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LA VIDA

La vida es una larga cadena, en donde, los eslabones que la componen son las
experiencias vividas y cada uno de ellos nos refleja las alegrias y sufrimientos pasados
en cada uno de sus momentos.

| Vivir ! es lo més bello en esta vida, donde, los sufrimientos no son tan grandes como
se creen, ante el poder respirar tranquilamente y dejar las cosas vanas que nos
entristecen, .

i Vivir ! es lo més bello en este mundo, por eso, hay que vivir lo mejor posible, evitando
los problemas que se encuentran dia con dia y sonrriendo a nuestro enemigo se
mantendra el alma tranquila y en paz.

Para vivir mejor hay que hacer las cosas que nos gustan, por que asf se tendré en paz
el espiritu, y as{ mismo, hay que luchar por lo que se quiere con amor y voluntad para
no tener recuerdos vanos.

Por eso hay que caminar feliz por los caminos de la vida buscando verdaderos caminos
y no senderos sin fin,

esos caminos verdaderos son los caminos que tienen corazén y para encontrarlos, s6lo
se necesita tener voluntad y hacer las cosas con amor y humildad,

LUCIANO HERNANDEZ GOMEZ
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L-INTRODUCCION

La meningoencefalitis tuberculosa (MTB) es una de las complicaciones mds graves
de la tuberculosis primaria en niflos y continda siendo un importante problema de
salud piblica en pafses donde la enfermedad es endémica. El diagnéstice definitivo
requiere del aislamiento e identificacién de Mycobacterium tuberculosis, lo cual demora
de cuatro a ocha semanas, por lo que se requiere de una prueba rdpida, sensible y
especifica para el diagnéstico temprano de esta enfermedad.

La Direccibn General de Epidemiologia del Sector Salud informé 84 casos
acumulados de MTB hasta agosto de 1986 y el 45% ocurri6 en menores de 15 afios de
edad (1).

En el Hospital Infantil de México se atendieron 118 casos de MTB en 1988, 10% de
los cuales se diagnosticaron en base a manifestaciones clinicas y a otros pardmetros de

gabinete o laboratorio sin obtenerse cultivos positivos para M. tuberculosis (2).

La posibilidad de aislar M. tuberculosis del cultivo varfa de acuerdo a la cantidad
de lfquido cefalorraquideo (LCR) analizado, al nimero de muestras obtenidas, a los
medios de cultivo disponibles y a la experiencia del laboratorio; por lo que se han
informado resultados tan variables como 7% a 83% de positividad (34,5). Se ha
informado que el frotis para la bisqueda de M. tuberculosis es positivo del 2% al
8% de casos (3,5). Otros métodos de diagnéstico inespecificos en MTB son: la prueba
de particién de bromuro radioactivo con una sensibilidad de 94% y una especificidad
de 88%, y que valora la ruptura de la barrera hematoencefilica en MTB (19); la
determinacién de adenosina-deaminasa, enzima que es excretada por linfocitas T,
guarda alta correlacién con inflamacién meningea de tipo crénico (12,13), y la
tomogaffa axial computarizada reporta cambios caracteristicos aunque no especificos de
MTB, como son dilatacién ventricular por obstruccién basal y datos con vasculitis con

medio de contraste (20).



Otros procedimientos que han demostrado ser fitiles en el diagnéstico de MTB son:
la deteccién de anticuerpos contra M. tuberculosis o antigeno de M. tuberculosis
en LCR que se realizan por diversos métodos (6,7,8,9) aunque varian en sensibilidad
y especificidad, la determinacién de antigeno en LCR puede ser de gran ayuda para
establecer el diagnéstico de MTB  lo que permitird iniciar con cierto margen de

seguridad la terapeutica antimicrobiana antes de tener la confirmacién bacteriolégica,

