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INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es un problema de salud pablica
mundial, pero de especial interés en palses en vias de
desarrollo.

El diagnéstico de esta enfermedad, puede ser
diffcil, tanto por los problemas técnicos del cultivo y
aislamiento del agente etiolégico, como por la
heterogeneidad de los ©6rganos y tejidos afectados en
diferentes pacientes en estudio.

La localizacién de la infeccién por Y. tuberculosis
en sitios como el sistema nervioso central y la cavidad
pleural o articular, pueden hacer dificil la obtencién de
las muestras biol6gicas y su estudio posterior. Por otra
parte, no siempre se tieng acceso a pruebas de laboratorio
de alta sensibilidad y especificidad.

La deteccién de anticuerpos contra varios
componentes de M, tuberculosis, as{ como la identificacién
de los antigenos de este agente etiolégico, se han estudiado
mediante diversos métodos de laboratorio de reciente
implementacién como el radioinmunoanilisis o 1la prueba
inmunoenzim&tica (ELISA), con el fin de mejorar la
especificidad y sensibilidad. Sin embargo, atn siguen siendo
Gtiles, otros métodos de identifiracién para el diagnéstico
de la enfermedad, como la agqlu~inacién, inmunodifusién y
contrainmunoelectroforesis.

La aglutinacién se puede realizar con diversos
soportes como sepharosa, 14tex, eritrocitos de carnero o
bentonita, los cuales permiten 1la identificacién de
anticuerpos y diversos antigenos de M, tuberculosis de una

manera ripida. Estas técnicas han favorecido el diagnéstico



precisc de la enfermedad y con ello se ha logrado confirmar
la presencia de TB, estudiando tanto el suero como diversos
liquidos corpeorales de enfermos con esta intfeccién.

Una de las variantes de la técnica de aglutinacién
o= la que se realiza con la cepa Cowan-I de S. aureus (SAC-
1), la cual se ha denominado coaglutinacién. Esta técnica ha
resultado relativamente f&cil de realizar, ya que el
material e infraestructura requeridos estan al alcance de
préacticamente cualquier laboratoric y ha sido de gran
utilidad para el diagnéstico de diversas enfermedades
infecclosas, afreciendo como ventajas una correcta
identificacién Y caracterizacién de los antigenos
especificos. Por otro lado, su proceso lleva un tiempo
minimo, teniendo con esto acceso a una prueba rapida, de
alta sensibilidad y especificidad, con la cual se puede
confirmar el diagnéstico con la ayuda de la identificacién
antigénica del agente etioclégico, en conjunte con el cuadro

clinicce, funcional, radiolégico y patolégico.



OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo, fue implementar una
técnica de coaglutinacibn, para la deteccién de
lipoarabinomanano (LAM) en muestras de suero de pacientes
~on TR, y establecer su utilidad en el diagndstico de esta
patologia. Para ello, se aprovecho la ventaja de la alta
afinidad de la proteina A por la fraccién Fc de la IgG y el
uso de anticuerpos especificos contra LAM, en combinacién
con un procedimiento de precipitacién, para evitar la
interferencia y reacciones inespecificas, que pueden ocurrir

en otras pruebas.

HIPOTESIS DE TRABAJO

La hipétesis de este trabajo fue que el SAC-I
constituye un soporte que puede ser ampliamente utilizado
mediante la sensibilizacidén con anticuerpos policlonales
monoespecificos que permitan determinar antigenos
micobacterianos, usando un sistema simple de aglutinacién en
combinacién con un procedimiento de precipitacién de la
muestra biolégica para obtener un método de alta

sensibilidad y especificidad.



DATOS8 HISBTORICOS

La nocién de la TB como una entidad clinica infecto-
contagiosa, ampliamente difundida y grave se remonta a
varios siglos.

Los primeros datos que permitieron reconocer a la
TB, como un problema de salud publica y eventualmente como
una enfermedad infecciosa surgen probablemente en el siglo
XIX, cuando se fortalecié 1la idea de que diversas
enfermedades gue tenian brotes epidémicos, estaban
relacionadas con agentes transmisibles.

La demostracidén de una causa bacteriana en algunas
de estas enfermedades como el cdlera, la fiebre amarilla y
la fiebre tifoidea, apoyaron este hecho. Interesantemente,
en esta época la TB contrastd con estas enfermedades agudas
y epidémicas, ya que su cardcter transmisible no resultd
evidente en un principio.

Las caracteristicas que ubicaron a la TB como una
enfermedad infecto-contagiosa se establecieron por primera
vez en 1868, cuando Villemin logrd generar una enfermedad
semejante a la TB humana, mediante la inyeccién experimental
del material de lesiones tuberculosas del hombre a conejos.

En el siglo XIX la frecuencia de la TB aumentd a
causa de las implicaciones socio-econémicas de la revolucién
industrial y paralelamente se identificé la gran diversidad
de manifestaciones «clinicas, tales como las 1lesiones
cavitarias en los pulmones Yy los pequefos nddulos
granulomatosos localizados en diferentes odrganos, que
Laennec reconocié como partes de un mismo proceso,

La causa de estas lesiones granulomatosas no se

aclaré hasta que Koch en 1882, descubrié el bacilo



tuberculoso humano. Paralelamente, su trabajo sobre este
microorganismo constituyd una impresionante evidencia de los
criterios que él mismo habia sefialado como bases firmes para
considerar a un microorganismo como agente etioldgico de una
enfermedad infecciosa, conocidos desde entonces como
"postulados de Koch'".

Desde su descripcién inicial, la TB es una de las
enfermedades infecciosas c¢ue ha sido objeto de numerosos
estudios, no sélo por ser una causa importante de morbilidad
prolongada y muerte, sino por su alta frecuencia, que afecta
generalmente a un gran porcentaje de la poblacién en 1la
etapa de mayor vitalidad y productividad (1,62,65).

El uso de los métodos de diagnéstico de tipo
inmunolégico para esta enfermedad comienza en 1898, cuando
Arloing desarroclla una prueba de aglutinacién usando
muestras de sueros de pacientes con TB pulmonar. Estos
estudios mostraron que el 57% de los especimenes resultaron
positivos mientras que sélo el 11% de los sueros controles
provenientes de pacientes con otras afecciones pulmonares
tuvieron este resultado. A pesar de que no se proporcionan
detalles técnicos suficientes en el desarrollo de este
procedimiento, la importancia de esta técnica fué gque su
realizacién precedidé a la identificacién del bacilo de Koch

como la causa de la TB.



EPIDEMIOLOGIA

La TB es una entermedad infecto~contagiosa de
distribucidn mundial (17,46,66), Su prevalencia actual
supera los 30 millones de casos activos y se ha calculado
una incidencia de 10 millones de casos nuevos en el mundo.
Ademds, produce al menos 3 millones de decesos anuales. Las
zonas endémicas por excelencia‘ se encuentran en Asia,
Africa, Oceanfia y América Latina (17,68).

