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RESUNEN:

La meningitis tuberculosa representa un serio problema de
salud pﬁbllca a nivel mundial, afectando principalmente a nihos
en edad pediitrica y personas de edad avanzada. En nuestro
trabajo se pretende la deteccifn de antfgenos espec{ficos vy
anticuerpos dirigidos a mycobacterias presentes en ll'quido
cefalorraquideo (LCR) de individuos con meningitis tuberculosa.

El anflisis inmunoenzimftico ELISA es un método adecuado
para el diacntfstico de la meningitis tuberculosa. Esta prueba
tiene una alta sensibilidad y especificidad, la cual depende
del antfceno empleado. En nuestro trabajo se utilizaron extrac-
tos antig€nicos de M. tuberculosis y M. bovis, reportando una
eficacia del 79/ y 95.87 respectivamente.

La determinacidn de anticuerpos del isotipo IgG permite
establecer un diagnostico certero de la enfermedad, mientras
que IgH puede llevar a la confusifn con resultados falsos
positivos o negativos.

La ELISA directa permite la deteccidén de antfunos mycobac-
teriales presentes en LCR, mostrando una especificidad del 100%
al ser comparados grupos de pacientes con cuadro clinico pre-

suntivo de meningitis tuberculosa, plcfgena Y viral.



1.IRTRODUCCION

En HMéxico la Meningitis es un padecimiento con altos
indices de morbilidad y mortabilidad, siendo muy frecuentes en
nihos menores de cinco ahos. Son varios los microorganismos
causantes de dicha enfermedad; pueden ser tanto virus y ri-
cKettsias, asi como bacterias, protozoarios y hongos. Dentro de
los microorganismos causales mis frecuentes encontramos a Hae-

mophilus influenzae tipo B, Streptococcus pneumoniae, Heisseria

meningitidis, Streptococcus tipo B, Mycobacterium tuberculosis,
Escherichia c¢oli y Criptococcus neoformans (NuhezO.L. 1986).

De acuerdo con los 1ltimos estudios epldemlolcfgicos
(1962-1986) 1la Meningitis causada por Mycobacterias presenta
un porcentaje muy alto de mortalidad en M€xico, alcanzando
alrededor de un 34.27 de las defunciones causadas por tuber-
culosis en nihos de edad pedidtrica (Calderfn, A.V. 1987T).

Las manifestaciones clinicas de la Heningitis tuberculosa
varian y a veces no existen sintomas meningeos hasta el estadio
terminal de pardlisis y coma. Son muy frecuentes las secuelas
f{sicas Y mentales, como son el retardo mental, transtornos en
la conducta y regresion psicomotriz, asi como lesiones en la
region basal por calcificaciones. Estas secuelas pueden perma-
necer y en algunos casos provocar la muerte del individuo (Wal-
do, E. y col. 1971). Por 1o que se requiere de un diagnéstico
rdpido y preciso que permita establecer un tratamiento adecuado

Yy dar un mejor manejo al paciente. Actualmente el dl.acncfsuco se
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apoya en r’art’-etros clfnicos Y bioquimicos uf como en el culti-
Vo bacteriolb’gico. el cual requiere de periodos de cuatro sema-
nas minimo de incubacion, de la misma manera se utilizan tecni-
cas de tincidn que permiten la identificacitn del agente causal,
sin embargo los resultados positivos a las pruebas es tan solo
de un 754 y 55/ respectivamente, por 1lo que el dialno’stlco es
impreciso y tardio.

Por ello se requiere de una prueba de laboratorio gque sea
ripida y confiable. Hasta el momento diversos grupos de inves-
tigadores han desarrollado un gran nimero de pruebas de dlag-
néstico ra’pldo tales como: precipitacién en tubo capilar, a-
glutinacion pasiva en latex, divisién de bromuro, radioinmunoa-
naﬁlsls. contrainmunoelectroforesis e inmunofluorescencia, pero
tienen 1a desventaja de tener algunas Dbaja especificidad vy
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 metodo de diagnostico rapido y
especa’ﬂco para la deteccién de antfeenos o anticuerpos

en contra de Mycobacterium tuberculosis o Mycobacterium bovis

causantes de la Meningitis tuberculosa.



2, ARTECEDENTES

2.4, BPIDEMIOLOGIA:

La meningitis tuberculosa es una enfermedad gque ha sido
representada como un serio problema de salud pﬁhlica a nivel
mundial. De acuerdo con los ultimos estudios epidemioldgicos
(19682-1966) 1la meninglitis causada por mycobacterias presenta un
porcentaje muy alto de morbilidad y mortalidad en México, alcan-
zando alrededor de un 34.24 de las defunciones causadas por
tuberculosis en menores de cinco ahos de edad, mientras que la
proporcién de muerte por tuberculosis meningea entre los demds
grupos de edad es solo de 427 y en menores de un aho a descen-
dido dos veces siendo mucho M@s frecuente en personas de edad
avanzada y existiende una mafor'lncidencia en el sur y el Golfo

de HMe€xico, (Cardenas,A.V. 1987)

2,2. CARACTERISTICAS PRIBCIPALES DEL
BACILO DE LA TUBERCULOSIS:
La meningitis tuberculosa es causada principalmente por dos

especies bacterianas, Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium

bovis que son Dbacilos dcido alcohol resistentes y se desarrollan
usualmente en medios sintéticos como Lowenstein Jensen y Proska-
wer & BecK, presentando un crecimiento lento. Como se sabe H.
tuberculosis presenta un tiempo generacional entre 10 y i5h en
medios favorables y de 20 a 24 h en medios sintéticos, (Yu-

man,M.D. 1979).
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Las reacciones bioquimicas de los bacilos de la tuberculo-
sis son pocos seguros, ya que debido a incubaciones tan prolon-
gadas tienden a dar resultados contradictorios, posiblemente
debido a 1la liberacion Y descomposicidn de dcidos orga’nicos
(Burrows,W. 1968).

Su pared celular presenta un grosor de 20nm y esta consti-
tuida por tres fracciones; una fraccidn de protefnas unida a una
fraccifn cerea; una segunda fraccién de polisaciridos y una
dltima fraccifn de lipidos la cual conforma el 604 del peso seco
de la pared celular y el 404 del peso seco del bacile. Uno de
los componentes mas importantes de la fraccidn lipfdica es el
dcido arabinogalactosa-mucopeptido que conforma una barrera que
le da el caracter hidroffbico de las mycobacterias, as{ como la
tendencia a adherirse entre si durante su crecimiento en
medios acuosos Yy flotar en la superficie, al 1gual que 1la
impermeabilidad a los acidos Yy alcalis y su dificil crecimiento
debido a la dificultad que tienen para el paso de nutrientes,

(Yuman,M.D. 1979; Davis,B. y Col. 1973).

2.3. ANTIGENICIDAD:

La antigenicidad del bacilo de la tuberculosis se refiere a
los constituyentes antigénicos de las células mycobacteriales,
los cuales pueden ser tanto polisacaridos, proteinas y peptidos
de la pared celular, asi como protefnas cltoplasma’ticas. Algunos

de estos son ant{genos especfﬂcos Y otros son encontrados en
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diversas especies bacterianas patdgenas para el hombre, consti-
tuyendo asi las llamadas reacciones cruzadas, (Yuman,M.D. 1979).

Se han publicado una gran cantidad de trabajos sobre la
separacidn, identificacién y aislamiento de anti’senos mycobacte-
riales (Editorial,i973; Daniel,T. Yy Jawck,B.1978), reportando
una elevada heterogenicidad antigenica entre las mycobacterias y

algunos otros geéneros de bacterias como Salmonella, Strepto-

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

Histoplasma, Coccidiodes y Criptococcus, (Hern&ndez y Col. 1984).

Se han encontrado componentes antigénicos de M. tuberculo-
sis formando complejos inmunes circulantes en el suero de pa-
cientes tuberculosos Y se ha observado que tienen efectos re-

guladores de la respuesta inmune humoral.

2.4, VIRULRECIA:

La virulencia o la capacidad del bacilo de la tuberculosis
para producir una enfermedad progresiva involucra factores como:
la presencia de productos tdxicos como es el factor Cuerda,
algunos lfpldos. el requerimiento de oxfgeno. la presencia de
catalasa y la habilidad de solubilizar el hierro, (Yu-

man,M.D. 1979).

2.5. INMUNOLOGIA:
La respuesta inmune de 1la tuberculosis se inicia por el

contacto con el antfseno de M. tuberculosis manifestandose por
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la produccio’n de anticuerpos eapecfﬂcos 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 simultdneamente a una respuesta celular se
desencadena una respuesta humoral. Sin embargo, parece que las
inmunoglobulinas tienen un papel secundario en la defensa contra
M. tuberculosis por ser un pardsito intracelular, pero aunque no
participen directamente en la eliminacidén del bacilo, juegan un
papel como moléculas reguladoras de la respuesta inmune celular
de diferentes formas; 1) Evitando que el anti’ceno estimule las
células inmunocompetentes por enmascaramiento de sus determinan-
tes antlce’nicos. Cuando el anticuerpo es catabolizado, el anti-
geno puede nuevamente estimular al sistema inmune resultando
as{, 1a produccidn ciclica del anticuerpo. 2) Por interaccidn
idiotipo-anti-idiotipo. 3) Previniendo la diferenciacidn ex-
haustiva de linfocitos competentes que pudieran resultar de una

estimulacidn constante por el anticuerpo, (Vaca,G.0. 1985).