Il.- ANTECEDENTES

En el serodiagnéstico de MTB se han utilizado métodos no inmunolégicos
especificos como: el de cromatografia de gases (9) para deteccién de fragmentos
constitutivos de la pared celular de M. tuberculosis y métodos radiométricos que se
fundamentan en la deteccién de un compuesto, producto de la asimilacién de otro
compuesto marcado con un is6topo radicactivo ( 9 ). Métodos no inmunolégicos
inespecificos como la determinacién de adenosina- deaminasa (12,13). También se han
empleado métodos inmunolégicos tales como el inmunoensayo enzimatico ( ELISA
siglas en ingles ENZYME-LINKED IMMUNOSORBENT ASSAY) tipo doble sandwich
e inhibicién competitiva para la deteccién de antigeno y anticuerpos contra M.
tuberculosis (19). El método de ELISA ha tenido aplicacién e interés para el desarrollo
de pruebas diagnédsticas de la tuberculosis activa, Nassau gt al. (10) describieron por

primera vez la utilidad de la deteccién de anticuerpos especificos contra M.
tuberculosis en suero empleandose como antfgeno la pared celular de M. tuberculosis
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en la fase sélida (22). Posteriormente, se realizaron modificaciones en el recubrimiento
de la fase s6lida, para lo que se han utilizado diferentes antfgenos sin embargo, se ha
observado variabilidad en la sensibilidad y en la especificidad por lo que se han hecho

estudios para comparar antigenos purificados y sin purificar (15,16). Daniel et al.

compararon al Bacillus de Calmette y Guerin (BCG) sonicado contra filtrado, sonicado
y extracto de M. tuberculosis reportandose un mayor porcentaje en la deteccién de TB
pulmonar con sonicado y extracto de M. tuberculosis, existe también, experiencia con
antigenos purificados como son el 5y el 6 (11,17} con dlara supetioridad en la capacidad
de deteccibn de infecciones por M. tuberculosis . El empleo de anticuerpos
monoclonales en los ensayos inmunoenzim4ticos ha incrementado hasta en un 20% la
sensibilidad y especificidad de la deteccién del antigeno de M. tuberculosis (18).
Herndndez et al y otros investigadores (6) reportaron sensibilidad y especificidad del

100% en la deteccibn de anticuerpos especificos contra M. tuberculosis.

Previamente en México, Sada et _al informaron una sensibilidad del 81.25% y
especificidad del 95% utilizando un ELISA con anticuerpos policlonales contra BCG en
la fase sélida parala deteccién de antigeno de M. tuberculosis en LCR para diagnésticos
de MTB (8). Otras técnicas que se han empleado para la deteccién de antfgeno de M,
tuberculosis son: radioinmunoensayo y aglutinacion con latex (9).

EI aislamiento de M tuberculosis en LCR es dificil por la baja concentracién del
organismo en el LCR dado que las lesiones menfngeas son de tipo miliar y no
excretoras de bacilos, sin embargo, utilizando métodos de concentracién bacteriana (21)

se puede mejorar importantemente la recuperacién de M. _tuberculosis.

El propésito de este estudio fue comparar la deteccion de antigeno de M.
tuberculosis en LCR por el método de ELISA con el método de cultivo de M.
tuberculosis por filtracién en LCR y a su vez observar la correlacién que existe entre

estas pruebas.



.- OBJETIVOS

a) Definir el valor diagnéstico de la determinacién de antigeno de M.
tuberculosis en LCR por el método de ELISA.

b) Comparar la eficacia diagnéstica de el antigeno de M. tuberculosis en LCR
con el cultivo de Mycobacterium sp.



IV.- MATERIALES Y METODOS

1.- Pacientes

Incluimos muestras de LCR colectados de pacientes con sospecha diagnéstica de
MTB o bien con otras enfermedades, hospitalizados en el Instituto Nacional de la
Nutricién Salvador Zubfran, Instituto Nacional de Neurologfa y Neurocirugia, Centro
Médico la Raza, IMSS; e Instituto Nacional de Pedfatria. Los pacientes se distribuyeron
en tres grupas:
Grupo 1 : MTB confirmada (cultivo positivo y manifestaciones clinicas de MTB); Grupo
2 : MTB probable (cultivo negativo y manifestaciones clinicas de MTB) y Grupo 3 : sin
TB (cultivo negativo y diagnéstico clinico de otra enfermedad).

La muestra de LCR se colect§ en recipiente estéril y se tomé una alicuota de
100-200mcl para serologia por ELISA y otra de 500mcl para el cultivo por filtracién.