En los paises en vias de desarrollo y ain en los
desarrollados, sigue constituyendo un problema de salud por
su alta frecuencia y mortalidad. De hecho, esta enfermedad
es 3 veces mas comin en los palses en vias de desarrcllo
(38,48,63,64), mientras que en Europa se ha considerado que
la TB afecta el 30% de la poblacidn adulta (17).

La TB en México ha sido uno de 1los principales
problemas de salud durante varias décadas. Las tasas de
morbilidad y mortalidad eran extremadamente altas antes de
la década de los cuarenta, pero éstas han disminuido
gradualmente en los dltimos 50 afios, a partir de 1la
introduccidén de la vacuna con el bacilo de Calmette-Guérin
(BCG), asil como de la mejorfa del nivel de vida de 1la
poblacién y el acceso a un tratamiento especifico (23,45).

En cuanto a los estudios de laboratorio, algunas
evidencias destacan la importancia de la deteccién de TB,
Por ejemplo, el 92.5% de los casos de TB se identificaron
por algin método de laboratorio, destacando las
baciloscopias con un 91.5%, Por otro lado, s6lo el 7.3% de
los casos carecia de confirmacién por laberatorioc.

Algunas cifras que destacan la importancia de la TB

en México, son que hasta el afio de 1980, esta infeccién



constituyd la décima primera causa de decesos teniendo una
tasa de mortalidad del 1.5% del total de las defunciones.
Por otra parte, en el periodo comprendido entre 1980 a 1988,
la tasa de casos conocidos de TB fluctud entre 16 a 19 por
cada 100,000 habitantes, en tanto que el nGmero de casos
nuevos por cada defuncidn varié de 2 a 3 seqglin la fuente de
notificacién, a pesar de que la relacién debié ser de 6 a 8
casos nuevos por cada defuncién de acuerdo con la situacién
epidemiolégica en México (38). Finalmente, 1la incidencia
para 1992 en nuestro pais se ha calculado en 12.7 casos por
cada 100,000 habitantes (72).

La relevancia de la TB pulmonar es evidente al
encontrar que esta localizacién representa el 88.9% del
total de los casos con esta enfermedad (19,35,72). El uso
inadecuado de la quimioterapia ha incrementado la frecuencia
de infeccién por TB en la poblacién abierta en un 14% vy
otros estudios han sefialado, que la prevalencia de 1la
infeccidén dentro de los vacunados se ha elevado en personas
entre los 30 y 40 afios de edad (37,44,70).

Este padecimiento afecta por igual al sexo masculino
y femenino y ocurre précticamente en cualquier edad. Sin
embargo, la poblacién infantil y los ancianos‘son algunos de
los grupos mds afectados, especialmente en los paises en
desarrollo donde se ha reportado que los nifios estdn
expuestos al contagio desde el nacimiento y durante la
infancia. (72). En 1los nifios, la infeccién se presenta
especialmente entre el primer mes de vida y los 3 afios de
edad. De los 13 a los 27 afos es mds frecuente en las
mujeres Yy de los 57 afos en adelante, es mias comin en los

hombres (60,72)
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La incidencia de la enfermedad es mas elevada en los
grupos socliales menos favorecidos, que viven en condiciones
socioecondmicas muy bajas y con escasa atencién médica (25).
Adicionalmente, existen diversos factores que elevan el
riesgo para el desarrollo de 1la infeccidn, como 1los
antecedentes de desnutricién, inmunodeficiencias congénitas
o el déficit de la respuesta inmune inducida por 1la
administracién de corticoesteroides y medicamentos
citotéxicos. La presencia de diabetes mellitus, céncer y
otras enfermedades que pueden abatir la inmunidad celular,
también constituyen factores predisponentes de gran
relevancia y en ocasiones pueden dificultar el diagnéstico
de TB y elevar el costo de los programas de control (26,33).

La aparicién reciente del sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA), constituye uno de los
factores mas importantes de riesgo (6,7,47,56,67). Las
evidencias actuales indican gque el incremento del SIDA
produce una reactivacidn de la TB primaria, asi como una
elevacidn en la frecuencia de reinfecciones fimicas. De
hecho, la probabilidad de que 1los pacientes con SIDA
contraigan TB es relativamente alta, en comparacién con
aguéllos enfermos que tienen TB y que son susceptibles de

contraer el SIDA (3,71).



TUBERCULOSIS PULMONAR Y EXTRAPULMONAR

La TB puede afectar practicamente cualquier érgano o
tejido, pero el compromiso pulmonar es el mas comin,
constituyendo el 88.9% de todas las formas de la enfermedad.

El 11.1% de los casos se ha sido clasificado como TB
extrapulmonar. En este Gltimo grupo se encuentran la
enfermedad que afecta al aparato genitourinario y 1la
meningitis tuberculosa, constituyendo el 40.6 y 40.2%,
respectivamente, del total de los casos con compromiso
extrapulmonar. La TB intestinal y la que afecta a los
ganglios mesentéricos ocurren en el 13.6%. La TB ésea y
articular, se presentan comunmente en nifios y constituyen el
3.5% de los casos de presentacién extrapulmonar (65,72).

M. tuberculosis es la causa principal de la TB en el
hombre, pero en ocasiones también pueden producirla las
micobacterias atipicas como M. homminis y M. africanum,
denomindndose en estos casos TB atipica,

La probabilidad de adquirir la infecci6én a nivel del
tracto respiratorio est& determinada especialmente por la
cantidad de bacilos captados del medio ambiente, 1lo cual
depende de diversos factores de riesgo, como las
caracteristicas del paclente y la influencia del &mbito que
le rodea. Asi se ha demostrado, que la promiscuidad, el
detrimento en las condiciones de salud y los procesos que
deprimen la capacidad inmune, sor particularmente relevantes
y promueven el desarrollo de esta infeccién.

besde el punto de vista clinico, 1los sintomas
dependerdn del sitio afectado. En la TB pulmonar, se
presenta frecuentemente tos con expectoracién hemoptoica,

disnea, fiebre, pérdida de peso y ataque al estado general,
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as{ como imagenes radiogrdficas gque van desde un infiltrado
intersticial hasta cavitaciones.

En ocasiones se presentan algunos tipos especiales
de la enfermedad, como la que afecta directamente la pleura
y el pericardio. En estas entidades se ha reportado que la
infeccién puede tener su origen en un foco primario en
cualquier localizacién, pero frecuentemente surgen a partir
de una infeccién inicial en el parénquima pulmonar. La
infeccién por diseminacién contigua o por via
linfohematdgena a superficies serosas, da lugar a la TB
pleural, que se manifiesta usualmente con derrame.

