno de l-I. tuberculosis puede explicarse por la existencia

de factores anšrgicos presente en algunos individuos que al

encontrarse en un estado agudo de infeccitin. llegan a enmascarar

la respuesta inmune humoral (Bach.J.F`. 19831 posiblemente por la

intervencišn cooperadora del sistema inmune celular, de ahi que

los niveles de anticuerpos registrados sean muy bajos sin que
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esto quiera decir que la infección haya cedido. 

Laa infecciones causadas por mycobacterias inducen hacia una 

respuesta inmune humoral. El papel de los anticuerpos no está 

claro, pero se lea atribuye un papel secundario como moléculas 

re1uladoras de la respuesta inmune (Vaca,G.O. 1985). su inicio 

puede estar dado por el contacto del individuo con el an­

tÍ1eno al ser aplicada la vacuna de BCG, o por exposición 

aérea, desarrollándose anticuerpos I1H que pronto decaen. Un 

aetundo contacto con el antíceno provocará el reemplazamiento de 

ItH por hJG y el título de anticuerpos se incrementa rápidamente 

hasta alcanzar un nivel constante que persiste a lo larco del 

periodo clínico de la infeccH~n. y 
, 

aun después de la desapari-

ciÓn del inmunÓteno, produciéndose células de memoria que periai­

tirÍn el reconocimiento instantaneo del antÍreno en etapas pos-

teriores. 

En este trabajo se encontró que el título de IgG se eleva 

considerablemente en el rrupo control positivo alcanzando un 

lÍaite de positividad de 0.49'7 en el sistema que emplea el 

antíteno de ~ tuberculosis y de 0.122 en el serundo sistema; 

dichos t{tulos fueron obtenidos en el análisis de suero. Estos 

resultados se correlacionaron con otros estudios similares 

(Grange y col. 1980; Benjamín y Daniel, 1982; X:al1sh y col. 

1983; Freedman y col. 1966; Zeias y col. 1982; X:rambov1t1S. 

1986) (Tomado de Xrambovi tis,E. 1986). Por otro lado, la acti vi-

dad de los anticuerpos IgH no fué apreciada con claridad, debido 
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esto quiera decir que la infeccidn haya cedido.

Las infecciones causadas por mycobacterias inducen hacia una
4"respuesta inmune humoral. El papel de los anticuerpos no esta

claro. pero se les atribuye un papel secundario como moleculas

reguladoras de la respuesta inmune lvaca.d.o. l9d5l. Su inicio

puede estar dado por el contacto del individuo con el an-

tígeno al ser aplicada la vacuna de Boo. o por exposiciofn

aefrea. desarrollíndose anticuerpos Ig!! gue pronto decaen. Un

segundo contacto con el antígeno provocará el reemplazamiento de

lgll por Igd y el titulo de anticuerpos se incrementa rípidamente

basta alcanzar un nivel constante que persiste a lo largo del

periodo clínico de la infección. y adn despues de la desapari-

cio'n del inmuntfgeno. produciéndose cérlulas de memoria que permi-

tira'n el reconocimiento instantaneo del antfgeno en etapas pos-

teriores.

En este trabajo se encontro' que el titulo de Igd se eleva

considerablemente en el grupo control positivo alcanzando un

iíaite se positividad se 0.491 en el sistema que emplea el
antígeno de H. tuberculosis y de 0.132 en el segundo sistema;

dichos titulos fueron obtenidos en el anaflisis de suero. Estos

resultados se correlacionaron con otros estudios similares

(Grange y col. iådo; Benjamin y Daniel. 19812: Kalish Y col.

IQB3: Freedman y col. 1966; Zeias y col. l9o2; Irambovitis.

19561 (Tomado de Irambovitis.E. 1966). Por otro lado. la activi-

dad de los anticuerpos Igll no fue' apreciada con claridad. debido
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a que no se encontró una diferencia notable entre los distintos 

1rupo1 estudiados, ni at.ín entre un mismo 1rupo, encontrándose 

una heterogenicidad entre los valores de D.O. que reportan 

títulos con rangos que van de 0.055 a 0.470; 0.031 a 0 .165; 

0.052 a 0.556. En estudios previos se ha observado una aflutina­

ciÓn de I1M con H.:_ tuberculosis que contribuye sitn1ficativa­

aente a la incidencia de falsos positivos en pruebas aero1ó11-

cas, en los cuales se ha ensayado antígenos fÚngicos depen-

dientes del isot1po I1K. La elevación de I1M ha sido también 

reportada en tuberculosis (Grange, 1980). 

Para poder establecer la sensibilidad del isot1po ItM, sería 

necesario contar con un modelo experimental que nos permita 

obtener la cuantificación de ItK durante la respuesta primaria 

de anticuerpos, ya que de lo contrario el sistema inmunolÓtico 

en una reactivacibn o una infección crónica como la menintitis 

tuberculosa, acorta el periodo de permanencia de la inmuno110-

t>ul1na circulante, actuando rápidamente las células de meaoria. 