2.6. PATOGENIA Y CUADRO CLIHICO DE
MENINGITIS TUBERCULOSA:
Una de las complicaciones mas severas de la tuberculosis es
la meningitis la cual es una inflamacion de las membranas limi-
tantes del espacic subaragnoideo.

El mecanismo por el cual se infectan las meninges puede ser
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de caracter hemato’geno a partir del foco primario mediante el
cual, el bacilo llegarfa al espacio subaracnoideo y desencadena-
ria la respuesta inflamatoria aguda, o bien por un mecanismo de
invasidn de las leptomeninges a partir de pequefos focos tuber-
culosos implantados en las meninges mismas © en zonas adyacentes
al espacio subaracnoideo en la corteza cerebral durante la fase
de bacilemia en la primoinfeccifn, (Calderon,J.E. 1979).

En general, la meningitis tuberculosa presenta un cuadro
clinico caracterizado por tres periodos: 1) Un estadio prodro-
mico de irritacidn; 2) Un estadio transicional de hipertensifn
craneal y s{ntomas meningeos; 3) Un estadio terminal de pardli-
sis y coma, (Waldo,E. y Col. 1974).

La frecuencia de infecciones se encuentra mas elevada en
ninhos entre los primeros 10 ahos de vida Yy personas de edad
avanzada. Esto es probablemente debido a que son individuos gque
presentan un estado socioecondmico bajo, desnutricién, vejez, o
bien, una respuesta inmune disminuida en individuos inmunocom-
prometidos, inmunodeficientes, agammaglobulinicos, etc. Muy
frecuentemente la meningitis tuberculosa es seguida por compli-
caciones que ocasionan la presencia de secuelas fisicas Y men-
tales, o bien sobreviene la muerte del individuo, por lo que es

necesario establecer el diagnéstico rﬁpido de la enfermedad.

2.7. DIAGNOSTICO DE MENINGITIS TUBERCULOSA:

Actualmente el diagnbéstico de la meningitis tuberculosa
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est4 basado en parimetros clinicos, bioquimicos y bacterioclégi-

cos: que permiten la identificacién de mycobacterias en el
1{quido cefalorraquideo.

En México donde se utiliza la vacuna de BCG (Bacilo de
Calmatte y Guerin), algunas pruebas como la tuberculina han
perdido utilidad como métodos de diagnéstico ya gque un resultado
positivo demuestra contacto con el bacilo tuberculoso, mis no
una infeccién activa, mientras que el aislamiento e identifica-
cién de mycobacterias por cultivo en medios especificos, ademds
de ser un procedimiento tedioso y lento, en donde por lo general
transcurren entre 6 y 12 semanas para dar un resultado certero,
la probabilidad de obtener resultados positivos va de un rango
de 45/ a 90/ de los casos, (Daniel,M.T. 1987).

Se han empleado diversos métodos como alternativa para el
diagnbstico temprano de la infeccién. Dichas pruebas pueden ser
consideradas como métodos indirectos cuando se determina la
respuesta del hospedero a la infeccién y métodos directos,
cuando se determina la presencia del organismo infectante, (Da-

niel,M.T. 1987).

2.7.4. MBTODOS INDIRECTOS:

a) METODOS DE DETECCION ENZIMATICA: Estd basado en 1la
deteccion de enzimas como la Adenosina desaminasa que es pro-
ducida por 1los linfocitos T sensibilizados que presentan los

pacientes con meningitis tuberculosa en aumento (Valores nor-



10
males de 6-8U/1), asi como la enzima Lisozima la cual eleva sus
niveles en presencia del bacilo tuberculoso en LCR, o en condi-
ciones caracteristicas de granulomas de células epiteliales,
Dichas pruebas son muy sensibles, sin embargo, en el primer caso
se ha encontrade un 16/ de falsos positivos con otros microorga-
nismos de etioloafa no tuberculosa (Daniel,M.T. 1987; Rivera,E.
Yy col. 1987) y en el segundo una inespecificidad del 31Z de los
casos, (Selvakumar, y col. 1985).

b) PARTICION DEL ION BROMURO: Es una prueba basada en la
detecclt;n del radio del bromurc en muestras simultaneas de suero
Yy LCR a base de trazadores isotdpicos o por mediciones qufmicas
directas. En estudios subsecuentes se han determinade una sensi-
bilidad del 90% al 927 presentiandose resultados falsos positivos
con meningitis as€ptica y pidgena. (Daniel,H.T. 1987).

¢) ELISA: (Enzime LinKed Immunoc Sorbent Assay) Es utilizada
para la deteccidn de la reaccifn antigeno- anticuerpo, manifes-
t&ndose por medio de una reaccion enzima-sustrato. Dicha prueba
ha sido utilizada en gran medida para el diagndstico de la
tuberculosis cuantificando anticuerpos circulantes dirigidos a
mycobacterias. Se ha reportado sensibillidades entre del 61/ al
89/ y especificidad del 87/ al 89% Sin embargo, la mayoria de
los estudios estan enfocados a la deteccidn de anticuerpos en
suero, mientras que en LCR ha sido poco estudiado, (Krambovi-
tis,E. 1986).

Hernandez Yy Col. {1984) utilizando el metodo de ELISA,
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reporta niveles de anticuerpos IgG e IgH presentes en LCR de
pacientes con meningitis tuberculosa, determinando un 1{00% de
sensibilidad y especificidad en su sistema.

d) RIA: (Radioinmunoanalisis) Estd basado en la deteccicn
de la reaccidn antgenc-anticuerpo por medio de marcadores ra-
diocactivos, Samuel y Col. (1983) analizaron muestras de LCR de
pacientes con meningitis tuberculosa encontrando un 83/ de sen-
sibilidad y ausencia de falsos positivos en sujetos con meningi-

tis de etiolocfa no tuberculosa.

2.7.2. HETODOS DIRECTOS:

a) AGLUTIHACION EN LATEX: En ella se detectan antfcenos
mycobacteriales presentes en LCR basdndose en una aglutinacién
de part{culas de latex adsorbidos con anticuerpos dirigidos
a anti'senos mycobacteriales, Kambrovitis y col, (198%) reportan
una sensibilidad del 94.47 y especificidad del 99.3% encontran-

do falsos positivos con Haemophilus influenzae.

b) HEMAGLUTIHACION PASIVA: Chandramuki y col. (1985) han
utilizado esta prueba para la deteccidn de antfeenos mycobacte-
riales presentes en LCR de pacientes con meningitis tuberculosa,
Y reporta una sensibilidad del 88Y encontrando falsos positivos
con meningitis pifgena y viral.

c) ELISA: Sada y col, (1983) utilizé el método de ELISA
para detectar antfgenos mycobacteriales en LCR de paclientes con

meningitis tuberculosa encontrando una sensibilidad del 81.25/% y
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una especificidad del 95/ Kadival y col. (1983) reporta una

sensibilidad del 100%Z e especificidad del 774  Vinneta Bal, Yy
col. (1983). Encuentra que de 9 casos de meningitis tuberculosa
estudiados, solo 7 presentan reaccién ante el antfgeno mycobac-
terial utilizando el método de ELISA.

d) RIA: Samuel y col. (1983) Utilizando el RIA para
detectar antfgeno mycobacterial en pacientes con meningitis
tuberculosa encontraron niveles de antigeno de 4.16+3.69ng/ml, y
observando gque 18 pacientes alcanzaron valores superiores a
18ng/ml de antfseno. mientras gque en individuos control se
presentaron niveles de 3.+i.2ng/ml, considerandose como un
1{mite normal.

Kadival y col. (1987) reportan una elevada sensibilidad del
mftodo de RIA usando una biotina para la deteccidn de antigenos
presentes en LCR, encontrando que el 18/ de pacientes con menin-
€itis tuberculosa fueron positivos a la prueba y el antfgeno no
fue detectado en pacientes con enfermedades neurolr;glcas Y me-

ningitis as€ptica.

Adn cuando diversos grupcs de investigadores han 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 clinica de meningi-

tis vart’an dependiendo de 1la suceptibilidad del paciente o la
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virulencia del bacilo, por lo gque pueden ser enmascarados los
s{ntomas meningeos Yy continuar hasta el estadio terminal de
para’.lisis Y coma, presentando secuelas fisicas Y mentales o
sobrevenir la muerte del paciente.

Actualmente la meningitis tuberculosa sigue siendo un grave
problema de salud pudblica 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 metodo de
diaghetico rapido y preciso para la deteccidn de antigenos y
anticuerpos (hasta concentraciones de ing/ml) dirigidos en con-
tra de M. tuberculosis y/o M. bovis causantes de la meningitis

tuberculosa.
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3. OBJETIVOS:
34, Determinacién de anticuerpos de los isotipos IgM e IgG,
as{ como antfgenoa especfﬂcos de mycobacterias presentes en LCR

procedentes de individuos con meningitis tuberculosa.

344. Obtencidn de antigenos proteicos de M. tuberculosis

Y M. bovis,

34.2. Obtencidn de anticuerpos IgG de conejo dirigidos en

contra de M. Dbovis.



4. MKETODOLOGIA:

&4.4. CULTIVO BACTERIOLOGICO: La cepa de M. tuberculosis
H37TRv proporcionada por el Laboratorio Clinico del Instituto
NMacional de Enfermedades Respiratorias (INER) fué mantenida en
medios de Lowenstein Jensen y Proskawer & Beck (PBY) por perio-
dos de cuatro semanas a 37°C Y conservada en refrueracm'n a
4°C.

La masa bacilar de M. bovis cepa Danesa 1331 original del
Instituto de Sueros de Dinamarca, Cophenague, fue proporcionada-
por el Instituto Hacional de Higliene.