La TB miliar es otra forma de presentacién de esta
enfermedad, en la que existe un compromiso parenquimatoso y
el cuadro clinico puede ser menos profuso, al grado que en
ocasiones s6lo se le detecta por las imdgenes radiolégicas
que se caracterizan por un infiltrado intersticial difuso.

Recientemente se ha encontrado que la infeccién por
micobacterias atipicas tiene alta prevalencia en pacientes
con SIDA, cuyo estado de supresién inmune favorece una
persistencia intracelular de M. tuberculosis en los
macréfagos, haciendo uso de sus mecanismos de evasién, como
los inhibidores de la fusién del fagosoma-lisosoma, o 1la
resistencia a enzimas lisosomales y metabolitos oxigenados
(8,17,39).



CRITERIOS DE DIAGNOSTICO

Para realizar el diagnéstico de TB se han empleado
muy diversos parametros, tanto clinicos y bacterioldgicos,
como radioldégicos e inmunolégicos.

La identificacién de los criterios de diagnéstico de
la I'B y su utilidad han evolucionado a través de los afos,
en forma paralela al avance de los métodos de deteccidn de
esta infeccién,

En un inicio se empleaba el examen fisico,
inspeccionando cuidadosamente los signos de la enfermedad,
tal como lo practicaban los médicos a principios del siglo
XVII. Posteriormente surgieron la percusién preconizada por
Avenbrugger en 1761 y la auscultacién con estetoscopio
iniciada por Laennec en 1815. MAas tarde se .emplearon la
termometria clinica introducida por Wunderlunch en 1869; los
rayos X de Roetgen en 1895, y el empleo del broncoscopio de
Killan en 1898.

Ademds de las carateristicas clinicas, radiolégicas,
y funcionales, el diagndéstico de este padecimiento se puede
realizar por estudios de 1laboratorio de muy diversas
maneras, dependiendo de los métodos accesibles en cada
centro hospitalario.

La inspeccién microscépicia del material sospechoso
como el esputo y la inoculacién ue muestras bliolégicas en
animales fue iniciada por Koch en 1882 y la prueba de 1la
tuberculina fue introducida por el mismo autor en 1910,
Posteriormente surgieron distintas técnicas de laboratorio,
todas ellas basadas en la identificacién del agente
infeccioso o en el reconocimiento de sus antigenos.

Actualmente, gran parte de este armamento

13



diagnéstico se sigue empleando para la identificacién o
bisqueda constante y sistematica de la invasién por el
bacilo tuberculoso.

Estos estudios se realizan de preferencia en
pacientes con manifestaciones sugerentes de la enfermedad, y
particularmente en quienes presentan tos crédnica con
expectoracién y que pertenecen a las poblaciones de alto
riesgo.

Desde el punto de vista bacteriolé6gico el método de
laboratorio mas importante es el cultivo de expectoraciédn en
medio de Lowenstein-Jensen, que es especifico para el
aislamiento de M. tuberculosis. Esta prueba puede realizarse
en esputo o en otras muestras biolégicas como el liguido
pleural o sinovial y aGn en orina. La sensibilidad de este
método para el diagnéstico de TB pulmonar se acerca al 100%,
siempre y cuando existan suficientes microorganismos en la
nuestra biolégica que permitan su desarrollo ip vitro, pero
tiene la desventaja de que se requieren largos perfodos para
el desarrollo microbiano.

Otro de los métodos bacteriolégicos para el
diagnéstico 1lo constituye 1la blsqueda de bacilos &cido
alcohol resistentes (BAAR), también llamada baciloscopia, la
cual es una de las técnicas actuales mis usadas para el
diagnéstico de TB pulmonar. Recientemente se ha demostrado
que la sensibilidad de la bacilcscopia en expectoracién es
de un 75%, mientras que presenta un 25% de pruebas falsas
negativas, En contraste, en algunas formas de TB como la
meningea y pleural, la sensibilidad de esta prueba es menor
del 50% (31,61).

Algunas pruebas como la intradermorreaccién con PPD,

14
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han sido muy Gtiles tanto en estudios epidemiolégicos como
en el diagnéstico individual de pacientes «con TB,
especialmente en la fase de actividad clinica (2,15,39). La
especificidad de esta prueba es alta en paises que muestran
una baja prevalencia de la enfermedad, pero su utilidad
desciende en &reas con altas tasas de infeccién. Por ello,
esta prueba no es del todo Gtil, al menos en algunos paises,
ya que se ha estimado que alrededor de un 39% de los casos
con TB en el mundo corresponden a una enfermedad activa
(2,39,59).

Recientemente, ha surgido una enorme diversidad de
técnicas inmunolégicas que permiten identificar tanto la
presencia de los anticuerpos, como la existencia de
antigenos de M. tuberculosis. Algunos de estos mé&todos de
alta sensiblidad y especificidad se han incorporado como
criterjios de diagnéstico de TB. Dentro de los métodos
inmunolégicos denominados tradicionales se encuentran la
innunodifusién, contrainmunoelectroforesis (CIE),
inmunofluorescencia, inhibicién competitiva, y aglutinacién,
que son empleados para detectar directamente a los antigenos
de M. tuberculosis. Desafortunadamente, no todos ellos han
tenido una difusién amplia, debido a que tienen diferente
sensibilidad y algunos requieren de una interpretacién
subjetiva.

En la dltima década, los estudios m&s importantes

que han permitido detectar la presencia de reacciones

antigeno-anticuerpo, incluyendo desde luego, las
relacionadas con M. tuberculosis, incluyen 1las pruebas
inmuncenzimiticas (ELISA), la nefelometria, el

radioinmuncandlisis (RIA) y respuesta celular
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(11,13,22,30,41)., Esto ha permitido detectar con mayor
certeza la incidencia y prevalencia de la TB en poblaciones
de alto riesgo, por lo que se han incorporado cada vez con
mayor firmeza como criterios para el diagnéstico de esta
patologia.

En el cuadro 1 se describen algunas de las
diferencias que se han encontrado en las técnicas mias
comines para la deteccidén de antigenos de micobacteria en
diferentes muestras biolégicas. Todas ellas se han utilizado
por las ventajas que ofrecen, como son el alto grado de
sensibilidad y especificidad. Sin embargo, algunos de los
inconvenientes de ciertas técnicas como el
radioinmunoensayo, que incluyen su costo elevado y la
necesidad de una infraestructura de laboratorio amplia y
sofisticada para su adecuada realizacién, hacen dificil su
empleo rutinario (11,12,22,30).