Por otro lado podemos observar que en nuestro 1rupo de 

estudio con un cuadro clÍnico presuntivo de tuberculosis 

pulmonar se encontraron 2 casos reactivos en presencia del 

antíceno de ~ tuberculosis, mientras que 7 observaron reacti-

vidad a H.:_ bovis. Puede resultar lÓgica esta conducta tan 

exacerada hacia el segundo antíeeno ya que la mayoría de los 

pacientes que manejamos cursaban con más de 13 meses de edad y 

ya habían recibido una inmunización previa con BCG, y por ello 
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a que no se encontrof una diferencia notable entre los distintos

grupos estudiados. ni atín entre un mismo irupo, enconträfndose

una lieteroflenicidad entre los valores de 13.0. que reportan

titulos con rancos que van de 0.055 a 0.410; 0.031 a 0.155;

0.062 a 0.556. En estudios previos se lia observado una aglutina-

ciån de Ii!! con Q. tu_b_e_rcu_l¿osi_s que contribuye siinificativa-

lente a la incidencia de falsos positivos en pruebas seroltfii-

cas. en los cuales se ha ensayado antfgenos flíncicos depen-

dientes del isotipo Ig!-I. La elevacitfn de Ii!! na sido tambie"n

reportada en tuberculosis türange. 19501.

Para poder establecer la sensibilidad del isotipo IQH. serfa

necesario contar con un modelo experimental que nos permita

obtener la cuantificacitfn de Ii!! durante la respuesta primaria

de anticuerpos. ya que de lo contrario el sistema inmunolcfiico

en una reactivaciefn o una infeccion crc'-'nica como la menincitis

tuberculosa. acorta el periodo de permanencia de la inmunofllo-

bulina circulante. actuando rapidamente las celulas de memoria.

Por otro lado podemos observar que en nuestro srupo de

estudio con un cuadro clinico presuntivo de tuberculosis

pulmonar se encontraron 2 casos reactivos en presencia del

antffieno de H_¿_ tuberculosis. mientras que 'T observaron reacti-

vidad a l¿ lìu-.. Puede resultar logica esta conducta tan

exagerada hacia el segundo antfieno ¡fa que la maïorfa de los

pacientes que manejamos cursaban con mas de 13 meses de edad Y

ya habfan recibido una inmunizacitfn previa con BCG, v por ello
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, 

el sistema inmune reconocerla con mayor facilidad al antí1eno. 

Sin embarco, ezlaten ant11enos de reacción cruzada con !:!.:.. tuber­

culosis como el antí1eno 5 y 6 , por lo que se puede apreciar 

casos de reconocimiento a los dos antí1enos empleados. Esta 

misma conducta es observada para el 1rupo de pacientes que 

presentaron un cuadro clinico presuntivo de meningitis tuber-

culosa, en donde dicha positividad correlaciona en solo dos 

caaoa con la presencia de antí1enos mycobacteriales presentes en 

LCR, reportando niveles de anticuerpos I1<J en el mismo LCR con 

tí'tuloa relativamente eleTados, sin embar10, hay dos casos en 

loa que el aerodlacno'stico es poai ti vo pero no se encontró 

evidencia de la presencia del antÍ1eno; esto puede documentar 

que la presencia del antÍ1eno posiblemente esté enmascarada por 

la presencia de complejOs inaunes, o que la concentración de 

antÍceno sea mínima que no es detectada por nuestro sistema, o 

bien que el paciente se encuentre bajo tratamiento y se dismi­

nuyera la concentración anticénica al 1rado de no ser detectada. 

Sin eabar10, la respuesta humoral puede manifestarse por la 

presencia de anticuerpos de memoria. 

La presencia de complejos inmunes en pacientes con tuber-

culosis fué demostrada (Carr, y col. 1980; Johnson, y col. 1981) 

(Tomado de Gran1e,J.H. y col. 1980), dando una relación 

inversa entre la concentración de complejos inmunes y anticuer-
, , 

pos anti-mycobacteriales. La llberacion constante de ant11eno 

hacia el sitio de 
, 

infeccion puede comportarse como; 1) Una 

Sá

el sistema inmune reconocerfa con mayor facilidad al antíieno.

Sin embarso, existen antfienos de reaccicfn cruzada con H_. tuber-

culosis como el antígeno 5 1' 15 . por lo que se puede apreciar

casos de reconocimiento a los dos antígenos empleados. Esta

misma conducta es observada para el ¢rupo de pacientes que

presentaron un cuadro clfnico presuntivo de meningitis tuber-

culosa. en donde dicha positividad correlaciona en solo dos

casos con la presencia de antígenos mfcobacteriales presentes en

LCR. reportando niveles de anticuerpos 12€ en el mismo LCR con

títulos relativamente elevados. sin embareo. na? dos casos en

los que el serodiaintfstico es positivo pero no se encontro

evidencia de la presencia del antfieno; esto puede documentar

que la presencia del antfgeno posiblemente este' enmascarada por

la presencia de compleJos inmunes. o que la concentracion de

antfgeno sea minima que no es detectada por nuestro sistema. o

bien que el paciente se encuentre bajo tratamiento Y se dismi-

nufera la concentracion antigenica al ¡rado de no ser detectada.

Sin embargo. la respuesta numoral puede manifestarse por la

presencia de anticuerpos de memoria.

La presencia de complejos inmunes en pacientes con tuber-

culosis fue' demostrada (Carr. y col. 1950; Jonnson. Y col. 19151)

(Tomado de Gran¡e.¬J.H. 1 col. 19501. dando una relacitfn

inversa entre la concentracitfn de compleios inmunes Y anticuer-

pos anti-mïcobacteriales. La liberaciofn constante de antfeeno

hacia el sitio de infeccion puede comportarse como; il Una

ff
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eatimulaciÓn crónica de síntesis de anticuerpos resultantes de 

una producción progresiva de anticuerpos y 2) la formación de 

complejos inmunes circulantes de anticuerpos menos reactivos los 

cuales liberan antÚeno resultando una reducción considerable de 

anticuerpos detectables (ICrambovitis,E. y col. 1984). 