2~ Material de laboratorio
2.1 Material de vidrio de laboratorio
2.2 Espectrofotémetro { Thomas spectro analytical system 720, Gilford U.S.A. )
2.3 Espectrofotémetro ( Behring ELISA processor II, Alemania Federal ).
24 Agitador magnético { Hot-Plate-Stirrer P.C. 351 Corning, US.A. ).
2.5 Centrifuga ( Damon/IEC, divisién IEC PR-J centrifuge U.S.A.) 2.6 Incubadora (
Precision, Mechanical Convection Incubator, US.A.) .
2.7 Incubadora con flujo de CO2 ( Industrial/Bioquimical Laboratory Apparatus,
NAPCO e series. US.A.)
2.8 Columna cromatogrifica ( Biogel P-4 Lab.,Bio-Rad. U.S.A.).
2.9 Pipeta automética de 10-100 mel{ Eppendordf, US.A. ).
2.10 Pipeta automtica de 100-1000 mcl.{ Eppendorf ).
2.11 Pinzas
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2.12 Jeringas de plastico de 10 mL.( Plastipack, Becton-Dickinsen, México ).

2,13 Microplacas de poliestireno recubiertas con inmunolon II ( Beckman,
California, US.A. ).

2.14 Filtros y membranas Millipore de 0.45 mmc( Millipore,Méx. )

2,15 Bolsas de diélisis con indice de exclusién de 12000-14000 daltons( Arthur H.
Thomas, US.A.).

3.- Reactivos
3.1 Solucién salina isoténica 0.85% (S51) pH 6.0.
3.2 Solucién amortiguadora de fosfatos salina (PBS) 0.01M pH 7.4
3.3 PBS 0.0IM pH 7.2,
3.4 PBS mds tween 20 ( PBS-tween ) 0.01M pH 7.4.
3.5 Solucién amortiguadora de fosfatos 0.IM pH 7.0.
3.6 Solucién amortiguadora de bicarbonates 1M pH 9.5.
3.7 Solucién amortiguadora de citratos 0,0379M pH 5.5.
3.8 Glutaraldehido 1.25% ( Sigma, US.A. ).
3.9 Lisina 0.2M { Merck, México ).
3.10 Cloruro de magnesio (MgCR2) 1mM. ( Merck ).
3.1 Sulfato de amonio (NH4)2504 saturado pH 7.4 ( Merck ).
3.12 Acido sulfiirico (H2504) 1N. ( Merck ).
3.13 Merthiolate
3.14 Albumina sérica bovina (BSA) 1% ( Sigma ).
3.15 BSA factor V (BSA-factor V) 1% (Sigma ).
3.16 Inmunoglobulinas G anti-BCG de conejo ( IgG anti-BCG ), (DAKO, US.AV). -
3.17 Peroxidasa ( Sigma ).
3.18 Orto-fenil diamina (OPD), ( Sigma ).
3.19 Peroxido de. hidrégeno (H202), ( Merck ).
3.20 Bio-gel P-4 con limite de exclucién de 4000 daltons { A.H. Thomas ).

11



4.- Medios de cultivo
4,1 Medio de cultivo de Lowenstein-Jensen ( DIFCO, US.A. )
4.2 Medio de cultivo 7H9 caldo ( DIFCO ).
4.3 Medio de cultivo 7H11 agar ( DIFCO ).

5. Método de ELISA, doble sandwich, con anticuerpos policlonales,

5.1 Conjugacién

Se acopls la igG-antiBCG con Ja enzima peroxidasa, por el método de dos pasos
de Voller y Bidwell (14) modificado:

5.1.1 Se mezclé un mi de IgG-antiBCG con un ml de sulfato de amonio saturado
pH 7.4 en agitacién durante 30 min,se centrifugd a 5000 rpm, 20 minutos a 4°C, se
decantt el sobrenadante y el sedimento se resuspendié con un mi de SSI.

5.1.2 La solucién obtenida se mezcl6 nuevamente con 300mcl de sulfato de amonio
durante 30 minutos en agitacion, se centrifugé a 5000 rpm, 20 minutos a2 4°C, se decantd
y el sedimento se resuspendid con un mi de 851, luego se dializ6 contra S, durante 16
horas con cuatro cambios de la solucidn dializante.

5.1.3 Simultaneamente se centrifugé un volumen de dos ml de enzima peroxidasa
(9.1mg de prot./ml) a 4000 rpm durante 20min a 4°C, se decantd y se resuspendit con
600mcl de solucién de glutaraldehido al 1.25% en PBS (0.1M, pH 6.8) y se incub6 a
temperatura ambiente durante 24 horas.