Finalmente, dentro de los métodos de laboratorio no
tradicionales, que cada vez cobran mayor relevancia en el
diagnéstico y que se han aplicado en la identificacién de TB
se encuentran 1las técnicas instrumentales; como 1la

radiometria, cromatografia de gases y espectrofotometria.
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CUADRO 1. SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD ENTRE DIVERSOS
METODOS DE LABORATORIO EN LA DETERMINACION DE ANTIGENOS DE
Mycobacterium tuberculosjis USANDO DIFERENTES MUESTRAS

BIOLOGICAS

METODO SENSIBILIDAD ESPECIFICIDAD TIPO DE
MUESTRA

3
RIA 77 ND Suero
ELISA 45 ND Suero
ELISA 60 80 Expectoracién
Aglutinacién® 96 99 LCR#
ELISA 70 98 LCR#%#%
* Litex

*+Iiquido cefalorraquideo



18

CARACTERISTICAS DE Mycobacterium tuberculosis Y BUS
ANTIGENOS

Caracteristicas generales

En los tejidos, M. tuberculosis se presenta en forma
de un bacilo delgado ligeramente curvo con una longitud de 2
ad4pyde 0.2 a 0.5 u de ancho. El aspecto de estos bacilos
puede ser uniforme, aunque en ocasiones lo tienen
arrosariado, con vacuolas no tehidas y distribuidas
irreqgularmente © con prominencias ligeramente teifiidas
(5,29,62,69). Al observar estas bacterias en cultivo pueden
presentarse formas cocoides o filamentosas, y las cepas
difieren en cuanto a su tendencia a crecer como células
aisladas o©o como largos agregados trenzados, 1llamados
“cordones de serpentinas",

La pared del bacilo tuberculoso generalmente es
gruesa y frecuentemente muestra grandes mesosomas laminares
que estén constituidos por lipidos, proteinas y
polisacaridos (5,17,62,70). También pueden observarse
granulos de glucdégeno y cuerpos de polimetafosfato
(volutina), los cuales se tifien metacromdticamente con los
colorantes catiénicos.

Por otro lado, es evidente que la pared de todas las
micobacterias incluyendo a M. tuberculosis, poseen el mismo
tipo de capa basal glucopeptidica, lo que 1las distingue
claramente de otros tipos de agentes infecciosos. Ademis,
esto les da la propiedad de formar esferoplastos cuando se
tratan con lisozima en medios de alta molaridad
(5,39,53,62).

Algunas caracteristicas interesantes in vitro son,

que M. tuberculosis es un agente aerobio estricto que tiene



la capacidad de desarrollarse en medios de cultivo simples
en los gque usan glicerol como fuente de carbono y sales
aménicas como fuente de nitrégeno. Usualmente se reguiere de
un medio al gque se le adiciona asparagina o una mezcla de
aminodcidos para estimular el crecimiento e incrementar su
velocidad de replicacioén

En medio ligquido, la bacteria crece en forma de
agregados adherentes formando una pelicula sobre la
superficle. La adicién de detergentes no iénicos como el
Tween-80, permite que las células se desarrollen en forma

dispersa (35,62).

Antigenos

Los primeros intentos por reconocer los antigenos
especificos de M. tuberculosis, se remontan a los estudios
de Koch, quien trabajé inicialmente con un extracto de
cultivo del bacilo tuberculoso, mediante procedimientos de
desnaturalizacién, con el objeto de eliminar algunos
componentes proteicos.

A partir de estos trabajos, se ha demostrado que M.
tuberculosis posee diversas fracciones quimicas, cuyas
caracterlisticas difieren en relaci6tn a su composicién,
disposicién Yy contenido en diferentes organelos
subcelulares. El conocimiento de .tos antigenos no s6lo ha
permitido tener una nocién m&s :lara sobre los mecanismos
patogénicos que generan al dafie tisular de la TB, siho que
su aplicacién en el diagnéstico especifico de esta infeccién
ha tenide gran aceptacién.

El uso de la tuberculina, iniciado en el afio de 1910

(42), fue uno de los primeros hechos que puso en evidencia

-



20

que el empleo y estudio de los antigenos de M. tuberculosis
eran importantes en el diagnéstico. La aplicacién de esta
prueba mediante la aplicacién del PPD, distinguia a los
pacientes con infeccién o contacto con la micobacteria, 1lo
cual se denomindé como "fendémeno de Koch" (15,17).

Posteriormente se inicié la identificacién de los
antigenos micobacterianos en extractos de microorganismos
inactivados, como la cepa H37Rv, Esto dié como resultado el
reconocimiento de al menos 11 antigenos diferentes en la
década de los setenta, inicidndose asi, el estudio sobre las
especificidades antigénicas que distinguian ° a M.
tyberculosis de otras micobacterias.

Paralelamente a estos estudios, se efectuaron
algunos intentos limitados para analizar y clasificar los
bacilos tuberculosos en relacién con su estructura
antigénica, El antigeno proteico causante de la
hipersensibilidad a 1la tuberculina se 1localizé en una
fraccién antigénica de la pared celular. Mis adelante, se
observé la aparicién de anticuerpos frente a la fraccién
fosfadtida, pero los anticuerpos frente a los lipidos de
estas micobacterias, en general, fueron poco estudiadas.
También se logré generar la produccién de anticuerpos frente
a los polisacdridos en animales infectados con bacilos
tuberculosos vivos o muertos por calor, pero no se explicé
la respuesta ante el polisacirido aislado. La observacién de
que el bacilo intacto adsorbia los anticuerpos
antipolisacdrido, permitié establecer que estos antigenos,
sin duda, se hallaban situados en la superficie celular
(21,39).



Lipidos

La caracteristica mas sorprendente que presentan las
micobacterias es su alto contenido de 1lipidos en la pared
celular, constituyendo el 60% del peso seco. Estos
componentes se encuentran unidos en gran proporcién a
proteinas y polisacdridos formando las lipoprotelnas y los
glicolibidos, que se hallan en la parte externa de la pared
bacteriana.

El alto contenido de 1lipidos en la pared de ¥,
tuberculosis explica el caricter hidrofébico de estas
células, que se muestra por su tendencia a adherirse unas a
otras durante su crecimiento en medio acuoso y desarrollarse
en la capa superficial. Estos componentes contribuyen
también a la lentitud de su crecimiento, ya gue dificultan
el paso de nutrientes al interior de la célula. Adends,
puede explicar la relativa impermeabilidad a los colorantes,
la resistencia a &cidos y A4lcalis, la resistencia a la
digestién intracelular y a la actividad bactericida de los
macréfagos, asl como al efecto de los anticuerpos vy
complemento. Finalmente, 1los 1lipidos parecen ser los
responsables de las reacciones tisulares generadas por el

bacilo, como la formacién de granulomas (15,21,62).

Polisacéridos

Estos son los component s mis abundantes en 1los
filtrados y extractos de micobacterias.

La discusién sobre la clasificacién de los
polisacdridos ha derivado en diferentes estudios de egtos
componentes. Gran parte de estas molé&culas como el glucano,

manano, arabinogalactano y arabinomanano se encuentran
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unidos gquimicamente con lipidos presentes en la pared
bacteriana. Los compuestos mas simples incluyen hexosas,
pentosas, manosas, inositol, galactosa y arabinosa entre
otros (28). Estos carbohidratos puros son probablemente
inertes pero al combinarse con proteinas y otras moléculas
pueden mostrar propiedades antigénicas (15,52,57).