Con respecto al 1rupo de pacientes con un diagnóstico de 

meningitis piÓcena, podemos observar (figura 5) que un 1ran 
, 

numero de individuos alcanza valores similares a los del grupo 

de pacientes con meningitis tuberculosa, lo cual puede indicar 

una posible inmunización previa; o bien una baja especificidad 

del sistema, presentándose una respuesta de reacci6n cruzada por 

el reconocimiento del agente causal <&. 1nfluenzae y St. pneumo­

niae) a nuestros antÚenos empleados; o una tercera alternativa 

que estaría ligada con el bajo rango de absorbancia obtenido y 
, , 

que puede tender a dar reaccion inespec1fica al sistema. Al ser 

manejados estos mismos pacientes por la ELISA directa, encentra-

mos que no presentan reactividad a la prueba, lo que nos des­

carta la posibilidad de una infección por mycobacterias encon-

trando resulta dos iguales para el grupo de pacientes con una 

meningitis viral (Figura 8) aumentando 
, 

as1 la especif ic1dad a 

este segundo sistema. 

Como puede a preciarse en los resulta dos obtenidos, el 

rango de absorbancia para la detección de anticuerpos en LCR no 

es muy alta comparada con los valores obtenidos en suero, 

debido a que la respuesta inmune humoral en el Sistema Nervioso 
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estimulacion cršnica de sintesis de anticuerpos resultantes de

una produccicfn progresiva de anticuerpos Y E) la formacion de

complejos inmunes circulantes de anticuerpos menos reactivos los

cuales liberan antfgeno resultando una reduccion considerable de

anticuerpos detectables {Krambovitis.E. y col. 1984).

Con respecto al ¡rupo de pacientes con un diagnostico de

meningitis picfgena, podemos observar (figura 5) que un ¡ran

niímero de individuos alcanza valores similares a los del ¡rupo

de pacientes con meningitis tuberculosa. lo cual puede indicar

una posible inmunizaciofn previa; o bien una baja especificidad

del sistema. presentándose una respuesta de reacción cruzada por

el reconocimiento del agente causal {I_-1,_ influenzae y ._."±`_›t_.__ pneumo-

niae! a nuestros antfgenos empleados: o una tercera alternativa

que estaria ligada con el bajo rango de absorbancia obtenido 1'

que puede tender a dar reaccion inespecífica al sistema. al ser

manejados estos mismos pacientes por la ELISA directa. encontra-

mos que no presentan reactividad a la prueba, lo que nos des-

carta la posibilidad de una infeccion por mïcobacterias encon-

trando resultados iguales para el grupo de pacientes con una

meningitis viral (Figura el aumentando asi la especificidad a

este segundo sistema.

Como puede apreciarse en los resultados obtenidos, el

rango de absorbancia para la deteccicfn de anticuerpos en LCR no

es muy alta comparada con los valores obtenidos en suero.

debido a que la respuesta inmune numeral en el Sistema Nervioso
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Central esta dada por 
, 

una a1ntesis intratecal de inmunorlo-

bulinas oUgoclonales (Hernández,R. y col.1984), la concentra-

ctón de anticuerpos que podemos encontrar es mÍn1ma. Posible-

mente Podriamos aumentar el rango de absorbancia, con una mayor 

concentración de LCR. 

56

Central esta dada por una sfntesis intratecal de inmunoilo-

bulinas oligoclonales II-lernzÍndez.R. y co1.i9oIl1. la concentra-

cion de anticuerpos que podemos encontrar es mfnima. Posible-

mente podriamos aumentar el ranflo de absorbancia, con una mayor

concentracion de LCR.
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T. C09CLUSJ08: 

La elevada frecuencia de las neuroinfecciones en nuestro 

país hace imperativo contar con métodos de diaenóstico sensibles 

'f eapecÍficos ya que la etiolo11a <1e esta entidad puede ser 

cauaada Por bacterias, virus y honeos. Los estudios hasta ahora 

establecidos en relación al dia1nósuco de la meninli tis t uber-

culosa, parecen no reunir las condiciones necesarias de espec1-

ficidad y sensibilidad requeridas para establecer una correla-

ciÓn entre el 
, 

cua<1ro cU.nico y datos de laboratorio, pues su 

dia1nóst1co sicue basado en la confirmación bacteriolÓgica. 

El análisis inmunoenzimáuco BLISA es un método adecuado 

para el diaen6suco de la aeninlitis tuberculosa. su sensibil1-
, , 

dad depender6 del anuceno empleado, consi<1eraaos que trabajar 

con e:ittractos anueénicos solubles de H.:.. bovis ofrece una eran 

ventaja en cuanto a su facilidad de obtención y manejo, sin 

embar10, el raneo de absorbancia que reporta no es suficiente 

para poder establecer la presencia de una infección actual o el 

reconocimiento de anticuerpos de memoria adquiridos por la in­

munización con BCG o por un contacto aéreo con aleuna mycobacte-

ria, como es posible establecerlo con mayor claridad al utUizar 

el antÍceno de H.:.. tuberculosis. 

La obtención de antígenos específicos a una determinada 

fracción anuc,nica de las células de H.:.. tuberculosis y ~ bovis 

puede dar una mayor oportuni<1ad para la captación de los casos 
, , , 

cUnicos con historia de meningitis tuberculosa, y aun mas, si a 

5'?