5.1.4 La enzima peroxidasa se purificd por cromatografia de columna con Bio-gel
P-4,

5.1.5 Se seleccionaron las fracciones de mayor cantenido enzimético por la coloracitn
naturat de la en2ima, y se le denomino enziina activada.

3.1.6 A la IgG-antiBCG dializada se Je determing concentracién de proteinas por ¢l
métode de Biuret (23). )

5.1.7 Se mezcls un mt de IgG-antiBCG (9.0 mg/ml) con un mi de la enzima activada

12



(18.0 mg/ml), se agregd un ml de solucién amortiguadora de bicarbonato (IM, pH 9.5)
y se incubd a 4-°C durante 24 horas. Al final de la incubadién se adicionaron 100mcl de
lisina (0.2M) y se incubé por dos horas a temperatura ambiente, seguida de una didlisis
contra PBS (pH 7.2) a 4°C durante 24 horas, con cuatro cambios de solucién dializante,

5.1.8 El volimen final del dializado se mezclé con: clururo de magnesio a una
concentracién final 1mM, BSA a una concentracién final de 1% y merthiolate a una
parte por millén. Se hicieron alicuotas de 500mdl y se almacenarén a 4°C hasta su
utilizacién.

5.2 Estandarizacion del ELISA

Se establecieron los tiempos optimos de incubaciény concentracion de los reactivos
de la técnica de ELISA parasu estandarizacién y condiciones de trabajo de las muestras
problema, de la siguiente manera:

5.2.1 Se prepararén diluciones del conjugado desde 1:4 hasta 1:65,536.

5.2.2 Se prepar6 sustrato OPD (diluyendo OPD con solucién amortiguadora de
citratos y agua oxigenada) y se adicioné a las diferentes diluciones del conjugado en
una proporcién de 20mel de conjugado y 80mel de sustrato por pozo para cada dilucién
y se incubd a temperatura ambiente en obscuridad durante 5 minutos.

5.2.3 Se interrumpi6 la reaccién agregando 100mel de dcido sulfurico (1N) a cada
pozo y se leyd a 492nm de densidad éptica (O.D.).

5.2.4 Se grafic6 concentracién vs. absorbancia (Gréfica 1),

5.3 Determinacién de la dilucién éptima del conjugado después de la reaccién
inmunolégica.

5.3.1 En una microplaca de poliestireno EIA-Beckman se agregaron 100mcl de
IgG-antiBCG en una diludén final de 1:1000 por pozo y se incubé 18-24 horas a
temperatura ambiente.

5.3.2 Se eliminé el exceso de anticuerpos de la placa lavando tres veces con
200mcl de PBS-tween en cada pozo durante 3 minutos.

633 Se agregaron 100mdl del control positivo (BCG 1:8) y se incub6 a

13



37°C.durante 60 minutos.
. 5.34 5e repitié el paso b

5.3.5 Se agregarén 100mel de BSA-factor V al 1% por pozo y se incubé a 37°C
durante 30 minutos.

5.3.6 Se elimin6 de la placa el exceso de BSA-factor V lavando una vez con
200mel de PBS-tween { en cada pozo ) durante tres minutos. ;

5.3.7 Se agreg6 el conjugado en diluciones de 1:4 hasta 1:65,536 y se incub6 a
37°C durante 85 minutos.

5.3.8 Se eliminé el exceso de conjugado de la placa lavando cinco veces por tres
minutos con 200mcl de PBS-tween en cada pozo. -

5.3.9 Se agregaron 100mcl de sustrato OPD en cada pozo y se incubd.a
temperatura ambiente en obscuridad durante 10 minutos. 4

5.3.10 Se interrumpid la reacdi6n agregando 100mcl de &cido sulfurico (IN) a
cada pozo.

5.3.11 Se ley6 la reaccién a 492am de D.O,

5.3.12 Se graficé concentradén vs. absorbancia para definic la dilucién dptima
del conjugado. (Grafica 2)

5.4 Estandarizacién de la técnica de ELISA para determinacién de antigeno de M,

tul Josi,

5.4.1 En una microplaca de poliestireno E[A-Beckman recubierta con inmunolon I
se agregaron 100mc! de [gG-antiBCG en una dilucién final de 11000 y se incubd a
temperatura ambiente de 18 a 24 horas.