Inicialmente Daniel y Todd, describieron una
distribucién limitada de algunos antigenos denominados "5
yS~Japdn", gue se han incluido dentro del grupo conocido
con el nombre de polisacadrido I. MAs adelante, con el empleo
de extractos de M. tuberculosis y M. bovis, y con el uso de
la contrainmunoelectroforesis (CIE), se lograron separar Yy
clasificar més de 40 componentes antigénicos (15,36,52). Su
caracterizacidén como arabinomanano y arabinogalactano, se
logro ma&s tarde. Estos ultimos se han clasificado dentro de
la fraccién denominada polisacérido I y estdn claramente
separados del grupo de polisacAiridos II
(glucanomacromolecular) y de las fracciones proteicas A,B y
C de Seibert.

El andlisis cuidadosoc con concanavalina A, también
ha demostrado 3 polisaclridos usando un filtrado de cultivo
de M. tuberculosis, mediante precipitacién directa y un
método de cromatografia de afinidad. Estos estudios
revelaron que la concanavalina A reaccionaba con
polisacdridos de alta, y mediana afinidad y un tercer
componente gue no presentaba reaccién alguna y que ademis
de ser el de mayor peso molecular era muy similar al
polisacérido II o de Seibert (5,8).

La participacidén de la mayoria de los polisacdridos

en la patogénia de la TB es incierta. Sin embargo, se ha

«



sugerido que un componente de la pared celular de la
micobacteria como la cera D, la cual estd formada por un
complejo acido micdlico-arabinogalactano, es la responsable
de la reaccién inmune humoral en la TB. También se ha
encontrado que estos polisacdridos pueden inducir
hipersensibilidad de tipo inmediato e interferir en algunas
reacciones antigeno anticuerpo en algunas condiciones j[n
vitro (10,40,62),

Durante la investigacién de la actividad bioldgica
de algqunos carbohidratos de M. tuberculosis, se logrd
observar que el D-arabino-D~galactano, el «cual es un
constituyente de la pared celular, es el polisacdrido de
mayor antigenicidad y que el D-arabino-D-manano ocupa el
segundo lugar en cuanto a esta capacidad antigénica. Por
dltimo, se ha descrito que este Gltimo polisacdrido estéd
presente en la fraccién soluble de las micobacterias y que
el péptidoglicano, junto con el arabinogalactano forman
parte de los factores que influyen en la virulencia de M.

tuberculosis (5,8,17,40).

Otro tipo de polisacédridos

Lipoarabinomanano

El compuesto denominado LAM, es un
lipofosfopolisacarido que se encuentra con gran abundancia
en la pared celular de diferentes especies de micobacterias.
Este constituye el carbohidrato miAs inmunogénico, siendo el
responsable de la reactividad humoral en el suero de
pacientes con M, tuberculosis y M. leprae.

Daniel aisld por primera ocasién el LAM, a partir

de M. leprae. Su andlisis fisicoquimico mostrdé que esta
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constituido por 2 componentes principales. El1 arabinomanano
cuyo peso molecular es de 10,000 d y los mananos que tienen
un peso de 74,000 d (15).

La purificacién del LAM de M. tuberculosis en su
forma nativa mostré gran similitud cc el de M, leprae.
Estudios adicionales permitieron evaluar la presencia de
anticuerpos especificos y probar la eficiencia de este
antigeno en el diagndstico serolégico de lepra, observando
resultados que aportaron una alta sensibilidad Y
especificidad.

La identificacién de los anticuerpos anti-LAM, ha
mostrado un alto grado de sensibilidad y especificidad en
TB, comparable a la frecuencia de estudios previos usando
otros antigenos micobacterianos purificados. El1 hallazgo
positivo de estos anticuerpos ha constituido una prueba Gtil
para detectar a pacientes con TB, a pesar de que existen
algunos falsos positivos encontrados en pacientes con
Histoplasma capsulatum, asi como en paracoccidiodomicosis
(52).

Fraccidén proteica

Las proteinas son componentes poco abundantes en M,
tuberculosis, constituyendo menos del 3% del peso seco y la
mayoria de ellas se encuentran unidas a lipidos. De manera
interesante, estas caracteristicas les confieren diferentes
propiedades. Asi, las lipoproteinas tienen la capacidad de
disparar la respuesta celular, provocando una prueba de
tuberculina positiva. Adem&s, estos compuestos inducen la
produccién de diversos anticuerpos, que se han empleado para
fines diagnésticos (53,54). Por ello, estas fracciones

proteicas son las responsables principales de la generacién
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de la respuesta inmune humoral durante la enfermedad

(10,15,52).

Acidos micélicos

En las bacterias se han encontrado una gran variedad
de acidos grasos y entre ellos los &cidos micdlicos parecen
ser exclusivos de la pared de Mycobacteria, Nocardia Yy
Corynebacterjum (10).

Los 4cidos micdlicos son 4dcidos grasos grandes,
saturados, ramificados en la posicién alfa-alquil y beta-
hidroxil, que se encuentran en la cera D y en los
glicolipidos. Una molécula de arabinogalactano se une
covalentemente al peptidoglicano y con alrededor de 30
residuos de 4cidos micdlicos, formando un puente entre 1la
capa rigida del exterior y las capas lipofilicas de la pared

micobacteriana (5,70).

Factores de virulencia

Diversos estudios realizados con M. tuberculosis han
demostrado que este agente infeccioso posee distintos
factores de virulencia que le confieren la capacidad de
incrementar su infectividad, patogenicidad e inmunogenicidad
(8).

Dentro de estos factores de virulencia se encuentra
el factor corddn. Este componente bacteriano fue extraido
por Bloch, a partir de una cepa patogénica de M.

tuberculosis empleando éter de petrdleo. Los resultados

iniciales de dicho autor, mostraron que esta molécula era la
causante del <crecimiento de la bacteria en forma de

serpentinas en medio liquido, durante una de las fases de
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proliferacién relacionadas con la virulencia. Al estudiar la
composicién de este factor, se determind que se encuentra
constituido por el micésido 6,6’-~dimicoliltrealosa (8).

Algunas evidenclas que relacionan claramente a este
compuesto con la virulencia de la bacteria son las
siguientes: El1 factor cordén es abundante en las cepas
virulentas y también es responsable de 1la fase de
crecimiento que caracteriza a esta propiedad. Los ratones
son protegidos de la infeccién mediante la inmunizacién con
una mezcla de factor cordén y albfimina sérica bévina (BSA)
metilada que bloguea su efecto, o bien, por |una
transferencia pasiva de suero de conejo conteniendo
anticuerpos anti-factor cordén, Adicionalmente, la
administracién subcuté&nea de 10 g de este factor es letal
para los ratones no protegidos.