1'. I¦ÚICLUIIOI¦

La elevada frecuencia de las neuroinfecciones en nuestro

pais hace imperativo contar con motodos de diagnostico sensibles

7 especificos ya que la etiolosfa de esta entidad puede ser

causada por bacterias, virus Y lioneos. Los estudios nasta ahora

establecidos en relacion al diainostico de la meniniitis tuber-

culosa. parecen no reunir las condiciones necesarias de especi-

ficidad Y sensibilidad requeridas para establecer una correla-

cion entre el cuadro clinico Y datos de laboratorio. pues su

diainostico sigue basado en la confirmacion bacteriologica.

El ana'lisis inmunoensimštico ELISA es un método adecuado

para el diainostico de la meniniitis tuberculosa. Su sensibili-

dad dependero del antfieno empleado. consideramos que trabajar

con eatractos antiionicos solubles de l_-I_. í ofrece una ¡ran

ventaja en cuanto a su facilidad de obtencion Y manejo. sin

embareo. el ranio de absorbancia que reporta no es suficiente

para poder establecer la presencia de una infeccion actual o el

reconocimiento de anticuerpos de memoria adquiridos por la in-

muniaacion con BCG o por un contacto aéreo con alguna mïcobacte-

ria. como es posible establecerlo con mayor claridad al utilizar

ei antíeeno de 1-1. tuberculosis.
La obtencion de antfgenos especificos a una determinada

fraccion antiflonica de las colulas de H. tuberculosis ff l¿ bovis

puede dar una mavor oportunidad para la captacion de los casos

clfnicos con historia de meningitis tuberculosa. if aon mos. si a
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partir de dichos antí1enos ae obtienen anticuerpos específicos a 

eatoa, permiti~ndonos as{ la detección del aeente causal. 

La determinación de anticuerpos de la clase IIG d1ril1dos a 

mycobacteriaa permite una mayor detección del estado actual de 

la enfermedad infecciosa, mientras que la IIM puede llevar a la 

confusión con resultados falsos pos1t1vos o ne1ativoa. Sin 

embar10 los valores de D.O. al trabajar en LCR aon muy bajos, 

por lo que seria necesario concentrar el LCR antes de ser 

analizado. 

La detección de antÍeenos mycobacteriales presentes en LCR 

es la evidencia necesaria para establecer el diaenósttco certero 

de una men1n11 tis tuberculosa. 
, 

Serla interesante trabajar con modelos experimentales que 

permitan apreciar el comportamiento del los títulos de los 

ant1cuerpos de los 1sot1pos IeM e IgG y establecer las s11n1fi-

canelas que euardan los valores a lo largo de la 1nfecc1Ón y la 

recuperac1!>'n, así como sus niveles de concentración anu1én1ca . 
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partir de dichos antígenos se obtienen anticuerpos específicos a

estos. permitiéndonos así' ia detecciån dei agente causan.
La determinacion de anticuerpos de la clase Igü dirigidos a

mycobacterias permite una mayor deteccion del estado actual de

la enfermedad infecciosa. mientras que la Ig!! puede llevar a la

confusion con resultados falsos positivos o negativos. Sin

embargo los valores de 13.0. al trabajar en LCR son mu? bajos.

por lo que sería necesario concentrar el LCR antes de ser

analizado.

La deteccion de antfgenos mycobacteriales presentes en LCR

es la evidencia necesaria para establecer el diagnostico certero

de una meningitis tuberculosa.

Serfa interesante trabajar con modelos experimentales que

permitan apreciar el comportamiento del los títulos de los

anticuerpos de los isotipos Igl-1 e IgG y establecer las signifi-

cancias que guardan los valores a lo largo de la infeccion Y la

recuperacion. así como sus niveles de concentracion antigonica.
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A ... 81CS J. 

llDIOS DB CULTIVO: 

LQWl8TSI! JPSD: 

A) 8a•e salina (8altimore 81olor1cal Laboratory 01-it02). 

Fosfato monopotásico . ... .. .. .. . . ....... .. .. .. .. 2.5or 

Sulfato de ma1nes10 .. . ... .. .. . .. ... .. . .... .. 0.2~, 

Citrato de mafnesio ... ... . ... . .. .. .. ... .... . 0.6011 

L-Asparaeina .. . .... .. ..... . . . . ....... . .. . . . . .. . 3. 60 g 

Fluoruro de potasio .... ..... ..... .. ....... ... . 30 . 00g 

Verde de malaquita .... . .. .. . . .. .. . ...... . . . . 0 . 401 

8) Homotenizado de huevo....... ... .. ...... .. 1000.00ml 

PROCSDlllIS•To: 

Al suspender 37.3r de el material deshidratado en 600ml de 

a1ua dest1lada con l2ml de flicerol. Calentar a ebullición con 

afitaciÓn constante. Ester1lizar en autoclave a 121 e, 15lbs de 

pres1Ón por 15 minutos. 

8) Lavar los cascarones de huevo dejándolos sumergidos en 

a1ua jabonosa por l2h enjuarlÍndolos con arua corriente. 

Secarlos y desinfectarlos sumergiéndolos en alcohol etílico 

industrial. Secarlos con un lienzo 
, 

estf!r11. 

Romper cada huevo y colocar el contenido en un matraz con 

perlas de cristal (estérH), homogen1zar y filtrar a 
, 

traves de 
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AIIIIIGI L

HIFI@ DI CUL'.I'I"'ÍD¦

LSLÉIEEE =
al Base salina ¡Baltimore Biological Laboratory Oi-402).