5.4.2 Se eliminé el exceso de anticuerpos lavando tres veces con 200mcide PBS-tween
en cada pozo con intervalos de tres minutos cada lavada,

5.4.3 Se agregaron 100mci de PBS y 50mcl de LCR problema en cada pozd.

5.4.4 Se incubé la placa a 37°C durante 60 minutos.

14



54.5 Se repiti6 el paso 2

5.4.6 Se agregaron 100mcl de BSA-factor V al 1% a cada pozo y se incub6 30 minutos
a 37°C.

5.4.7 Se eliming el exceso de BSA lavando una vez con 200mel de PBS-tween.

5.4.8 Se agregaron 100md de conjugado a una dilucién final de 1:7500 por pozoy se
incubé a 37°C durante 85 minutos.

5.4.9 Se elimind el exceso de conjugado lavando cinco veces con 200mcl de
PBS-tween por pozo a intervalos de tres minutos cada lavada.

54,10 Se ;gregamn 100mcl de OPD por pozo y se incubé a temperatura ambiente en
obscuridad durante 10 minutos.

5.4.11 Se detuvo la reaccién con 100mcl de H2504 1N por pozo.
5.4.12 Se ley6 a 492nm

5.4.13 Los controles positivos y negativos se hicieron por duplicado,

5.4.14 Se determin el punto de corte con la siguiente formula:

Xcr + XCN
PC=
2

PC= Punto de corte
XCP= Media del conlro positivo

XCN= Media del control negativo

6.- Metodo bacteriolégico

15



El cultivo se hizo por concentracin bacteriana del LCR. Con jeringa estéril se pasé
el LCR por un filtro millipore con membrana, el filtrado se recibié en tubos estériles,
" En condiciones estériles se colocs { con pinzas ) la membrana en el medio de

Lowenstein-Jensen quedando el concentrado de bacterias sobre el medio de cultivo. Se
etiqueté y se incubé a 37°C con un flujo de CO2 durante ocho semanas haciendo
revisiones periodicas cada siete dfas. Al observar crecimiento bacterano se hizo un
frotis tefiido con Ziehl-Neelzen y cuando fué positivo se sembrd en caldo 7H9 y de ahi
se paso a una placa conteniendo et medio de agar 7H11 para su identificacién (21) {
DIAGRAMA DE FLUJO).

7.- Andlisis estadistico

7.1 Medida de asociacién en dos métodos (T), (25).
T= 2(VP% + VN%)-1

VP%= Porcentage del verdadero positivo
VN%= Porcentage del verdadero negativo

7.2 Sensibilidad (S) y Especificidad (E), (26).

vp
S= x 100
VP .+ FN el
VN
E= ———————— x 100
VN + FP

VN= Verdadero negativo



VP= Verdadero positivo

FN= Falso negativo

FP= Falso positive

TP I EP AN VN

7.5 Proporcién de acuerdoes en la poblacitn (27).
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‘Horpzo vs. Hup¢a

p= Proporcién de acuerdos en la poblacién de interes
o= Valor predeterminado
Ho= Hipotesis nula. Ha= Hipotesis alterna

Ho se rechazara si (a+d) < K
K= ZavT/no(l-0) +o

K= Constante
Za= Variable aleataria

a+d= Proporcién de acuerdos en la muestra

7.6 T-student

7.7 Varianza

7.8 Diferencia de la lectura dptica entre el punto de corte (Factor de lectura).
LO.
F_:'
PC
F= Factor de lectura

PC= Punto de corte.

LO= Lectura optica

18



V.- RESULTADOS
1.-De las muestras colectadas en los diversos hospitales se' obtuvieron las siguienles_: )

20 de meningitis tuberculosa
12 " " viml

04 " " por criptocbco

3 " " bacteriana

06 " *  sin etiologia especifica
02 " carcinoma meningeo

07 " otras enfermedades infecciosas
12 " otras enfermedades no infecciosas

14 " pacentes normales

2.- Estandarizacién del método de ELISA.

Con la grifica No 2 se determing la dilucién éptima de la enzima peroxidasa
acoplada a la IgGanti-BCG que fué de 1:7500,

El tiempo de exposicién para formacién del doble sandwich fué de 85 minutos, el
cual se obtuvo por variaciones de tiempo a partir de el descrito por Sada et al (90
minutos).