Los efectos patogénicos y de toxicidad del factor
cordén se han relacionado con alteraciones a nivel de las
enzimas microsomales, mitocondrias y el metabolismo de los
lipidos en el higado. Ademds, es un componente téxico gque
inhibe la migracién de los polimorfonucleares jn vitro y
estimula la formacidén de granulomas.

El micdésido de alto peso molecular es otro factor
de virulencia. Aunque se encuentra clasificado entre 1las
ceras D, no es unha cera verdadera, ya que contiene A4cidos
mic6licos y glucopéptidos. Estos compuestos han sido
extraldos aparentemente de la capa basal de la pared de la
micobacteria y contienen aminodcidos caracteristicos de esta
estructura unidos a polimeros de hexosa y hexosamina
(14,59). Algunas de sus propiedades son las sigulientes: Una

mezcla de cera D y proteina del bacilo tuberculoso induce
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hipersensibilidad de tipo retardado a 1la tuberculina,

~ mientras que la proteina sola es debilmente inmunogénica. Es

interesante, que en una emulsidén con cualquier antigeno, la
cera D incrementa su inmunogenicidad

Los sulfitidos también actian como factores de
virulencia. Estos componentes son lisosomotrépicos para los
macréfagos e inhiben la fusién fagosomal previniendo 1la
degradacién del bacilo (17,39). Ademds, tienen la propiedad
de incrementar la toxicidad del factor cordén, constituyendo
mecanismos de evasién de la bacteria, que pueden permitir
que la enfermedad progrese,

La inhibicién inicial en la fusién del fagolisosoma
inducida por los sulfatidos, ocasiona que 1la bacteria
persista y se desarrolle, Como consecuencia, la poblacién
bacteriana se incrementa y se produce mds factor cordén y

sulfatidos que contribuyen a la destruccién tisular.
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AGLUTINACION

La aglutinacidn, se puede definir como una reaccién
de neutralizacién antigeno-anticuerpo, 1la cual se hace
visible formande un aglomerado de particulas de latex o
células, gque hacen las funciones de un soporte. Para su
realizacién, a veces se requiere de la presencia de un
acarreador que magnifica la reaccidén antigeno-anticuerpo y
permite su deteccién visual en placa o en tubo, o incluso
mediante algunos instrumentos especiales de medicién, como
el espectrofotdmetro, turbidimetro, o un lector de
particulas.

Las pruebas de aglutinacién se han empleado durante
muchos afios, y siguen constituyendo técnicas importantes en
el diagnéstico de diversas enfermedades, tanto infecciosas,
como en otros tipos de procesos patolégicos.

La aglutinacién se puede realizar mediante diversos
soportes, gque se han dividido en biolégicos e inertes.
Dentro de los primeros destacan los eritrocitos de carnero y
la cepa Cowan-I de S. aureus y entre los inertes se
encuentran la sepharosa, el latex vy la Dbentonita
(4,9,34,43,50).

En un 1inicio, la aplicacién de 1las técnicas de
aglutinacién era 1limitada. En algunas de ellas se podian
emplear s6lo alqunos tipo de proteinas como la albmina y
la IgG, que eran fdciles de unir al litex. MAs adelante, se
usaron reactivos como la carbodimida o el bromuro de
cianégeno, que permitieron expander 1la posibilidad de
acoplar diferentes tipos de moléculas y ampliar la utilidad
de los sistemas de aglutinacién, especialmente con soportes

inertes.



La aglutinacién con eritrocitos de carnere, ha
permitido detectar anticuerpos contra muy distintos
antigenos, que se pueden acoplar a este acarreador mediante
el empleo de diferentes reactivos, como el &cido tanico,
cloruro de cromo o glutaraldehido,

Recientemente, han surgido una multitud de cambios
en las técnicas de aglutinacién, mediante la optimizacién y
modificacién de los diversos compuestos que se usan como
soportes,

El empleo de particulas uniformes de poliestirenoc de
0.1 s ha permitido incrementar la sensibilidad de estas
técnicas, que en general no excedian el limite de deteccién
de 1 pug/ml., Esto ha facilitado 1la determinacién de
concentraciones de hasta 10 ng de antigeno o anticuerpo. Las
modificaciones de otras caracteristicas de los acarreadores,
como el acoplamiento de marcadores coloridos, o enzim&ticos,
en conjunto con el disefio de lectores especiales, ha hecho
posible que la aglutinacién con latex y con otros soportes
sean pruebas cuantitativas y altamente especificas.

Desde el punto de vista del antigeno, el
conocimiento de sus caracteristicas fisicogquimicas permitié
desde el inicio de 1las pruebas de aglutinacién acaplar
diferentes epitopes a diferentes soportes, como fue el caso
de los polisacadridos que se unian directamente al eritrocito
de carnero. Posteriormente 8- ha descrito que 1la
modificacién de algunas propiedades de los antigenos, como
la sustitucién o incorporacién de haptenos o grupos DNP,
favorecen la unién de distintas proteinas al liatex y a otros
acarreadores.,

Los métodos de aglutinacién se han empleado en
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pruebas tan diversas, como la identificacién del factor
reumatoide, tipificacién de grupos sanguineos, o la
presencia de anticuerpos contra diferentes antigenos de
origen infeccioso. La identificacién de antigenos
bacterianos especificos mediante la aglutinacién, se han
usado en forma mis reciente vy en ocasiones han
complementado, o incluso desplazado el estudio aislado de
los anticuerpos (11,15,34,55).

La aplicacién de 1los ensayos de aglutinacién en
procesos infecciosos ha sido tan importante, que la lista de
infecciones en que se ha empleado supera media centena de
entidades clinicas, También son de utilidad para 1la
titulacién de anticuerpos y en algunos ensayos de
inhibicién, como las pruebas de embarazo.

Adem&s de las caracteristicas intrinsecas del
antigeno y del soporte, se han estudiado constantemente las
condiciones 6ptimas para los ensayos de aglutinacién. Las
diferencias en el pH, osmolaridad, y concentracién iénica,
asi como la presencia de reactivos como el EDTA, modifican
sustancialmente las reacciones de aglutinacidén, por lo que
su uso adecuado, es muy importante (34,51).

La coaglutinacién se define con este nombre cuando
Sse emplea la cepa Cowan~-I de S, ureys como soporte. La
implementacién de esta técnica se “ogré en forma paralela a
la demostracién de la utilidad c..inica de diversas pruebas
de aglutinacién, haciendo uso de partfculas inertes como es
el 1latex, o de otros soportes biolégicos, como los
eritrocitos de carnero.