Fosfato monopotísico... ............. .?..50g

Sulfato de magnesio.. .......... . . . . . 0.21lg

Citrato de magnesio....................... .. 0.60g

L-Asparagina............. . . . . . . . 3.60g

Fluoruro de potasio..... ..... ..... 3o.oog

'Verde de malaquita ........... .......... .. 0.Il0g

Bl I-lomogenisado de liuevo...... ............ .. i0oo.o0ml

PIOClDIlIII'.l'ü¦

al Suspender 3'r.3g de el material deshidratado en oooml de

agua destilada con lEml de glicerol. Calentar a ebullicion con

agitaciofn constante. esterilizar en autociave a iai c, mins ce
presion por 15 minutos.

El Lavar los cascarones de nuevo dejondolos sumergidos en

agua jabonosa por 1211 enjuagondolos con agua corriente.

Secarlos 1' desinfectarlos sumergiondolos en alcohol etflico

industrial. Secarlos con un lienzo estéril.

Romper cada nuevo v colocar el contenido en un matraz con

perlas de cristal lestorill. homogenizar v filtrar a travos de
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un embudo Buchner y eas.a estéril, hasta completar un litro. 

MDIO COJIPLBTO: 

Adicionar a la base salina fr{a el homogenizado de huevo y 

distribuirlo en tubos de tapón de rosca de 20 x 150, aproximada-

•ente de 5 .a 7 ml en cada uno. 

Coacular por media hora a 85 ° c. 

Colocar a prueba de esterilidad 48h a 37 ºc. 

Guardar en refrieeraciÓn con tapones bien ajustados y al 

abri¡o de la luz. 

L-Asparagina 5.o, 

(Hazleton 90 - 105-050) 

Fosfato 
, 

monopotasico ... . .... ........... .. . .. . 2 .5g 

Sulfato potásico .. .. .. .. ... .. .. .... ... .... . .. 2 . 51 

Citrato de maenesio ........... . .... .. ... .. 1.5g 

Glicerol .. . ..... . . .. . . .. .. . . . .. . . ..... . . .. ...... . . 50.0ml 

Agua destilada .... ...... .. ....... . ... . .... 1000.0ml 

PaOCSDINIBHTO: 

Disolver los ingredientes en el agua destilada en el orden 

descrito, asegurándose de que se solubilice por completo antes 

de anadir el siguiente. 

Ajustar el pH a 6.8-7.0 y al'l.adir 0 .15g de citrato de sodio. 

fill

un embudo Bucliner y gasa estéril. hasta completar un litro.

IIIDID COIPLIIO:

adicionar a la base salina fría el homogenizado de nuevo v

distribuirlo en tubos de tapon de rosca de E0 1: 150, aproximada-

mente de B a 'T ml en cada uno.

Coagular por media nora a o5°C.

colocar a prueba de esterilidad con a 31' °c.
Guardar en refrigeracion con tapones bien ajustados ir al

abrigo de la luz.

EESQIE. 1 .B_EåE LEEIL
L-asparagina .. . .. . . . . . . . 5.0;

il-¡azleton 90-105-050)

Fosfato monopotafsico , . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ._ ¿Z.5g

Sulfato potaÍsico.... ....................... .. 2.5g

Citrato de magnesio . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. i.5g

Glicerol . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5o.oml

agua destilada . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. ioo0.oml

PIOCIDIIIIIITO:

Disolver los ingredientes en el agua destilada en el orden

descrito. asegurondose de que se solubilice por completo antes

de alladir el siguiente.

ajustar el pl-l a 6.6-7.0 v anadir 0.i5g de citrato de sodio.



(.1 

Eater1uzar a uo ºe, UOlba de presión por 10 minutos. 

Realizar la prueba de esterilidad durante 48h en incubación 

a 37 oe. 

:C1

Esterilisar a iio "C, iiolbs de presion por io minutos.

Realizar la prueba de esterilidad durante Ilôh en incubacion

a 3'l'°C.
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Al'BJ)ICB U. 

ISACTIVOB: 

AIO!TJCIYADOI SALI•O DS FOSFATOS (PBS) pH 7 2 0.1!5H 

Cloruro de sodio . . ...... .. .. .. .... .... .... .. .. 8.00g 

Fosfato de sodio dibásico ............... .. 1.151 

Fosfato de potasio 
, 

monobasico ........... .. . 0.201 

Cloruro de potasio ... ................... .. .. . 0.20i 

A1ua destilada y desionizada.. .. ........ 1000 .ooml 

AftOITlGUApol SALl•O R!. POSPATO-TWBD ~ 0.05;.: 

PBS pH 7 . 2 ................................. 1000.ooml 

Tw .een 20 .. .. . · ····· ········· ··········· ·· ·· .. . 0 . 50ml 

pH &.4 O.é!OH. 

A cid o bÓr ico ... .............. ........ ........ . 6 .80i 

Tetraborato de sodio ....... . ... . ........ . 9 . 15 

Cloruro de sodio ............... .. ........ .. 4 . 38g 

Aeua destilada y desionizada. .......... 1000 .ooml 

AllORTICIYADOR FOSFATO-CITRATO pH 15.4 0 . 30H. 

Acido c{trico ............................... . . 2'*. 30 m l 

Fosfato de s odio monobásico . .. .......... . . 25.70ml 

A1ua destilada y des1onizada cbp ........ 50.00ml 

AIIIDICI II.