El tiempo de exposicién del OPD (Sustrato) se determiné por variaciones de tiempo

en la oxidacién del sustrato y se establecié 10 minutos.
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3. C;.\ltivo
Se aisld el M. tuberculosis en ocho muestras. Tres se aislaron a la tercera semana y los
cinco restantes a las ocho semanas. Los tres grupos de muesiras que se pudierdn definir
fueron:

El grupo I con MTB confirmada incluyé ocho pacientes con cultive y ELISA (1.54

+ 1.33) positivos.

El grupo 2 con MTB probable incluyo 12 pacientes con tratamiento de antibidticos

antituberculosos que fueran positivos por el método de ELISA (1.19 £ 0.77).

El grupo 3 que incluyé 60 pacientes, 33 con enfermedades infecciosas y los

restantes con otras enfermedades (071 : 046).

4.- Comparacién

Por el método de ELISA se encontraron 22 LCR pasitives. Comparando los
métodos de ELISA y de cultivo, 66 muestras correlacionarén entre si, las 14 restantes
se consideraron falsos positivos por el métedo de ELISA. La medida de asociacién (T)
abtenida fué de 0.65 lo que representa una correlacion del 82.5% entre los dos métodos
y la correlacién a nivel poblacional es mayor o igual al 80% (APENDICE C), el ELISA
tuvo sensibilidad del 100%, especificidad de 80.5%, valor predictivo positivo de 36% y
valor predictivo negativo de 100%, (APENDICE B).

En la comparacién del diagnéstico clinico vs. ELISA se observd que 76 muestras
correlacionaron entre si, de las cuatro restantes, tres se consideraron falsas positivas y

una falsa negativa por el método de ELISA. La correlacin entre ELISA y el dia'gnésh‘co
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cl!nicq. fué del 94% ( T= 0.9) con sensibilidad y especificidad del 95% respectivamente,
Vi’P dgi 86% y VPN del 98%, (APENDICE D), el cultivo frente al diagnéstico clinico
“tuvo sensibilidad de 40%, especificidad de 100% y valor predictivo negativo de 83.3%.
Se analizaron los resultados de los factores de lectura inter-grupos de pacientes
(GRAFICA No 3)(TABLAS 1,2 y 3 ) observandose que los grupos 1 vs. 2 no son
diferentes entre si (T student, p=0.15), en contraste, 1 vs. 3 (p<0.0001) y 2 vs. 3 (p<0.0001}
fueron significativamente diferentes (APENDICE A).
En la grafica 4 donde se expresa el factor de lectura se observa un falso negativo et.\
el grupo 2, y en el grupo 3, se observan 3 falsos positivos que corresponden a tres casos

( dos con infeccién por VIH y uno con edema cerebral de origen no determinado).

5.- Reproducibilidad, Prevalencia y Exactitud

Cincuenta y una de las 80 muestras originales se examinaron por segunda ocasién
por ELISA y se observaron lecturas semejantes: grupo 1 primer lectura media de 0319
* 0.172 y segunda lectura (siete LCR) de 0.344 = 0.152, el factor de lectura fué de 1.42
+ 0.68 y 146 * 0.70 respectivamente; grupo 2 primer lectura media de 0.275 + 0.06 y
segunda fectura (nueve LCR) de 0.299 £ 0.09, el factor de lectura fué de 1.12 + 0.18 y 1.28
+ (.56 respectivamente; grupo 3 primer lectura media de 0.177 £ 0.01 y segunda lectura
(35 LCR) de 0.199 & 0.04, el factor de lectura fué de 072 = 0.14 y 0.69 = 033
respectivamente, (APENDICE A) (TABLAS 1, 2y 3 ). Obteniendose una prevalencia de .

10% y una exactitud de 82.5%.
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V1.-DISCUSION
Los resultados de este estudio nos indican que el ELISA es un buen método de k
diagndstico répido ya que la mayoria de los resultados obtenidos concordaron con el
cultivo y con el diagnéstico clinico.

Estudios anteriores han demostrado que es difidl 1a estandarizacién del método de
ELISA para Ja determinacién de anticuerpos contra M. _tuberculosis, Nassau et al son
los pioneros en trabajar la deteccdn de anticuerpos contra M. tuberculosis en casos de
tuberculosis pulmonar, obteniendo sensibilidad de 61% y especificidad de 96%.