El estudio de varias cepas de S, gureus coagulasa

positiva, mostré que de entre ellas, la Cowan I, presentaba
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en la pared una gran cantidad de un compuesto que tenia la
capacidad de causar una reaccién de precipitacién con gamma-
globulinas humanas normales y con el suero normal de cobayo.
Este compuesto se denomindé proteina A, cuyo anilisis reveld
gue estructuralmente consistia de una cadena polipeptidica
simple con peso molecular de 42,000 d, que no contiene
cantidades significativas de carbohidratos (24)., Su
caracteristica mas relevante fue la propiedad de
interaccionar con gran afinidad con la regién constante de
varias formas de inmunoglobulinas de la clase IgG, como los
tipos 1, 2 y 4 de mamiferos (24,43).

Inicialmente se supuso que la proteina A reaccionaba
con los anticuerpos producidos por un estimulo con un
antigeno especifico, y se considerd como una reaccién
antigeno-anticuerpoe. Sin embargo, Forsgren y Sjéquist
encontraron que estas reacciones ocurrian a través de los
fragmentos Fc de las inmunoglobulinas, motivo por el cual
fueron denominadas seudorreacciones (24,58).

En el sistema de coaglutinacidn, el anticuerpo se
une a la proteina A de la bacteria y se genera el reactivo o
soporte de la aglutinacién (18,34). Durante la interaccién
de la proteina A con la fraccién Fc, se deja libre 1la
fraccién Fab, que estid directamente implicada en el
reconocimiento antigénico. De esta manera, el empleo de la
cepa Cowan-I de S. aureus tiene la ventaja de no interferir
en la reaccidn especifica antigeno-anticuerpo.

La aplicacién de los estudios de aglutinacién en TB
se remontan a la década de los setenta, cuando se encontré
que un antigeno denominado proteina tuberculosa, podia ser

acoplado al latex, y que esta prueba de aglutinacién parecia
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indicar el grado de progresién de la enfermedad, ya que se
incrementaba o disminufa en forma paralela a la fase de
actividad de la enfermedad (32,49). A partir de entonces la
coaqlutinacidn se ha aplicado ampliamente en diversos
procesos infecciosos diferentes a TB y ha mostrado ser un
método rapido y de gran apoyo en el diagnéstico clinico
(18,34).

Al realizar el @estudio de aglutinacién, es
importante de considerar, que 1las caracteristicas del
paciente con TB pueden influir en los resultados de esta
prueba de laboratorio. Existen diversas variables, que
parecen modificar de manera importante el nivel de
anticuerpos contra M. tuperculosis y sus antigenos
especificos. Se ha observado que conforme avanza la
enfermedad el titulo de anticuerpos se incrementa al usar
algunas pruebas de aglutinacioén.

Esta variacidén de los anticuerpos y especialmente
del nivel antigénico de M. tuberculosis durante las fases
activas o de remisién de la enfermedad, ha contribuido con
datos adicionales para identificar diferentes formas de
expresion clinica y serolégica de la TB. Ademds, 1la
deteccién de antigenos proteicos especificos de 1la
micobacteria en muestras clinicas, es de gran trascendencia
ya que puede simplificar el diagndstico de ésta y otras
enfermedades con alta prevalencia, como las infecciones por

estreptococe o salmonela entre otras (18,20,27,49).
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MATERIAL ¥ METODOS

Material

a) Material

Tubos de ensayo de vidrio

Tubos cénicos de polipropileno de 50 ml
(Costar, USA)

Pipetas serolégicas de vidrio (Pyrex)
Placas de vidrio con excavaciones

Vasos de precipitado de vidrio (Pyrex)
Vasos de precipitado de plastico (Nalgene)
Tubos Eppendorf

Matraz Erlenmeyer de vidrio (Pyrex)

cajas petri (Pyrex)

Gendarmes

Pipetas automiaticas (Gilson)

Pipeta multicanal (Tittertek)

Aplicadores

Placas de poliestireno (Nunc Rosklide, Danemark)
Columna de plastico (Nalgene)

Jeringas de insulina (Plastipack)

Jeringas de plédstico desechables (5,10,20 ml)
(Plastipack)

b) Reactivos

Etanol (Merck)

Fenol (Merck)

Formaldehido (Merck)

Adyuvante de Freund (Sigma Co, USA)
Albimina bovina fraccién V (Sigma co, USA)

Anticuerpo Dbiotinilado anti-IgG de conejo (ICN
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ImmuncoBiologicals)

Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS)
PBS~Tween-20 al 0.05% (Sigma Co, USA)
Estreptoavidin-peroxidasa (Sigma Co, USA)
Proteina A (Pharmacia)

Amortiguador de citratos (0.1 M, pH 5.0)
Sepharosa 4B con proteina A (Pharmacia)
Biotina (Sigma Co, USA)

EDTA (Merck)

c) Equipe

Espectrofotémetro para placas de ELISA (Minireader
II), (Dynatech).

Agitador rotatorio
Potenciémetro (Beckman)
Centrifuga refrigerada (Beckman)
Microcentrifuga (Beckman)
Mechero Bunsen

Campana de flujo laminar (Vecco)
Estufa de incubacién (Napco)
Reloj de intervalos

Bomba peristdltica (Pharmacia)

Pacientes

Se incluyeron un total de 246 muestras que se
dividieron en 6 grupos, de acuerdo al tipo de pacientes en
estudio:

Grupo I: 63 pacientes con TB pulmonar definitiva en

periode de actividad, con BAAR y cultive positivos en

expectoracidn.



Grupo II: 19 pacientes con TB pulmonar con cultivo
positivo para M. tuperculosis en expectoracién, y serologia
positiva para HIV.

Grupo III: 10 casos con enfermedad pulmonar, en los
que se documenté la presencia de M, avium.

Grupo IV: 32 enfermos HIV positivos, sin TB.

Grupo V: 60 pacientes con otra patologia pulmonar
diferente a TB, la cual se excluyéd mediante evaluacién
clinica, radiolégica y estudio microbiolégico.

Grupo VI: 62 controles clinicamente sanos, gquienes
se estudiaron y captaron en el banco de sangre del Instituto

Nacional de Enfermedades Respiratorias.

Metodologia

Obtencién del anticuerpo anti-LAM

Este anticuerpo se obtuvo a partir de la
inmunizacién de conejos Nueva Zelanda Blancos (NZW) de 6
semanas de edad. El antigeno administrade consistid® de un
extracto de M, tuberculosis de la cepa H37Rv, que se tratéd
inicialmente con fenol al 10% y posteriormente se gsometié a
sonicacién.

El proceso de inmunizacién se realizé durante 7
semanas por via intramuscular con adyuvante incompleto de
Freund (Sigma Co. USA) a upa dor .; de 3 mg/ml, seguido por
la administracién intravencsa de 1 mg/ml del mismo extracto
durante 5 semanas. Al término del procedimiento de
inmunizacién, se obtuvo la muestra de sangre de estos
conejos mediante puncién cardfaca y se procedié a
centrifugar para separar el suero, el cual se almacené en

alicuotas que se mantuvieron en congelacién a -20°C, hasta
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su utilizacién posterior.