%.2. EXTRACTO ANTIGENICO SOLUBLE: La extraccion del anti-
geno de M. tuberculosis y M. bovis se realizo mediante el método
propuesto por Garc{a Y Guti€rrez (1982), de la siguliente manera:
La masa bacilar obtenida a partir de cultivos puros de cuatro
semanas de desarrollo en medios de PBY, fu€ cosechado por cen-
trifugacidn a 30i6g durante 30 min en una centrffuea Sorvall RC-
5, realizando 3 lavados con solucifn salina estéril 0.85Z (SSF).
La masa bacilar as{ obtenida fue resuspendida en una mezcla de
acetona-metanol en proporclo’n de {:1 durante 24nh, al cabo de las
cuales se realizaron 3 lavados por centrifusacib'n con acetona-
metanol repitiendo este procesc durante +tres dias, La masa
bacilar tratada se lavd por centrifugacidn a 3015¢ durante 30
min en tres ocasiones con SSF estéril. Se realizé una suspensitn

que contenfa por cada gramo peso himedo de masa bacilar im de
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8SF, dicha suspensio'n fue sonicada en un Sonipret 150, a una
amplitud de 8 micrones (pico a pico) durante ciclos de 5 min de
sonicacion por 5 min de reposo aplicando 90 min efectivos de
sonicacidn. El extracto obtenido se centrifugé a 12062¢ durante
90 min y el sobrenadante se dializd contra 500ml de solucion
salina de boratos pH 8.4 a temperaturas de 4 C durante 78h con
cambios de solucifn cada 24h. Finalmente se determinaron pro-

te{nas por el método de Lowry, (Lowry,H.O. y col. 1957)

4.3. PACIENTES: E1 presente trabajo fué€ realizado con
sueros y lfqu.ldos cefalorraquideos (LCR) de pacientes en edad
pedia’t.rlca procedentes del Hospital Infantil de Meéxico "Federico
Gomez" (HIM), en los cuales se establecid un diagnéstico clinico
presuntivo de tuberculosis pulmonar o meningitis tuberculosa.

Se tomaron como controles positivos a 24 sueros de pacien-
tes adultos con Tuberculosis Pulmonar Activa corroborada por
bacuo:cop{a. Dichos sueros fueron proporcionados por el INER.
Los controles negativos fueron tomados de 9 individuos aparente-
mente sanos y vacunados con BCG a los cuales se les extrajo 4ml
de sangre para la separacifn de suero; un tercer grupo control
fu€ constituido por LCR de 27 pacientes con meningitis de etio-
logfa no tuberculosa, 7 de ellos correspondfa.n a una meningitis
viral y 20 con una meningitis pidgena, diagnésticada por prue-

bas de coaglutinacion e identificando Haemophilus influenzae o

Pneumococo. Dicha prueba fu€ realizada en el Laboratorio de
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lnfectolo.fa del HIM.

Un cuarto grupo de sueros Yy/o LCR de pacientes en edad
pedn'trtca del HIM con un dia(no’stico clfnico presuntivo de
tuberculosis pulmonar o meningitis tuberculosa, conforman nues-

tro grupo problema.

4.4. DETECCION DE ANTICUERPOS: La deteccion de anticuerpos
1gM e IgG tanto en suero como LCR, fué realizada mediante el
inmunoensayo enzimatico (ELISA INDIRECTA). Dicha prueba se des-
cribe a continuacidn:

a) Adherencia del antfieno a placas de poliestireno inmuno-
lon II utilizando amortiguador de Dboratos pH 8.4 e incubando a
4 °C por toda la noche.

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

20 0.05%x,

¢) Se adicion6 a cada pozo 100ul de la solucidn bloqueado-
ra. incubando por th a 37°C.

d) Repetir el paso Db.

e) Se adiciond a cada pozo 100ul de suero o LCR diluidos
previamente en PBS-Tween 20 y se incubd por th a 37°C.

f) Repetir el paso b.

g€) Se adiciond a cada pozo 100ul de conjugado anti-IgH
humana (Tago) o anti-IgG humana (Cappel) unidas a peroxidasa'
diluido previamente en PBS-Tween. Se incubd ith a 37°C.

h) Repetir el paso b.
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]
1) Se adicionaron 100ul de sustrato y se mantuvo a tempe-

ratura ambiente por 30 min en obscuridad.

J)) Se adiciond una gota de HZSO48H para detener la reac-
cién.

K) La lectura de absorbancia se efectud en un lector para

ELISA. Berhing a 490nm.

4.5. OBTEECION DE SUERO HIPERINMUNE: El extracto antigénico
soluble de M. bovis fué utilizado para inmunizar dos conejos
cepa Hueva Zelanda de aproximadamente 2500 Kg y 7 ratas cepas
wistar de aproximadamente 0.850 Kg. El cuadro de inmunizacidn es
mostrado en la tabla #4.4.

-~ Las concentraciones antigénicas fueron obtenidas a partir

del extracto antigénico soluble de M. bovis diluido en solucidn

salina 0.85% est€ril y se adiciond adyuvante completo de Freud
[ ]

en proporclt‘fn de 3.

El suero hiperinmune anti-M. Dbovis tanto de rata como de

conejo fu€ sometido a una prueba de precipitacidn en capilary
por ELISA indirecta para la deteccion de anticuerpos dirigidos
contra el antfgeno empleado en su inmunizacidn.

Posteriormente se purificaron gammaglobulinas (IgG) de
conejo anti-M. Dbovis; se concentraron las gammaglobulinas por

]
el mé€todo de sulfato de amonio (con el fin de obtener la mayor

x Ver apéndice.



]
concentracifn en o ™ 1 ey Ll 1a), posteric mentie A -
ron separadas por Lmna naros: prote{na ;, ¥ finalne te
;¢ determinoe i3 conceniracicn de proteinas por el método As

[ ]
Lowry (LowryH.O Ok, 195



Tabla 4.4:

CUADRO DE IMMUNIZACIOM

20

NUMERO DIA CONCEHTRACION DOsIs DOSIS
INOCULACION ANTIGENICA CONEJO RATA
1 (o} 0.4Tmg/ml 2IM/ID 1IM/ID
2 T 0.4Tmg/ml 2IM/1D {IM/ID
3 14 0.94mg/ml 2IM/ID 1IM/1ID
4 21 0.94mg/ml 2IM/1D 1IM/ID
5 28 4.70mg/ml 2IM/1D 1IM/ID
6 35 4.TOmg/ml 2IM/1ID 1IM/ID
42 SANGRIA DE PRUEBA
7 65 0.94mg/ml 2IM/ID {IH/ID
8 72 0.94mg/ml 2IM/1D 1IH/ID
79 SANGRIA A BLANCO
IM: Intramuscular
ID: Intradérmica
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4.6, DPRETECCION D& ANTIGENO: La deteccidn de antfxeno pre-

sente en LCR fué determinado mediante el método de ELISA direc-
ta, dicha prueba se describe a continuacion:

a) Adherencia de anticuerpos IgG anti-H. bovis de conejo a
placas de inmunolon II utilizando amortiguador de boratos pH 8.4
e incubande a 4 °C por toda la noche.

b) Se realizaron 4 lavados de 2 min cada uno con PBS-Tween
20 0.05%,

c) Se adiciond a cada pozo 100ul de solucidén bloqueadora
incubando ih a 37 °C.

d) Se repite el paso b.

e) Se adiciond a cada pozo 100ul de LCR (o antigeno de ), 1
bovis a concentraciones conocldas)“. se incubd th a 37°C.

f) Se repite el paso b.

g) Se adiciond a cada pozo 100ul de suero hiperinmune de
rata anti-M. bovis y se incubd th a 37°C.

h) Se repite el paso b.

1) Se adicionf a cada pozo 100ul de conjugado anti-IgG de
rata (Cappel) unido a una peroxidasa incubando fth a 37°C.

J) Se repite el paso b.

K) Se adicionaron 100ul de sustrato y se mantuvo a tempera-

tura ambiente por 30 min en obscuridad.

xx Se adiciond extracto antig€nico soluble de M. bovis para
la obtencidn de una curva patrodn, que tiene como fin establecer

un control en la realizacion de la prueba.



22

1) Se adiciond una gota de stodsn para detener la reaccidn.
m) Las lecturas de absorbancia se efectuaron en un lector

para ELISA Berhing a 490nm.

Los resultados obtenidos al probar los dos extractos an-
tigénicos de M. tuberculosis y M. Dbovis en la prueba de ELISA
indirecta fueron manejadas estadisticamente por una prueba de
“t* de student con el fin de establecer una significancia entre
estos, en relacifn a los distintos grupos estudiados.

Se obtuvo una curva antigénica patrdn para la ELISA directa

utilizando concentraciones conocidas de M. bovis, los valores de

densidad 6pt1ca obtenidos fueron linealizados por medio de 1la
”,

Prueba de minimos cuadrados a partir de la cual se calcularon

las concentraciones antigénicas presentes en LCR, en base a la

expresién Y = aX + b
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5. RRERBULTADOS:

El diagndstico de la meningitis tuberculosa fu€ realizado
mediante el método de ELISA, por el cual se determind la presen-
cia de anticuerpos de los isotipos IgH e IgG dirigidos en contra
de mycobacterias presentes tanto en suero como en LCR. Para la
realizacién de dicha prueba fu€ necesario la obtencién de ex-

tractos anti(e’n.lcos solubles de M.

tuberculosis y M. bovis por

medio de su deslipidacidn y sonicacifn. Dichos extractos presen-
taron una concentracifn de proteinas de 4.7mg/ml y 3.3mg/ml
respectivamente.