I IACTIVOB:

 üQEä$EeEë{ml en -ra o.1sn
Cloruro de sodio....... .................... e.d0g

Fosfato de sodio dibafsico. . .. Liog

Fosfato de potasio monobafsicofl.. . . ü.Eog

Cloruro de potasio.. . ............. ._ il.2Cg

agua destilada v desionisada....... l00d.C0ml

a!l.9.Q9!¿aE.l. §.e.l=llQ P! Eeääa-IEEE. E 0-052
Tlaoeleeleeeeeeeeeoeoeee n | u I - | - . . ¡

Teeen ao . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. o.'.50ml

 _Q BCIIATOB pl-I de D.20ll.

acido o=:í`rico.... .............................. o.ao¢
Tetraborato de sodio . . . . . . . . . . . . . . . . . . 9.15

Cloruro de sodio...... ..... . . . . . . . .. 4.3-'lg

agua destilada v desionizada... ...... .. idddudüml

aliogiouibos E51'-1i'ro-crrniro on su o . s o 11.
acido c1'†.rico........ . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. 24.3om1
Fosfato de sodio monobafsico.....l....... .. 25.'r0rnl

agua destilada 7 desionizada cbp..... .. 50.o0ml



80LVCIQI ILOQUliDORA 2;,:. 

Glicina (Si¡ma G.7126 ) ... . .. ... .... . .. ..... 2. 0og 

PBS-Twee n 20 0 .05 1. .... .. .. . . . ... ... ..... .. .... 100 . 00 ml 

co•JUGADOS: 

Los anticuerpos ant1- IeG y ant1-IeH humanas unido a u na 

perozic1asa (Cappel y Taeo respectivamente), fueron <Hsue ltos en 

PBS-Tween 20 0.05%. 

Amortifuac1or fosfa to-citrato pH 5.4 ....... 10.00ml 

Ortofen1lenc11am1na (Siema P-1526) ......... .. 40.00mg 

Per6:Uc1o de hic1rc>'eeno 30% (Sigma)........ 10.0 

El sustrato se prepara inmediatamente antes de usarlo (se 

c1al'la ante la luz). 

A9R2. SULPYPIOO: e.o• 
, 

Acido sulfurlco . 40.00m l 

Acua destUada y c1es1on1zada cbp....... .. .. 100.oom1 

SOLUCIOM SAUllA-80RA TOS: pH 8.6 

Am o rtiguador de boratos .. .. ... . .. .. .... . .. .. 10 .0 0 g 

Soluc1on sauna f1s1olÓg1ca 0 .65 % ...... .. .. 100 .00 m l 

-*L1

&ÉQ ü-
Glicina {Sigma G.'l'i2ol.... . .. .. 2.003

› | o | e ¬ ¢ e | «nena-»eee eeeea aaa

0OIJl.läDOB¦

Los anticuerpos anti-Igd v anti-Igll humanas unido a una

peroaidasa iüappel Y Tago respectivamentel. fueron disueltos en

PBS-Teeen EC 0.052.

.allortililador fosfato-citrato PH 5.4 ..... .. iflhüülnl

Crtofenilendiamina (Sigma P-i5Eol........ . IlD.dClmg

rerosido de nidrogeno 302 (sigmal........ io.o

El sustrato se prepara inmediatamente antes de usarlo (se

dalla ante la lusl.

o 0-01
e ¡ en-eeeeeeeeeeeeol - I - | | - | | r e › - + . .,,

agua destilada Y desionizada cbp........... iocuooml

BOLUCIOI Bìla-ëgaïúå: pl-l e.o

Amortiguador de boratos ................... .. i0.00g

solucion salina fisioišgica o.ss:«c ........ ._ ioo.-comi



~lOX 

Fenol ................................ . ........ .. 

A1ua destllada cbp .. .. .......... .... .... .. 

Acetona ...................................... . 

Metanol ...... .. ........ .. ............. .... ... . 

Arlacel A (Stcma A.8009) . ............ . 

Drakeol 6 con 
(Penn 

Mycobacter1um 

•Peso seco. 

ace1 te mineral 55/65 
Drake) 

bov is ..................... . 

SQLUCIOll U. SULFATO R1, AJIOllO pH'T.8 

Sulfato de amonio ........................ . 

Atua destilada ............................ . 

64 

10.001 

100 . 00ml 

50.00ml 

50.00ml 

1.00ml 

9.00ml 

5.oom1• 

O.lR 

100.001 

100.ooml 

Se atita durante 10 minutos y se calienta a ebullición con 

a1itaciÓn constante durante 10 minutos. 

AllO!TICIU.\I)()! GLICIIA-HCl pH 2.6 O.lM 

Glicina (S11ma G.7126) ................. . 7 .801 

A1ua destilada.............. ... ..... .... 1000.00ml 

Ajustar el pH con HCl 2N. 

Zì 1°*
Fenoi¡IIIQilieellllilllillliiilliil! I I I I I I I 0 F I le

¿IDH ÚOIÍ-llifli. CDP . . . . . . . . . . . . . . . . .

 ì!Ql~

acetona . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .

“Gta-HDIIIIIIÍIIÚÍ I 'ÚÚ ÍÚ ÍÍÍIII-Í 1 I I I IIÍÚUDI

 üEEElå.E.
arlacel A (Sigma a.edo9l..............

llralteol 6 con aceite mineral 55/65
(Penn Dral-tel

lf}¿cobac_terium bovis .................... ..

¡Peso seco.

 Hfllå¿_ÉEEMQE2 PH?-H Dll!
aman-1-Olìliilš iii* 1 iii! Il

10.002

lÚ0.00III1

5D.OOI¦Ill

50.0Ullll

LODIIII.