Nuestros resultados muestran sensibilidad 100%, especificidad 80.5%, valor
predictive positive 36% y valor predictivo negativo 100%. Esto indica que cuando se
lleve a cabo la prueba, un resultado negativo indicaria ausencia de enfermedad y un
resultado positivo indicaria presencia de MTB en el 36% de los casos. Comparando los
resultados del ELISA con el cultivo encontramos 14 falsos negativos para el cultivo, lo
cual sugiere una enorme ventaja del método inmunoenzimético, en funcién del tiempo
necesario y de Ia sensibilidad para ver un resultado positivo.

Para el cultivo comparado con el diagndstico clinico se obtuvo una sensibilidad 40%,
especifidad 100%, lo que nos indica que este método es muy especifico pero muy poce

sensible, ésto se puede deber a que el aislamiento de M._ tuberculosis es dificil sobre

todo en muestras de LCR con los medios de cultivo convencionales(21). Se ba reportado
mejor aislamiento por métodos de concentracién (21,24), sin embargo en nuestro
estudio €] aislamiento fué pobre con el método de concentradédn a través de filtro

millipore, creemos que pudiera deberse a que el medio de cultivo Sptimo seria un caldo
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en lugar de un medio de cultivo sélido tipo Lowenstein-Jensen, sin embargo en el
futuro se podria hacer un estudio en el cual se utilizen diversos medios de cultivo con

el mismo método de concentracién para saber cual es el mis id6neo para su aislamiento



TABLA 1 GRUPO1

LECTURAS Y PUNTO DE CORTE -

FACTOR DE L.

NUMERO DE |
MUESTRAS 1"LEC. P.C. 2'LEC BC, - 1°FAC. 2FAC.
L : 0210 .0.183 0257 0.235 115 109
L 0229 0217 033 0310 106 108
TLXV 0269 0183 - - 147 - -
© LoV 0725 0240 0670 0225 303 298
XXV 0253 0240 0236 0225 105 105
LXKV 0376 0.240 0356 0225 157 158
LXXIX
LXXX
TOTAL (8) 6 146207




TABLA 2 GRUPO2

. NUMERO DE LECTURAS Y PUNTO DE CORTE. - . FACTOR DE Lt
MUESTRAS 1°LEC. P.C. 2°LEC.P.C. " 1FAC.: 2°FAC,

I 0334 0307 0241 0235

v 0345 0307 - - ‘ :
XIX 033 0307 0331 0235 109 141 .
XXV 0225 0217 0248 0241 104103 -
XXVIIE 0222 0217 0250 0.241 B 1.62? 104
XXXI0 0227 0217 0241 0241 105 100
XXXV0 0294 0163 0470 0.183 . 161 z’.’§7
XXX 0395 0307 - - 129 .
XLVI1 0257 0235 0462 0261 109 177
L 0263 0235 0237 0235 112 101
LXXIV 0207 0189 - - 110 -
I .. 0207 0241 0216 0307 082 070

_ TOTAL (12) - 0275+ 006 0299009 1,12:0.1 12805



" 'TABLA 3 GRUPO3

'NUMERO DE
'MUESTRAS

. -LECTURA Y PUNTO DE CORTE
-~ 1°LEC. P.C. 2°LEC. P.C.

FACTORDEL -~
- 1°FAC.". 2°FAC,

INFECEN

0187 0230 0169 0.230

074 062

T ToTAL60)