Fueron observadas interacciones inespecificas al intentar 1la
adsorcion de proteinas a la fase sdlida utilizando el extracto
completo (sin deslipidizar).

Las condiciones estandarizadas para la realizacién de 1la
ELISA indirecta son mostradas en el cuadro {, en donde se obser-
va los pasos que se siguieron para la identificacién de anti-
cuerpos IgMH e IgG tanto en LCR como en suero. Para ello se
utilizaron tres tipos de fase s6lida: Inmunolon II, Dermak Yy
Limbro, encontrando una disminucidén notable de reacciones ines-
pecfﬂ.caa en las tiras removibles de Inmunolon II. Asi mismo,
fueron probadas dos soluciones bloqueadoras: Albumina sérica
bovina al 2/ y glicina al 24, siendo la glicina la mejor so-
lucion bloqueadora.

Para establecer la concentracidon de protefnas antigénicas

solubles adecuadas en la adsorcidn a la fase sSlida, fueron



CUADRO i. CONDICIONES ADECUADAS PARA LA REALIZACIOR

DEL ELISA INDIRECTA.

7]

ANTIGENO

SOLUCION
BLOQUEADORA

ANTICUERPOS

CONJUGADO
UNIDO A
PEROXIDASA

LECTURA DE D.O.

M. bovis
H. tuberculosis

GLICINA

DILUCION DE SUERO

DILUCIOR DE LCR.

PARA SUERO:
CHIVO ANTI-IgM HUMANA
(TAGO)

CHIVO ANTI-IgG HUMAMNA
(CAPPEL)

CHIVO ANTI-IgG CONEJO
(CAPPEL)

CHIVO ANTI-IgG RATA
(CAPPEL)

PARA LCR:
CHIVO ANTI-IgM HUHANA
(TAGO)

CHIVO ANTI-IgG HUMANA
(CAPPEL)

{0ug/ml.

20ug/ml.

ez

1:200

1:50

1:10000

1:25000

1:45000

1:15000

1:5000

1:10000

490nm.
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realizados ensayos a distintas concentraciones gque van de
2.5ug/ml a 20ug/ml de protefna. encontrando una mayor sensibili-
dad Yy reproducibilidad al sistema con las concentraciones de
10ug/ml al utilizar el antigeno de M. Dbovis y de 20ug/ml utili-
zando M. 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 dia(no'suco por bacuoscopfa Y presentando de 3 a 4 cruces de
positividad. El1 isotipo IgG@ reporta valores promedio de absor-
bancia de 1.137+2(0.360) wutilizando a M. tuberculosis como an-
tigeno y valores de 0.453+2(0.483) utilizando a H. Dbovis.

La tabla 2, muestra 1los 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 isotipo
IgG se obtuvo un limite de positividad para cada antfgeno (x = 2
D.S.), siendo de 0.497 para el antigeno de M. tuberculosis vy
0.122 para M. Dbovis. 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 797 mientras que para el antigeno de M.
bovis se encontrd solo un falso negativo estableciendo asi una
eficacia del 9587 en el sistema (Ver figuras { y 2)

81 comparamos los valores promedio de absorbancia reporta-

dos para el isotipo IgM en suero de pacientes con tuberculosis



TABLA {. VALORES DE ABSORBANCIA PARA LOS ISOTIFPOS
IgN E IgG PRESENTES EN SUERO DE INDIVIDUOS

COR TUBERCULOSIS PULMONAR.
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Ag. M. tuberculosis M. bovis
PACIENTE BACILOS/

COPIA. IgH IgG IgH IgaG

1 +++ 0.470 1.607 0.026 0.581
2 4+ 0.103 1.216 0.033 0.403
3 +++ 0.261 0.705 0.127 0.333
4 ++4 0.056 0.470* 0.032 0.180
5 F++ 0,224 1.667 0.337 0.851
6 +++ 0.110 0.871 0.074 0.380
7 +++ 0.095 0.804 0.041 0.287
8 4+ 0.292 0.879 0.082 0.506
9 PR 0.203 0.274* 0.059 0.096*
10 +++ 0.202 0.857 0.130 0.374
11 +++ 0.128 0.128* 0.027 0.225
12 4+ 0.214 1.269 0.065 0.630
13 4+ 0.263 1.145 0.098 0.342
14 +++4+ 0.314 1.671 0.148 0.630
15 ++4+ 0.166 1152 0.059 0.440
16 +++ 0.081 1.058 0.051 0.411
17 et 0.134 0.475* 0.037 0.226
18 +Ht+ 0.225 0.509 0.088 0.176
19 ++4++ 0.131 1.764 0.053 0.655
20 e+ 0.069 1.330 0.049 0.386
21 R 0.083 1.840 0.023 0.199
22 +4+4+ 0.104 0.821 0.043 0.231
23 +++ 0.030 1.455 0.038 0.746
24 +4++ 0.124 0.455* 0.055 0.179
b'e 0.170 1137 0.092 0.453
D.S 0.101 0.368 0.110 0.183

¥ VALORES FALSOS

NEGATIVOS.



TABLA 2. VALORES DE ABSORBANCIA PARA LOS ISOTIPOS
Igh E 1gG PRESENTSS EN SUERO DE INDIVIDUOS
B8ANOS Y VACUNADOS CON BCA.

Ag. M. tuberculosis M. Dbovis
INDIVIDUO

IgM Iga IgH Iga
1 0.031 0.128 -0.070 -0.047
2 0.051 0.07 -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 0.37 -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. 0.054 0.132 0.064 0.041
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FIGURA 1. VALORES DE ABSORBANCIA PARA EL ISOTIPO IgG
PRESENTES EN SUERO. UTILIZANDO ANTIGENO DE
M. tuberculosis.
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BP sV ThP MTh

x= 1.131 x=0.233 x=0.211 x=0.387

Cada punto representa el valor promedio de absorbancia a 490nm, de un
solo individuo.
BP: Individuos con Tuberculosis Pulmonar Activa.
SV: Individuos aparentemente sanos y vacunados con BCG.
TbP: Individuos con diagndstico clinico presuntivo de Tuberculosis
Pulmonar.
MTb: Individuos con diagnéstico clinico presuntivo de Meningitis
Tuberculosa.
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FIGURA 2. VALORES DE ABSORBANCIA PARA EL ISOTIPO IgG
PRESENTE EN SUERO. UTILIZANDO ANTIGENO DE

E. bovis,
2.0
1.8 J
1.6 |
1:4 4
1.2 |
1.0 J ;
0.8 |
0.6 J z
0.4 J b * i
H :
0.2 4 s ._' +)
. o . (5)
PR M
0 v y 1 v
BP sV TbP MTb
x=0.453 x=0.041 x=0.118 x=0.300

Cada punto representa el valor promedio de absorbancia a 490nm, de un

solo individuo.

BP: Individuos con Tuberculosis Pulmonar Activa.

SV: Individuos aparentemente sanos y vacunados con BCG.

TbP: Individuos con diagnéstico clinico presuntivo de Tuberculosis
Pulmonar.

MTb: Individuos con diagnéstico clinico presuntivo de Meningitis
Tuberculosa.
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pulmonar activa e individuos sanos y vacunados con BCQ, encon-
tramos una gran semejanza entre ambos, Ya que en el primer grupo
se reportan rangos de absorbancia que van de 0.030 a 0470 y en
el segundo grupo de 0031 a 0.442 utilizando el antfseno M.
tuberculosis y para M. bovis se reportan datos similares, 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 figuras 3 y 4).

La tabla 3, muestra los valores de absorbancia para los
anticuerpos IgM e Ig3 presentes en sueros de 18 individuos en
edad pedidtrica con diagndstico clinico presuntivo de tuber-
culosis pulmonar, de ellos sclo se encontr6 2 individuos positi-
vos haciendo uso del antigeno de M. tuberculosis mientras que
con M. Dbovis se detectaron 8. La historia clinica de dichos
pPacientes indica que habian recibido la inmunizacién con BCG, e
ingresaron al hospital con una desnutricidn de 2o. 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 1IgG utilizando el antigeno de M.
tuberculosis fu€ de 0.211+2(0.185), mientras que al utilizar M.
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 diagndstico clinico presuntivo
de meningitis tuberculosa detectando anticuerpos de los isoti-

pos IgM e IgG respectivamente. Al igual que en el grupo ante-



TABLA 3. VALORES DE ABSORBANCIA PARA LO8 IBOTIPOS
Igh B IgG PRESEETES EN SUERO DE INDIVIDUOS
OOR DIAGHOSTICO CLINICO PRESUNTIVO DE
TUBERCULOSIE PULMOMNAR.

Ag. M. tuberculosis M. Dbovis
PACIENTES
IgH Iga IgH 1g@
1 0.269 0.404 0.112 0.151*
2 0.226 0.296 0.171 0.108*
3 0.118 0.126 0.034 0.030
4 0.182 0.127 0.070 0.029
5 0.116 0.160 0.052 0.067
6 0.122 0.104 0.035 0.038
7 0.068 0.118 0.011 0.035
8 0.140 0.058 0.010 0.084
g 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 0.257 0.113 0.135*
14 0.104 0.185 0.030 0.178*
15 0.062 0.078 0 0.048
16 0.004 0.133 . 0.248*
17 0.052 0.162 ) 0.166*
18 0.162 0.638* 0 0.266*
X 0.174 0.211 0.081 0.118
D.S. 0.178 0.185 0.094 0.111

&= VALORES FOSITIVOS.