9.COlll1

G.D0m ge

100.002

¿lui dflätilñdã . . . . . . . ...................... 1OÚ.0'DIl1

SB ilif.-I dllfñfltfi 10 Illlflütüfi Y SE GHIIBIHLH I EDUIIIGIDD I¦¦-011.

sgitacion constante durante iO minutos.

e!L°l'_ElEleE! filcgei-ac: PH 2-B 0 HI
Glicina (Sigma GJHE6) ................ .. 'Leog

agua destilada . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .. iü00.00ml

ajustar el pH con HC1 BH.



AP••DIC8 111. 

P•oc•o1•1••TOS: 

65 

Se obtiene la masa bacilar de H:.. bovis a partir de un culti­

vo puro, por medio de centr1fu1ac1ón a 30151 Se reaUzaron 3 

lavados con solución sauna estéril 0.85Y. durante 30 minutos 

cada uno. 

El paquete a.si obtenido es suspendido en acetona y se incuba 

a 37 ºe hasta su total desecación (aproximadamente 10 minutos). 

TI•CIOI ACJP9-@8SUrtA1& 

Preparar una emulsión de mycobacterias en solución de 

albumina al 1Y.. 

ReaUzar un frotis en el portaobjetos. 

Dejar secar al aire y fiJar a la flama. 

A1re1ar carbolfushina de Ziwhl-Neelsen. 

Flamear con el mechero basta emisión de vapores (sin 

hervir). 

Lavar con aaua corriente. 

A1re1ar alcohol acidulado aota a aota hasta que no arrastre 

colorante. 

Lavar con aaua corriente. 

Adicionar el colorante de contraste (azul de metileno de 

Loeffler) por un minuto. 

Lavar con agua corriente. 
, 

Observar a inmersion. 
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APIIDICI III.

PIOClDIlIll'l'¬OS¦

!'.L__.<E!.älP^l-I E É 2! !!.-_ Hflal.
Se obtiene la masa bacilar de I-l_. big a partir de un culti-

vo puro. por medio de centrifugacion a Bdiog Se realizaron 3

lavados con solucion salina estéril o.e5:-I durante 30 minutos

cada uno.

El paquete asi obtenido es suspendido en acetona jr se incuba

a 37 "C hasta su total desecacion (aproximadamente io minutos).

HEEl 
Preparar una emulsion de mycobacterias en solucion de

albumina al ill.

Realizar un frotis en el portaobjetos.

Dejar secar al aire jr fijar a la flama.

agregar carbolfusliina de Zielil-lleelsen.

Flamear con el mechero basta emision de vapores (sin

hervir).

Lavar con agua corriente.

agregar alcohol acidulado gota a gota hasta que no arrastre

colorante.

Lavar con agua corriente.

adicionar el colorante de contraste [azul de metileno de

Loefflerl por un minuto.

Lavar con agua corriente.

Observar a inmersion.
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DnDlllllACI08 i!. HOl'ID•AS POR m. MBTODO RI, LOOT. 

1.-Reactivo A; Solución de bicarbonato de sodio al 2:1. en 

h1drÓxido de sod1o o.1H. 

2.-React1vo B; Solución de sulfato de cobre al 5:1. en cloruro 

de sodio al 1:1.. 

3.-Reacu vo e; Mezclar lml del rea cu vo B en 50ml del react1 vo 

A. 

4.-Reacttvo D; Reactivo de Fol1n Ciocalteau dUuido 1:3 en 

aeua destilada. 

5.-SoluciÓn tipo de proteinas; solución de albÚmina sér1ca 

bovina 0.51111/ml en solución A. 

REACTIVOS: 

Ro.TUBO BSA 0.5mt/ml. A e D 

0.1 0.4 5.0 0 . 5 

2 0.2 0.3 5.0 0.5 

3 0.3 0 .2 5.0 0.5 
• 

4 0.4 O.l 5.0 0 . 5 

5 0.5 o .o 5.0 0.5 

6 o.o 0.5 5.0 0.5 

Lectura de DO.a 550nm. 

• Incubación de 10 minutos. 

11 Incubación de 30 minutos. 

---Los problemas se trabajan como el punto no. 5 

• • 

ño

 !2! ímlali EL EíE m
l.-Reactivo lt: Solucion de bicarbonato de sodio al al! en

nieräsioo oe sodio cin.
2.-Reactivo B: Solucion de sulfato de cobre al 52: en cloruro

de sodio al iii.

3.-Reactivo C; Hezclar iml del reactivo B en 50m1 del reactivo

it.

4.-Reactivo D; Reactivo de Folin Ciocalteau diluido 1:3 en

agua destilada.

5.-Solucion tipo de proteínas; solucion de albúmina sorica

bovina osmgfmi en solución i.

PIO(¦IDlIIII'l'O¦

REi\.CTIVDS¦

lO.'I"UHO BSJL Chfilng/ml. Ji C D

1 0.1 0.4 5.0 O . 5

2 0.2 0.3 5.0 0 . 5

3 0.3 0.2 5.0 0 . 5
I I I

1 0.4 0.1 5.0 O . 5

5 0.5 0.0 5.0 O . 5

6 0.0 0.5 !5.(.l 0.5

LeC'L1.ll'“ñ de 130.3 55Úl'lIll.

I Incubacion de 10 minutos.

un lncubacion de 30 minutos.

---Los problemas se trabajan como el punto no. 5
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-ID .-..cti•o e 'f D • prepar&A en el .-nto en que M va . ...,., 
---'fo4u loa tuboa • qitan por in•eraiÓn. 