0.167 0230 0230 0230

0177 £ 001 0199 £0.04 -

T 070 065

072401 069:03




. APENDICE A _
PARAMETROS OBTENIDOS POR LA MEDIA (X) DE
LOS FACTORES DE CADA GRUPO, ASI COMO, DE

: LOS FACTORES 1° Y 2°

a).- Xgrupo 1y2 + 2D vs. Xgrupo 3
Rgrupo 1y2= 1.29 & 1.05 vs. Rgrupo 3= 0.71 + 0.46
b).- Xgrupo 1 + 2D vs. Xgrupo 2 = 2D vs, Xgrupo 3 % 2D
Xgrupo 1= 1.54 £ 1.33 vs, Xgrupo 2= 119 £ 0.77
Rgrupo 1= 1.54 133 vs. Xgrupo 3= 071 + 0.46
Rgrupo 2= 1.19 £ 0.77 vs. Xgrupo 3= 0.71 + 0.46
¢).- X1°fac, vs. R2°fac. para cada grupo,
GRUPO 1
R1°fac.= 142 = 137 vs. X2°fac.= 1,46 = 1,40
GRUPO 2
X1°fac.= 112 t 0.37 vs. R2°fac.= 1.28 + 1.13
GRUPO 3
X1°fac.= 0.72 £ 0.29 vs. X2°fac.= 0.69 + 0.66
d).- Xgral. 1°fac. + 2D vs. Xgral. 2°fac. & 2D
Xgral. 1°fac.= 0.85 + 0.68 vs. Xgral. 2°fac.= 090 + - 1.06
ANALISIS DE VARIANZA :
p < 0.000001 hay diferencia
T-student para los tres grupos
T-student grupo 1y2  p= (.15 No hay diferencia
T-student grupo 1y3  p < 0.000001 Si hay diferencia
T-student grupo 2y3  p < 0.000001 Si hay diferencia
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APENDICE B

CULTIVO

+ 8 14
ELISA

- 0] 58

PARA ELISA -

§= —————'x 100 = 100% .

‘8-+.0

58 pd
———— x 100 = B0.5%
58°+ 14 ,

8

VPP= ————— % 100 = 36%
B+ 14

58
VPN~ ————— x 100 = 100%
58 + 0

PARA CULTIVO

8
§= ———— x 100 = 36%
8+ 14

58 .
E= ————— x 100 = 100%
58 + 0

L8 ,, Gl
VPP= —-——— x 100 =:100%
T84+ 0 S =y

s o
VPN= ~—————— x 100 '=-B80.5%
: 58 + 14 B e



APENDICE C

PROPORCION DE ACUERDOS PARA DOS METODOS EN LA POBLACION

( ELISA Y CULTIVO )

$i la proporcién de acuerdos entre los dos métodos es de al

rnenos del 80% (0.80).
Se tiene que:
Ho: p = 0.80 wvs. Ha: p < 0.80

La Ho se rechasari si (a + d) <K

bonde K es una constante que depende de la probabilidad de

error tipo I.

K= -1.64 V1/80 0.8(1-0.8) + 0.8 =0.797

(a + d) = 0.825 que es mayor que 0.797 por lo que no se

rechaza la Ho por lo tanto nos8 indica que hay evidencia afavor de

que p = 0,80

MEDIDA DE ASOCIACION EN DOS METODO (T)

T= 2 (0.1 + 0.725) ~1 = 0.65

g8+ 0
PREVALENCIA= —————— = x°1
8 4+ 14 +70 458"
B +58
EXACTITUD=

8+ 14.+0 58

{ M DIRE
B\



APENDICE D
COMPARACION DE ELISA ¥ CULTIVO CON DIAGNOSTICO CLINICO

DIAGNOSTICO DIAGKOSTICO
+ -
+ -

+ 19 {3 SUSRR BY: B N5

- ;.571’ 8 ; .
VPN= ~————m g 100 - 98\
.57 * 1 .

- 30



G Gf;iﬁgd 1 Actividad enzimdtica-peroxidasa
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Grdtico 2 Actividad dptimo de la peroxidosa en ELISA acoplada con
IgG—ontiBCG
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Gréfica 3 Diferencia entre grupos
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Grdfica 4 Comparacién enire grupos en base al
factor de lectura

a4l
3= 1
a“"‘ L ]
- X . .
B - g
| [ i1

Grupo| Grupo 2 Grupo 3



MUESTRA DE LCR
w5000l restante o ¢y [ s A

PROCEDIMIENTO EN CONDICIONES C UL T 1V O
ESTERILES

El 1iquido se separd con ==

jeringa, +

Se agrega [gG anti-BCG para 1a
Se pasa atraves del filtro formacibn de la fase solida.

con membrana de 0.45mmc.

Se flamean 1as pinzas y i
se destapa el filtro.

Se toma la membrana con las
pinzas.

Se-coloca la membrana en
el medio de cultivo.

Zona sensibilizada se agrega LCR
para formar el complejo inmune.

agrega BSA factor V al 1% -eeae
{bloqueo).

2ona bloqueada se agrega conju-
gado.

[EI A) complejo innune formado se -

Se incuba a 37°C con flujo O
de €0z N

7T Formacién del doble sandwich,
[¥9%]  se agrega OPD.

[XXE]  Se agrega HpS04 IN.
had Leer 2 492 nm.
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