TABLA 4, VALORES DE ABSORBANCIA PARA EL ISOTIPO

IgN PRESENTE EN SUERO Y LCR DE INDIVI-
DUOS CON CUADRO CLIRICO PRESURTIVO DE
HENINGITIS TUBERCULOSA.

Ag.M.tuberculosis M. bovis
PACIENTES

SUERO LCR SUERO LCR
1 0.229 0.050 0.166 0.076
2 0.047 0.057 0.053 0.121
3 0.212 0.003 0.231 0.019
4 0.200 0.046 0.029 0.129
5 0.256 0.041 0.306 0.006
X 0.188 0.039 0.157 0.069
D.S 0.081 0.021 0.117 0.055
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FIGURA 3. VALORES DE ABSORBANCIA PARA EL ISOTIPO IgM
PRESENTES EN SUERO. UTILIZANDO ANTIGENO DE
M. tuberculosis.

x=0.170 x=0.081 x=0.174 x=0.188

Cada punto representa el valor promedio de absorbancia a 490nm, de
solo individuo.
BP: Individuos con Tuberculosis Pulmonar Activa.
SV: Individuos aparentemente sanos y vacunados con BCG.
TbP: Individuos con diagnéstico clinico presuntivo de Tuberculosis
Pulmonar.
MTb: Individuos con diagnéstico clinico presuntivo de Meningitis
Tuberculosa.
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FIGURA 4. VALORES DE ABSORBANCIA PARA EL ISOTIPO IgM
PRESENTE EN SUERO. UTILIZANDO ANTIGENO DE

M. bovis.
0.7
0.6 |
0.5 .
0.4 J .
0.3 | ' .
0.2 | :
0.1 - ::. . .:{
o3 . i .
BP sV ToP MTb
x=0.092  x=0.067 x=0.081 x=0.157

Cada punto representa el valor promedio de absorbancia a 490nm, de un
solo individuo.
BP: Individuos con Tuberculosis Pulmonar Activa.
SV: Individuos aparentemente sanos y vacunados con BCG.
TbP: Individuos con diagndstico clinico presuntivo de Tuberculosis
Pulmonar.
MTh: Individuos con diagnéstico clinico presuntivo de Meningitis
Tuberculosa.
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EIGURA 5. VALORES DE ABSORBANCIA PAFA EL ISOTIPO IgG
PRESENTE EN LIQUIDO CEFALORRAOUIDEO. UTIL£
ZANDO ANTIGENO DE M. tuberculosis Y M. bovis.

1.0 Ag. M. tuberculeosis

0.5
0.4]
0.3
0.2]

0.14 .

Ag. M. bovis

PP ALAS

.
il e LY P
Ll L

MTh MPi

x=0.163 x=0.058
Cada punto representa el valor promedio
solo individuo,
MTb: Individuos con diagndstico clinico
Tuberculosa,
MPi: Individues con Meningitis pidgena,
Str. pneumoniae.

MIb MPi
x=0.236 x=0.049
de absorbancia a 490nm, de un
presuntivo de Meningitis

causada por H. influenzae y
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rior, se reportan historias cifnicas semejantes indicando en
este segundo grupo la presencia de un problema meningeo, el cual
fuf tratado en un gran numero de casos con antibifticos fimicos,
sin embargo, en ningin caso fu€ aislado el agente causal. En
base a la presencia de IgG en suero, se determinardtn 3 valores
positivos de 9 sueros analizados con el antfceno de M. tuber-
culosis y solo un suero negativo con el antigeno de M. bovis.

Puede observarse que llega a existir una correspondencia
entre los valores altos de D.O. tanto en suero como en LCR,
alcanzando valores promedio en LCR de 0.381f al wutilizar el
antigeno de M. tuberculosis y hasta de 0.941 al utilizar el

antigeno de M. bovis.

La tabla 6, muestra los valores de absorbancia para IgM e
1gG presentes en LCR de 24 pacientes con meningitis pidgena. En
3 de ellos se detectd a H. influenzae como el agente causal por
pruebas de coaglutinaciSn y cultivo, mientras que en otros 5 fue

detectado Str. pneumoniae. En los restantes no fu€ identificado

el agente causal. Los valores de absorbancia promedioc para el
isotipo IgG al utilizar el antigeno de M. tuberculosis fu€ de
0.058+2(0.061) Yy de 0.049+2(0.049) al wutilizar M. Dbovis como
antigeno. (Ver figuras 5 y 6).

La prueba de ELISA directa fu€ utilizada para la deteccifn
de antfgenos mycobacteriales presentes en LCR de pacientes con
un diagndstico presuntivo de meningitis tuberculosa. Para ello

iué' necesario la obtencicfn de sueros hiperinmunes de dos espe-



TABLA 5. VALORES DE ABSORBANCIA PARA EL ISOTIPO
igG PRESENTE SUEROC Y LCR DE INDIVI-
DUQOS CON CUADRO CLINICO PRESUNTIVO DE
MENINGITIS TUBERCULOSA.
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Ag. H.tuberculosis M. Dbovis
PACIENTES

SUERO LCR SUEROQ LCR

1 0.452 0.004 D2fTr 0.015
2 0.447 0.004 0.392* 0.041
3 0.300 0.010 0.186* 0.022
4 0.143 0.078 0.075 0.095
5 0.620* 0.249 0.471* 0.326
6 0.566* 0.381 0.269* 0.224
7 0.125 -0.470 0.145* 0.115
8 0.632* 0.112 0.317* 0.941
9 =5 =i o 0.443
10 =i 0.162 i 0.166
11 e =i -=- 0.067
12 -—- =i S 0.350
13 Pk 2ot 0.162* 0.000
14 i e = 0.300
15 0.202 =l 0.708* 0.375
X 0.387 0.163 0.300 0.236
D.S 0.201 0.170 0.186 0.279

*VALORES POSITIVOS,
-- HO FUE REALIZADA LA PRUEBA.
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TABLA 6, VALORES DE ABSORBANCIA PARA LOS ISOTIPOS

IgH K IgG PRESENTES KN LCR DE IEDIVI-
DUCS CON CUADRO CLINICO PRESUNTIVO DB
HENINGITIS PIOGENA.

Ag. M. tuberculosis M.
PACIENTE

IgH 1ga IgH I1ga

1 0.016 0.157 0.005 0.088
2 0.031 0.098 0.023 0.089
3t 0.026 0.003 0.007 0.001
4* 0.006 0.012 0.004 0.002
5 0.060 0.005 0.001 0.001
6° 0.014 0.014 0.002 0.001
vl 0.046 0.003 0.012 0.005
8* 0.056 0.001 0.027 0.003
9° 0.051 0.000 0.009 0.004
10° 0.030 0.037 0.005 0.004
11° 0.070 0.010 0.003 0.001
12* 0.063 0.001 0.005 0.002
13° 0.045 0.061 0.026 0.084
14° 0.037 0.004 0.005 0.000
15° 0.043 0.236 0.069 0.077
16° 0.085 0.057 0.063 0.056
m 0.015 0.094 0.009 0.067
18° 0.088 0.061 0.018 0.013
g 0.072 0.147 0.051 0.149
20° 0.079 0.105 0.058 0.131
21 0.087 0.062 0.058 0.067
22¢ 0.056 0.072 0.03¢ 0.068
23* 0.056 0.112 0.016 0.140
24* 0.067 0.057 0.022 0.067
x 0.050 0.058 0.024 0.049
D.S 0.025 0.061 0.021 0.049

© HO SE ENCONTRO AGLUTINACIOMN

* Sir. pneumoniae

" &_

influenzae
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FIGURA 6. VALORES DE ABSORBANCIA PARA EL ISOTIPO IgM

PRESENTES EN LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO. UTILI
ZANDO ANTIGENOS DE M. tuberculosis Y M. bovis.
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Cada punto representa el valor promedio de absorbancia a 490 nm, de un
solo individuo
MTb: Individuos con diagnéstico clinico presuntivo de Meningitis
Tuberculosa.
Mpi: Individuos con Meningitis pidgena, causada por H. influenzae y

Str. pneumoniae.
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cies, siendo inmunizados conejos ¥y ratas con extractos an-
tlge."nlcos de M. bovis y adyuvante completo de Freud. (Preparado

con arlacel y drakKeol 19 y bacilo seco de M. bovis). Los sueros

asi{ obtenidos fueron sometidos a una prueba de precipitacién por
capilar y ELISA indirecta con el fin de detectar anticuerpos
dirigidos en contra de el antigeno empleado en Ssu inmunizacion.
Dichos sueros reportaron un titulo superior a 1428 ante la
prueba de precipitacifn por capilar y una absorbancia en la
prueba de ELISA de 0.123 para el suero de rata y 0287 para el
suero de conejo antes de su inmunizaci6n y despu€s de ella se
elevéd a 1.015 y 1616 respectivamente.

A partir del suero hiperinmune de conejo se obtuvieron
inmunoglobulinas IgG en un columna de sepharosa-proteina A. La
concentracién de proteinas que presentd el extracto de IgG anti-
H. bovis fue€ de 2.6mg/ml.

Las condiciones adecuadas para la realizacion de la ELISA
directa son mostrados en el cuadro 2, en donde se observa que el
suero hiperinmune anti-M, Dbovis de rata es utilizado para la
deteccidn de los epitopes restantes del antigeno mycobacterial
unido al anticuerpo y la reaccién antigeno-anticuerpo es revela-
da por medio de una reaccidn enzima-sustrato, siendo utilizado
para esto un conjugado anti-Ig@ de rata unido a una peroxidasa
(Cappel).