OBTDCJOR DE INMUHOOLUBULIHAS TOTALES. 

t.- Precipitación al &OX de aaturaciÓn: 

a) Precipitar auero a4icionando rota a tota aulfato de a.onio 

concentrado ba•ta coepletar un voluaen iCUl al inicial del 

inaero. 

!>) Atitar durante a& ainutoa con qitador aacnfuco en bafto 

de hielo. 

c) Centrifurar a 501151 durante ao llillutoa. 

4) Duolver el precipitado en el auao voluaen inicial con 

aolucU~n aauna fUiolÓrica o.aex. 

2.- Prec11>1t.ac1ÓD al nx ele aatarac1ón: 

Adicionar rota a rota aulfato de aaon10 (haata coapletar la 

a1ta4 del voluaen orttinal en auero 'f repetir loa puoa duele el 

J.- lepetir el paao f. 

~ 

4.- D1al1ur en aolucion aalina de l>oratoa pH e.4 durante T&h 

con caab1oa de aolución cada 24h. 

67
--Ilreactivodfllsepreparanenelmomentoenqueseva

e usar.
---todos los tubos se sgitan por inversion.

OHTEICIOH QE IIIHUIIÚGLUBULIHAS TOTALES.

L- freeipitacion al EOI de saturacion:

al Irecipitsr suero adicionando gota a gota sulfato de amonio

concentrado hasta completar un volumen ifllal al inicial del

suero.

bl agitar durante IB minutos con agitador magnotico en bello

de hielo.

cl Gentrifugsr s solas durante lo minutos.

dl Disolver el precipitado en el mismo volumen inicial con

solucion salina sisieiásica o.esz.

2.- Precipitscion al 333 de saturacion:

Adicionar gota a gets sulfato de amonio ¡hasta completar la

mitad del volumen original en suero 1 repetir los pasos desde el
inciso I.

s.- Repetir el paso e.

e.- bialisar en solucion salina de boratos pl-I e.e durante 'ran

con cambios de solucion cada Ren.

50
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PV!IPICAClQ! U. 11§ AllTI-M. ~ ~ COllKJO: 

l.- En una columna de Proteína A-Shepharosa adicionar 4ml de 

amort11uador de 1Hcina HCl pH o.1H permitiendo su paso a través 

de ella y recolectarla. 

z.- Lavar la columna con PBS pH 7.Z hasta que el lavado 

alcance una absorbancia menor de 0.2nm, tomando las lecturas a 

un D.O. de 280nm. 

3.- Adicionar 1ammaelobul1nas totales de anti-~ bovis de 

conejo e incubar 20 minutos a temperatura ambiente. 

4.- Repetir el paso 2. 

5.- Adicionar 5 ml de amort1euador de 1Hcina-HCl pH 2.6 y 

colectar el lÍquido. 

6.- Lavar la columna con PBS pH 7.2 y recolectar el lÍquido 

del lavado en al1cuatas de 3 ml. 

7.- Determinar la absorbancia a 280nm. 

&.- Determinar 
, 

la concentracH>n de proteínas por el método 

de Lowry. 

63

1 me El ll! ›\¡'l'1*ll- I=°___H' El EEE
1.- En una columna de Protefna A-Shepharosa adicionar llml de

amortiguador de glicina I-¡Cl pH 0.111 permitiendo su paso a travos

de ella Y recolectarla.

2.- Lavar la columna con PBS pl-I 7.2 hasta que el lavado

alcance una absorbancia menor de 0.2nm. tomando las lecturas a

un ILO. de Edünm.

3.- adicionar gammaglobulinas totales de anti-à mg de

conejo e incubar EO minutos a temperatura ambiente.

il.- Repetir el paso 2.

5.- adicionar 5 ml de amortiguador de glicina-HCI pl-I 2.5 v

colectar el líquido.

o.- Lavar la columna con PES pH 7.2 Y recolectar el líquido

del lavado en alicuatas de 3 ml.

1'.- Determinar la absorbancia a Eeonm.

e.- Determinar la concentracion de proteínas por el motodo

de Loerv.



APEHDICE V. 
FIGURAS: 

,. 
' 

l 
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FIGURA 1. Desarrollo de M. tul?erculoa1• en medios de Lo­

wenate1n Por un periodo de 1ncul>ac1Ón de cuatro seaanaa. 

459
JLPEHDIGE WI.
FIGURJLS:

'H-sí'

FIGURA! I. Desarrollo de ll. tubpgculosis en medios de Lo

eenstein por un periodo de incubacion de cuatro semanas.
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P'I<JURA 2. Denrrollo de H.tubercploai• H3'1Rv en medio de 

Proskawer y Beck por un periodo de incubación de cuatro aeaanas. 

Bn la ficura ae puede observar el desarrollo característico en 

la superficie. 

'FU

FIGURA 2. besarrollo de I-Ltubercglflis l›l37Rv en medio de

Prosltaesr jr Beclt por un periodo de incubacion de cuatro semanas.

En la figura se puede observar el desarrollo característico en

ll Iìllìflrflfllfll
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FIGURA 3. Reacc1Ón de llantux en coneJo. 
, , 

La fotocrafia fue 

toaada deapué• del 66 dÍa de 1noculac1Ón con extracto an­

u1"11co de Jl,bOVlf, 

T1.

9%i
1' -_!-i' 1.'f.I¬ '

Í]-*if - . ___

J' 4' .f

laca.

FIGURA 3. Reaccion de Ilantus en conejo. La fotografia fue

tomada despuos del se día de inoculscion con extracto an-

tigonico de !._gg1_i_s_,_
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