La figura 7, muestra curvas antigénicas aplicadas en 1la

ELISA directa, con las cuales se determind 1la concentracion de
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CUADRO 2. CONDICIONES ADECUADAS PARA LA REALIZACIOH

DEL ELISA DIRECTA.

1g@ ANTI-M. bovis

DE COHNEJO.

SOLUCION
BLOQUEADORA

LCR

SUERO
HIPERINMUNE

CONJUGADO
UHIDO A
PEROXIDASA

CURVA PATRON
ANTIGENICA

LECTURAS DE D.O,

GLICINA

ANTI-M. bovis
DE RATA.

CHIVO ANTI-IgG
RATA (CAPPEL)

DILUCIONES DEL
ANTIGENO
M. bovis

10Oug/ml.

2%

CONCENTRADO

1:150

1:1500¢0

20ug/ml a
0.312ug/ml.

490nm.
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I1g@ anti-M. Dbovis mas apropiada para la sensibilizacibn de las
placas de mlcrotitulaclén. Para esta prueba fueron utilizados
concentraciones antigénicas conocidas que van de un rango de
25ug/ml a 20ug/ml. La concentracién de IgG apropiada para la
determinacién de antfgenos mycobacteriales fué de 10ug/ml.

La tabla 7, muestra los valores de absorbancia obtenidos en
la deteccién de antigenos mycobacteriales en LCR de pacientes
que presentaron un cuadro clinico presuntivo de meningitis tu-
berculosa, dichos valores fueron interpolados en 1la curva
antlse'nica patrén, linealizada por minimos cuadrados y fueron
obtenidos valores de a :- 0.062; b = 0.438 y un indice de
determinacidn 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 absorbancia
obtenidos de LCR de un grupo de pacientes con meningitis pibgena
Y otro grupo de pacientes con meningitis viral, estos dltimos

dos grupos presentaron valores negativos.
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TABLA 7. VALORRS DE ABSORBANCIA DE LA DETERMINACION
DE ANTIGENO EN LCR DE INDIVIDUOS CON
DIAGNOSTICO CLIKICO FPRESURTIVO DE
HENINGITIS TUBERCULOSA.

PACIENTES ABSORBANCIA CONCENTRACION
ANTIGENICA
mg/ml
1 0.000 0.000
2 0.000 0.000
3 0.000 0.000
4 0.000 0.000
5 0.000 0.000
6 0.014 0.000
7 0.000 0.000
8 0.330 3.096
9 0.431 4.838
10 0.069 0.000
11 0.085 0.000
12 0.050 0.000
13 0.000 0.000
14 0.000 0.000

15 0.431 4.838




TAPLA 8. VALORES DE ABSORBANCIA PARA EL ISOTIPO IgG@
PRESENTE EN SUEBRO Y LCR DE PACIENTES CON
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DIAGROSTICO CLINICO PRESURTIVO DE MENINGITIS

TUBSRCULOSA COMPARADA CON 8U CONCENTRACION

ANTIGENICA,
Ag. H. tuberculosis H. bovis CONCENTRACION
ANTIGENICA
PACIENTE

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 0.075 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 s 0.941 3.095
9 s=r = SEo 0.443 4.838
10 =i 0.162 e 0.166 0.000
11 e = =i 0.067 0.000
12 = == co 0.350 0.000
13 2 =i 0.162* 0.000 0.000
14 i e i 0.300 0.000
15 0.202 dis 0.708* 0.375 4.838

No se realizd

la prueba.
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FIGURA 7. 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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Cada punto representa el valor promedio de absorbancia a 490nm, de un
solo individuo.
CP: Curva patrén. (Utilizando concentraciones conocidas de antigeno de
M. bovis).
MTb: Individuos con diagnéstico clinico presuntive de Meningitis Tubercu-
losa.
MPi: Individuos con Meningitis Pidgena, causada por H. influenzae y Str.
pneumoniae. T T

MVi: Individuos con Meningitis viral.
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DIRECTA.
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6. DISCUSION:

Establecer pruebas de diagndstico rapidas y sensibles en
infecciones del sistema nervioso central causadas por mYcobac-
terias, es determinante para el manejo adecuado a cada paciente.
Los problemas inherentes a las diferentes pruebas de diagndstico
hasta hoy utilizadas, se relacionan principalmente con su sensi-
pilidad y especificidad. El analisis inmunoenzimatico ELISA se
ha considerado por su costo, facilidad y alta sensibilidad como
un método adecuado a nuestro pais, en el diagnfstico de diversas
enfermedades infecciosas (Santos,A.L, y col. 1986).

En el caso de la meningitis tuberculosa los estudios hasta
ahora realizados por ELISA han referido mirsenes muy amplios de
especificidad y sensibilidad (Hernindez,R. Y col. 1984; Sada,R.
Y col. 1983; Vinneta,B. y «col. 1983). Sin embargo, el diagné&s-
tico sigue basado principalmente en parametros clinicos y bio-
qul’.micos as{ como la confirmacion bacteriol6gica.

Llega a ser frecuente que el médico se confunda ante un caso
de meningitis pla'gena o viral y la establezca como de etlolo(fa
tuberculosa, ya que el inicio de éesta es insidioso y caracteri-
zado por s{ntomas inespecificos (Calderdn,J.E. 1979). Por 1lo que
establecer un diagndstico temprano y certero es determinante
para el prontSstico del enfermo.

Esto viene a justificar 1la bﬁsqueda de concentraciones
antigénicas y titulos de anticuerpos IgM e IgG diridos a myco-

bacterias presentes en suero o LCR, que permitan establecer una
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evidencia contundente para el diagno’stlco de este padecimineto.
Debido a la alta sensibilidad del inmunoanalisis enzimdtico
ELISA, uno de los problemas mas frecuentes en su empleo es la
adsorcifn inespecifica a 1la fase sdlida de alguno o varios
componentes del sistema, lo que provoca resultados falsos (posi-
tivos o negativos dependiendo del sistema empleado) (Santos,A.L.
1986; Hernandez,L.J. 1985).

La adsorcidn de las protefnas al fondo de placas de microti-
tulacién estd basado en una reaccifn hidroffbica entre las
protefnas y el plistico, lo cual podria llegar a indicar el
necho de que grandes cantidades de lipidos formen una capa que
impida la unién entre estas y se manifieste por medio de inte-
racciones inespec{ficas. Estas mismas interacciones pueden pre-
sentarse dependiendo de la afinidad de unién que exista entre
las cargas idnicas de las protefnas Y el material con que ests
fabricada la fase sdlida. Las tiras removibles de inmunolon II
son fabricadas con poliestireno. Segin estudios anteriores han
reportado una disminucidén notable de reacciones 1nespecff1cas al
utilizar este material (Voller,A. y col. 1979)

La adsorcién inespecifica es disminuida también por la uti-
11zaci6n de detergentes no i6nicos como el Tween 20 Y soluciones
bloqueadoras como la glicina, esta t’lltin:a. ayuda a recubrir los
espaclios 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 mues-
tra problema (Iglesias,L. y col. 1985).

El diagndstico serolfgico de la meningitis tuberculosa usan-
do el método de ELISA dependerid del antigeno empleado. Algunos
estudios utilizan antfgenos altamente purificados incluyendo
protefnas y 1{pidos y algunos m#s solo mezclas antig€nicas,
siendo mas utilizados extractos antigénicos solubles de M. bovis
en primer término y de M.tuberculosis en segundo {Benjan{n.s.ll.
Y col. 1984).

En este trabajo fueron empleados extractos antigénicos so-
lubles de M. bovis y M. tuberculosis unidos a la fase sdélida por
medio de un amortiguador de boratos pH 8.4 , encontrando una
diferencia suficientemente significativa entre la sensibilidad
de los dos sistemas (p < 0.001) El extracto anuu’nlco de M.

bovis reportd un mayor nﬁmero de casos con presencia de anti-

cuerpos Ig3@ dirigidos a mycobacterias. Sin embargo, el rango de
absorbancia reportado es muy bajo comparado con el antigeno de
M. tuberculosis (x = 0453 y x = 11437 respectivamente).

La presencia de falsos negativos reportados al utilizar el
antigeno de M. tuberculosis puede explicarse por la existencia
de factores ane’rgicos presente en algunos individuos gque al
encontrarse en un estado agudo de infeccidn, llegan a enmascarar
la respuesta inmune humoral (Bach,J.F. 1983) posiblemente por la
intervencidn 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 infeccidn haya cedido.

Las infecciones causadas por mycobacterias inducen hacia una
respuesta inmune humoral. El papel de los anticuerpos no estd
claro, pero se les atribuye un papel secundario como mol€culas
reguladoras de la respuesta inmune (Vaca,G.O. 1985). Su inicio
Puede estar dado por el contacto del individuo con el an-
ti{geno al ser aplicada la vacuna de BCG, o Ppor exposicion
ae’rea. desarrolldndose anticuerpos IgM que pronto decaen. Un
segundo contacto con el antfteno provocard el reemplazamiento de
IgM por 1gG y el titulo de anticuerpos se incrementa ripidamente
hasta alcanzar un nivel constante que persiste a lo largo del
periodo clinico de 1la infeccién, ¥y avn despu€s de la desapari-
cidn del lnnunt;teno. produciéndose células de memoria que permi-
tiran el reconocimiento instantaneo del antfﬁeno en etapas pos-
teriores.

En este trabajo se encontro que el t{tulo de IgG se eleva
considerablemente en el grupo control positivoe alcanzando un
limite de positividad de 0497 en el sistema gque emplea el
antfceno de H. tuberculosis y de 0.422 en el segundo sistema;
dichos titulos fueron obtenidos en el andlisis de suero. Estos
resultados se correlacionaron con otros estudios similares
(Grange y col. 1980; Benjamin y Daniel, 1982; Kalish y col.
1983; Freedman y col. 1966; Zeias y col. 1982; Krambovitis.
1986) (Tomado de Krambovitis,E. 1986). Por otro lado, la activi-

dad de los anticuerpos IgH no fu# apreciada con claridad, debido
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a que no se encontrt una diferencia notable entre los distintos
grupos estudiados, ni atin entre un mismo grupo, encontra’ndose
una heterogenicidad entre los valores de D.O. que reportan
tftulos con rangos que van de 0.055 a O0.470; 0.031 a 0.65;
0.052 a 0.556. En estudios previos se ha observado una aglutina-
cidn de IgM con M. tuberculosis que contribuye significativa-
mente a la incidencia de falsos positivos en pruebas seroldgi-
cas, en los cuales se ha ensayado antigenos fungicos depen-
dientes del isotipo IgM. La elevacion de IgM ha sido tambien
reportada en tuberculosis (Grange, 1980).

Para poder establecer la sensibilidad del isotipo IgHN, seria
necesario contar con un modelo experimental gque nos permita
obtener la cuantificacidn de IgM durante la respuesta primaria
de anticuerpos, yvya que de lo contrario el sistema 1nmun016¢1co
en una reactivacitn o una infeccién crdnica como la meningitis
tuberculosa, acorta el periodo de permanencia de la inmunoglo-
bulina circulante, actuando rﬂpxdamente las c€lulas de memoria.

Por otro lado podemos observar gque en nuestro grupo de
estudio con un cuadro clinico presuntivo de tuberculosis
pulmonar se encontraron 2 casos reactivos en presencia del
antigeno de M. tuberculosis, mientras gque 7 observaron reacti-
vidad a M. |Dovis. Puede resultar Idgica esta conducta tan
exagerada hacia el segundo antfﬂeno Ya dque la mayorfa de los
pacientes que manejamos cursaban con mas de 13 meses de edad y

Ya habfan recibido una inmunizacidn previa con BCG, y por ello
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el sistema inmune reconocerfa con mayor facilidad al antigeno.
Sin embargo, existen ant{genos de reaccifn cruzada con M. tuber-
culosis como el ant{zeno 5 vy 6 , por lo que se puede apreciar
casos de reconocimiento a los dos antigenos empleados, Esta
misma conducta es observada para el grupo de pacientes que
presentaron un cuadro clinico presuntivo de meningitis tuber-
culosa, en donde dicha positividad correlaciona en solo dos
casos con la presencia de anu‘genos mycobacteriales presentes en
LCR, reportando niveles de anticuerpos Igd@ en el mismo LCR con
titulos relativamente elevados, sin embargo, hay dos casos en
los que el serodiagn&stico es positivo pero no se encontrd
evidencia de la presencia del antfgeno; esto puede documentar
que la presencia del ant.i'leno posiblemente est€ enmascarada por
la presencia de complejos inmunes, o gque la concentracidn de
antigeno sea minima que no es detectada por nuestro sistema, o
bien que el paciente se encuentre bajo tratamiento y se dismi-
nuyera la concentracion antuénica al grado de no ser detectada.
Sin embargo, la respuesta humoral puede manifestarse por la
presencia de anticuerpos de memoria,.

La presencia de complejos inmunes en pacientes con tuber-
culosis fu¥ demostrada (Carr, y col. 1980; Johnson, y col. 1981)
(Tomado de Grange,J.M. Y col. 1980), dando una relacidn
inversa entre la concentracitn de complejos inmunes y anticuer-
pos anti-mycobacteriales. La liberacio’n constante de antfceno

hacia el sitio de infeccifn puede comportarse como; 1) Una
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estimulacidn crénica de sintesis de anticuerpos resultantes de

una produccién progresiva de anticuerpos y 2) la formacidn de
complejos inmunes circulantes de anticuerpos menos reactivos los
cuales liberan antigeno resultando una reduccidn considerable de
anticuerpos detectables (Krambovitis,E. ¥y col. 1984).

Con respecto al grupo de pacientes con un diagn6stico de
meningitis pidgena, podemos observar (figura 5) que un gran
nimero de individuos alcanza valores similares a los del grupo
de pacientes con meningitis tuberculosa, lo cual puede indicar
una posible inmunizacidn previa; o bien una baja especificidad
del sistema, presentfndose una respuesta de reaccién cruzada por
el reconocimiento del agente causal (H. influenzae y St. pneumo-
niae) a nuestros antigenos empleados; © una tercera alternativa
que estaria ligada con el bajo rango de absorbancia obtenido y
que puede tender a dar reaccifn inespecifica 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 infeccidn por mycobacterias encon-
trando resultados iguales para el grupo de pacientes con una
meningitis wviral (Figura 8) aumentando as{ 1a especificidad a
este segundo sistema.

Como puede apreciarse en los resultados obtenidos, el
rango de absorbancia para la deteccidn de anticuerpos en LCR no
es muy alta comparada con los valores obtenidos en suero,

debido a gque la respuesta inmune humoral en el Sistema HNervioso
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Central esta dada por una sintesis intratecal de inmunoglo-
bulinas oligoclonales (Herndndez,R. Y col.i984), la concentra-
cidn de anticuerpos que podemos encontrar es mfnima. Posible-
mente podriamos aumentar el rango de absorbancia, con una mayor

concentraclén de LCR.



Y. CONCLUSION:

La elevada frecuencia de las neuroinfecciones en nuestro
plfs hace imperativo contar con métodos de diagndstico sensibles
y especificos ya que la etiologia de esta entidad puede ser
causada por bacterias, virus y hongos. Los estudios hasta ahora
establecidos en relacidn al diagndstico de la meningitis tuber-
culosa, parecen no reunir las condiciones necesarias de especi-
ficidad y sensibilidad requeridas para establecer una correla-
cidn entre el cuadro clinico y datos de laboratorio, pues su
diagnfstico sigue basado en la confirmacidn bactericldgica.

E! analisis inmunoenzimitico BLISA es un método adecuado
para el diagnéstico de la meningitis tuberculosa. Su sensibili-
dad dependeri del antfzeno empleado, consideramos que trabajar
con extractos antigé€nicos solubles de M. Dbovis ofrece una gran
ventaja en cuanto a su facilidad de obtencién y manejo, sin
embargo, el rango de absorbancia que reporta no es suficiente
para poder establecer la presencia de una infeccidn actual o el
reconocimiento de anticuerpos de memoria adquiridos por la in-
munizacién con BCG o por un contacto aéreo con alguna mycobacte-
ria, como es posible establecerlo con mayor claridad al utilizar
el antigeno de M. tuberculosis.

La obtencitn de antfgenos especificos a una determinada
fraccién antig€nica de las cflulas de H. tuberculosis y M. Dbovis
puede dar una mayor oportunidad para la captacifn de los casos

clinicos con historia de meningitis tuberculosa, y atin mas, si a
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partir de dichos antf‘enos se obtienen anticuerpos elpeciﬂcoa a
estos, pernitlfndonos as{ la deteccién del agente causal.

La determinacién de anticuerpos de la clase IgG dirigidos a
mycobacterias permite una mayor deteccifn del estado actual de
la enfermedad infecciosa, mientras que la IgM puede llevar a la
confusidn con resultados falsos positivos o negativos. Sin
embargo los valores de D.O. al trabajar en LCR son muy bajos,
por 1lo que ser{a necesario concentrar el LCR antes de ser
analizado.

La deteccidén de anu'eenos mycobacteriales presentes en LCR
es la evidencia necesaria para establecer el diagnéstico certero
de una meningitis tuberculosa.

Serfa interesante trabajar con modelos experimentales que
permitan apreciar el comportamiento del los titulos de los
anticuerpos de los 1isotipos IgH e IgG y establecer las signifi-
cancias que guardan los valores a lo largo de la infeccifn Yy la

recuperacitn, asi como sus niveles de concentracién antig€nica.



APENDICE 1.
NEDIOE DE CULTIVO:

LOVESTEIN JENSEN:

A) Base salina (Baltimore Biological Laboratory O01-402).
Fosfato MONOPOLASICO . urververrrirnrenneinnnns 2.50¢
Sulfato de MAENEeSL0...covrurrerns SRR & 0.24¢
Citrato de magnesio....... testessesrarnnsane 0.60g
L-AsParagina.....c.coivveunnnnnes 3.60¢g
Fluoruro de POtasSio...ciiiiiiiiinnn T 30.00¢
Verde de malaquita............s S 0.40¢

B) Homogenizado de huevo..... SRS 1000.00m1l

PROCEDIMIENTO:

A) Suspender 37.3g de el material deshidratado en 600ml de
agua destilada con 12ml de glicerol. Calentar a ebullicién con
asitacio’n constante. Esterilizar en autoclave a 121 C, 15lbs de
presion por 15 minutos,

B) Lavar los cascarones de huevo dejandolos sumergidos en
agua jabonosa por {2h enJuaca’ndolos con agua corriente.

Secarlos y desinfectarlos sumergiéndolos en alcohol etflico
industrial. Secarlos ccn.n un 1lienzo estéril

Romper cada huevo y colocar el contenido en un matraz con

perlas de cristal (estéril), homogenizar y filtrar a través de
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un embudo Buchner y gasa esteril, hasta completar un litro.

MEDIO CONMPLETO:

Adicionar a la base salina fria el homogenizado de huevo Yy
distribuirlo en tubos de tapdn de rosca de 20 x 150, aproximada-
mente de 5 a 7 ml en cada uno.

Coagular por media hora a 85°C.

Colocar a prueba de esterilidad 48h a 37 °C.

Guardar en refrigeracion con tapones bien ajustados y al

abrigo de la luz.

PROSKAWER Y BECK (PBY)
L-Asparagina 5.0¢

(Hazleton 90-105-050)

Fosfato monopotafsxco ......................... 2.5¢

Sulfato BOERELEE o o maamnnrenmrestshsssrsnsns 2.5¢

Citrato de MAENESLO0. i ivressssiirornansives 1.5g

QlIiCcer ol usiavaisdasvnians R R 50.0ml

Agua destilada.iisessnsissersesivivivives 1000.0m1
PROCEDIMIENTO:

Disolver los ingredientes en el agua destilada en el orden
descrito, aseguréndose de que se solubilice por completo antes
de ahadir el siguiente.

Ajustar el pH a 6.8-T.0 y ahadir 0.15¢ de citrato de sodio.



Esterilizar a 110 °C, 110lbs de presién por 10 minutos.
Realizar la prueba de esterilidad durante 48h en incubacién

a 37°C.
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APENDICE 1I.

REACTIVOS:

ANORTIGUADOR SALINO DE FOSFATOS (PBS) PH T2 0.15MH
Cloruro de e 1. [ B B o R O P S S . 8.00¢g
Fosfato de so0dio dibaASiCO...icivieernien 1.15¢
Fosfato de potasio MONODASICO urrreeisinnns 0.20¢g
Cloruro de potasio........... R T e 0.20¢
Agua destilada Y desionizada......... .. 1000.00m1l

ANORTIGUADOR SALINO DE FOSFATO-TWEEN 20 0.05%

PBS PH L A 1000.00m1l
Tween DO i e R R N R AR 0.50ml
ANORTIGUADOR DE BORATOS PH 8.4 0.20M.
Acido b O dicos s cus i 6.80¢
Tetraborato de S0d10. . iitivrersirsrannine 9.15
Cloruro de S0A10.iciiriarnniinn, vesaserens 4.38¢
Agua destilada Yy desionizada........... 1000.00m1l
ANORTIGUADOR FOSFATO-CITRATO PH 5.4 0.30M.
Acido 2§ 0 T e R SN 24.30m1
Fosfato de so0dic mMONObASLCO.....ccveeron 25.70m1

Agua destilada Yy desionizada CDbP..... 50.00m1l
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SOLUCION BLOQUEADORA 2.

Glicina (Sigma < [ -4 ) DN ————— 2.00g
PBS-Tween 20 (0] o | i RO sresanssmrenrness  100.00m1
COBJUGADOS:

Los anticuerpos anti-Ig@ y anti-Igh humanas unidoe a wuna
peroxidasa (Cappel y Tago respectivamente), fueron disueltos en

PBS-Tween 20 0.05%4.

SUSTRATO
Amortiguador fosfato-citrato pH 65.4..... 10.00m1l
Ortofenilendiamina (Sigma P-1526)...cc000n00 40.00mg
Peréxido de hidrbgeno 30% (Sigma)...... 10.0

El sustrato se prepara inmediatamente antes de usarlo (se

daha ante la luz).

ACIDO SULFURICO: 8.0NK
ACIdAO  SULFUTLCO . o everrrerernnerrenerarnreniernn, 40.00ml
Agua destilada y desionizada cbP........ 100.00ml

SOLUCION 8 MA- ATOS: PH 8.6
Amortiguador de DEr AL O8 iciivisvivisinaiies 10.00g

Solucibtn salina fisiclo’gica 0.85%icrersers 100.00m1
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PENOL 10%
TRNEOT ¢ owoviuviviz s miuemmes FRvimmw R e e i 10.00¢g
Agua destilada (-5 + - (ARSI, 100.00m1l
ACFTONA-NETANOL
PR AR v e RO 50.00m1l
Metanol..... Casesssetsas s ey 50.00m1

ADYUVANTE CONPLETO DE FREUD (ACF)

Arlacel A (Sigma A.8009)....ciininnns 1.00ml

DraKeol 6 con aceite mineral 55/65 9.00ml
(Penn Drake)

Mycobacterium DOVLIB vovrvsrmmvamsmanvsons 5.00mgn

iPeso seco.

SOLUCION DE SULFATO DE AMONIO PHT.8 0.1X
Sulfato de E 0 -1 T T ——— 100.00¢
Agua destilada......... 100.00m1

Se agita durante 10 minutos y se calienta a ebulucio’n con

acltaclrfn constante durante 10 minutos.

ANORTIGUADOR GLICINA-HCl PH 26 0.1 N
Glicina (Sigma Q.T126) . cvivivirerninnsssn 7.808
Agua destilada........ T T 1000.00m1l

Ajustar el pH con HCl1 2N.
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APREDICE III.
PROCEDINIENTOS:
PREPARACION EN SECO DE M. bovis.

Se obtiene la masa bacilar de M. bovis a partir de un culti-
vo puro, por medio de centrifugaci6n a 3015¢ Se realizaron 3
lavados con solucifn salina estéril 085/ durante 30 minutos
cada uno.

El paquete asi obtenido es suspendido en acetona y se incuba

a 37°C hasta su total desecacitn (aproximadamente 10 minutos).

TINCION ACIDO-RESISTENTE

Preparar una emulsidn de mycobacterias en solucién de
albumina al 1%

Realizar un frotis en el portaobjetos.

Dejar secar al aire y fijar a la flama.

Agregar carbolfushina de Ziwhl-Neelsen.

Flamear con el mecheroc hasta emisidn 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
Loeffler) por un minuto.

Lavar con agua corriente.

Observar a inmersion.
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DETERMIEACION DE PROTRINAS POR EL METODO DE LOVRY.
i.-Reactivo A; Solucidn de bicarbonato de sodio al 2% en
nidréxido de sodio O.N.
2.-Reactivo B; Solucion de sulfato de cobre al 5/ en cloruro
de sodio al {Z%
3.-Reactivo C; Mezclar iml del reactivoe B en 50ml del reactivo
A.
&.-Reactivo D; Reactivo de Folin Cilocalteau diluido 1:3 en
agua destilada.
5.-Solucién tipo de prote{nas: solucidn de alblimina sérica

bovina 0.5mg/ml en solucion A.

PROCEDINIERTO:
REACTIVOS:
Ho,TUBO BSA 0.5mg/ml. A C D
1 0.4 0.4 5.0 0.5
2 0.2 0.3 5.0 0.5
3 0.3 0.2 5.0 0.5
¥ LI ]
4 0.4 0.4 5.0 0.5
5 0.5 0.0 5.0 0.5
6 0.0 0.6 5.0 0.5

Lectura de DO.a 550nm.

» Incubacifn de 10 minutos,
x¢ Incubaci6n de 30 minutos.

---Los problemas se trabajan como el punto no. 5
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-—--Hl reactivo C vy D se preparan en ¢l momento en que se va

4 usar.

---Todos 10s tubos se agitan por inversion.

OBTENCION DE INMUNOGLUBULINAS TOTALES.
1.- Precipitacién al S0X de saturacidn:

a) Precipitar suerc adicionando gota a gota sulfato de amonio
concentrado hasta completar un volumen igual al inicial del
suere.

D) Agitar durante 15 minutos con agitador magnético en bafo
de hielo.

¢} Centrifugar a 3015¢ durante 10 minutos.

d) Disolver el precipitado en el mismo volumen inicial con

solucidn salina fisiolégica 0.88%.

2.- Precipitacion al 33% de saturacion:

Adicionar gota a gota sulfato de amonic (hasta completar 1la
mitad del volumen original en suero y repetir los pasocs desde el
inciso B

3.- Repetir el paso 2.

4.~ Dializar en somcio'n salina de Dboratos pH 8.4 durante 78h

con cambiocs de soluciton cada 24h.
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PURIPICACION DE IgG ANTI-M. bovis DE CONEJO:

1.- En una columna de Protefna A-Shepharosa adicionar 4ml de
amortiguador de glicina HCl pH OJ4M permitiendo su paso a traves
de ella y recolectarla.

2.- Lavar la columna con PBS pH 7.2 hasta que el lavado
alcance una absorbancia menor de 0.2nm, tomando las lecturas a
un D.0. de 280nm.

3.- Adicionar gammaglobulinas totales de anti-M. Dbovis de
conejo e incubar 20 minutos a temperatura ambiente.

4.- Repetir el paso 2.

5.- Adicionar 5 ml de amortiguador de glicina-HCl pH 2.6 Yy
colectar el liquido.

6.- Lavar la columna con PBS pH 7.2 y recolectar el liquido
del lavado en alicuatas de 3 ml.

7.- Determinar la absorbancia a 280nm.

8.- Determinar la concentrac.lb’n de protefnas por el método

de Lowry.



APENDICE V. o9

FIGQURAS:

FIGURA 1. Desarrollo de M. tuberculosis en medios de Lo-

wenstein por un periodo de incubac.lt;n de cuatro semanas.
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FIGURA 2. Desarrollo de M.tuberculosis H37TRv en medio de
Proskawer y Beck por un periodo de l.ncubacm'n de cuatro semanas.

En la {figura se puede observar el desarrollo caracterfstlco en

la superficie.
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PFPIGURA 3. Reaccitn de Mantux en conejo. La ioto‘rn!fn fué

tomada despus'l del 6% d(a de l.nocullc.lo'n con extracto an-

tigénico de MN.bovis,
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