Titulacidén del anticuerpo anti~-LAM

Este procedimiento se llevé a cabo sensibilizando
placas de poliestireno (Nunc Rosklide, Danemark) con 1 ug/ml
de LAM puro en amortiguador de carbonatos (0.05 M, pH 9.6).
Posteriormente se bloguearon los sitios inespecificos con
BSA fraccién V (Sigma Co, USA) a una concentracién del 1%.

El suero de los conejos inmunizados se colocd en las
placas usando diluciones sucesivas de 1:100 hasta 1:128,000,
Posteriormente se procedié a lavar los pozos con PBS-Tween-
20 al 0.05% y en seguida se incubd un anticuerpo biotinilado
anti-IgG de conejo (ICN, ImmunoBiologicals). La dilucién
éptima recomendada de este anticuerpo fue de 1:1,000. Este
preparado se incubdé por una hora a 37°C y posteriormente se
adicioné estreptoavidina-peroxidasa (Sigma Co, USA) a una
dilucidén de 1:1,000. Al cabo de una hora de incubacién a
37°C se lavé S5 veces con PBS-Tween~20 y se procedié a
raevelar con ortofenilendiamina a una concentracién de 4
mg/ml dilufida en un amortiguador de citratos (0.1 M, pH
5.0). La densidad optica en este sistema de ELISA se leyb en
un espectofotdédmetro para placas de 96 pozos (Minireader II,
Dynatech) .

Con estos ensayos se logr6 demostrar que el método
de inmunizacidn gque se utilizé fue el 6&ptimo, obteniendo un
titulo de los anticuerpos de 1:32,000.

Una vezZ obtenido el suero del conejo inmunizado se
procedid a recuperar la IgG mediante una columna de afinidad
con sepharosa 4B activada, a la gue se acopld previamente

proteina A (Pharmacia).



Este procedimiento <consistié en la incubacién del
suero durante 2 h a temperatura ambiente (TA) y la
recirculacién de este preparado durante 24 h a 4°C para
capturar el maximo de inmunoglebulinas. La IgG que se unié a
la columna se eluyé con una solucién de glicina~HCl (0.1 M,
pH 2.8) y las fracciones se colectaron en volGmenes de 1 ml,
neutralizando el pH con una solucién amortiguadora de Tris
(0.5 M, pH 8.0). La densidad éptica (D.0O.) obtenida en el
espectrofotémetro a 280 nm se encontré en el rango 0.784 a
2.195.

A los anticuerpos purificados se les determiné la
concentracién de proteinas por el método de Lowry (Anexo I).
El titulo de 1la IgG recuperada fue de 1:16,000, por el
método de ELISA.

Especificidad de los anticuerpos anti-LANM

Para identificar la  especificidad de estos
anticuerpos anti-micobacteria se decidi® realizar un método
de ELISA y emplear un marcaje con biotina (Sigma Co. USA).
Para ello se utilizd una fraccién de los anticuerpos anti-
LAM purificados mediante la columna de sepharosa 4B con
proteina A, para conjugarse a biotina (Anexo I).

La especificidad del anticuerpo contra LAM se
demostré mediante una técnica de .L1SA. En este sistema se
utilizé LAM puro (donado generosamente por el Dr. Patrick
Brennan, del Departamento de Microbiologia de la Universidad
de Colorado. UsA) (52), el cual se diluyd en un amortiguador
de carbonates (0.1 M, pH 9.6) a una concentracién de 1
pg/ml. Este preparadc se incubS durante 12 h a 4°C.
Posteriormente se bloqueé con 1% de BSA (Sigma Co, USA) y se
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adiciond el anticuerpo anti-LAM previamente marcado con
biotina. En seguida se agregd estreptoavidina-peroxidasa y
se procedidé a revelar con ortofenilendiamina.

El blogqueo de la reaccién se realizé con &cido
sulfurico 2.5 N y la lectura de esta prueba de ELISA se
realizd en un espectrofotdmetro para placas de 96 pozos
(Dynatech) .

Purificacidén de LAM

A partir de los anticuerpos anti~LAM obtenidos
mediante la inmunizacidn en conejos, se prepard una columna
de afinidad con sepharosa 4B activada comercial (Sigma Co,
USA), a la cual se acoplaron 10 mg del anticuerpo anti-LAM
previamente separado en la columna de sepharosa 4B con
proteina A,

Para purificar el antigeno, se recirculd un suero
positivo para LAM previamente conocido, cuya determinacién
se confirmé por coaglutinacién y la prueba de ELISA. Al
término de esta incubacidn se lavd la columna y una vez
obtenidas lecturas de D.O. menores de 0.001, a 280 nm, se
procedié a obtener las fracciones de LAM mediante el
tratamiento con una solucién de glicina-HCl. Una vez
obtenido este preparado se dializé extensamente en contra de
amortiguador de fosfatos (PBS) (0.1 M, pH 7.2) y la fraccién
de LAM se determiné mediante los métodos de aglutinacién y
ELISA.

Obtencién de cepa Cowan-I de Staphylococcus gsureus
(8AC-I).

Se obtuvo la cepa Cowan~I de S. ayreus (donado

generosamente por el Dr. Samuel Ponce de Lebn, del Instituto
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Nacional de la Nutricién "Salvador 2ubiran").

El cultivo se realizé a partir de una colonia
contenida en medio de conservacién de caldo tioglicolato.
Para ello se procedid a colocarla en un medio de gelosa
sangre (Sigma Co, USA) sembrando por el método de estria,
Degpués de su incubacién a 37°C durante 24 h se tomd una
segunda colonia y se llevdé a un medio liquido de infusién
cerebro corazén (BHI) (Sigma Co, USA), en el cual se mantuvo
durante 24 h a 37°C, Posteriormente se transladé a un medio
s6lido de Mueller Hinton y se incub® durante 72 h a 37°C,
Una vez gue se obtuve el miximo de crecimiento se
recolectaron las colonias empleando PBS (0.1 M, pH 7.2)
previamente esterilizado mediante autoclave. La suspensién
del SAC-I se lavé 2 veces con 7 ml de PBS y se recolectd en
un tubo cénico de 50 ml (Costar, USA).

La inactivacién del SAC-I se realizdé mediante 1la
incubacidén en bafio marfa a 96°C durante 20 minutos, seguido
de un proceso de enfriamiento ripido al chorro da agua. Este
preparado se centrifugé a 7,000 x g durante 20 wminutos a
4°C. Posteriormente se procedié a lavar 3 veces con PBS
estéril y se le adiciond PBS-formaldehido al 0.5%, con el
cual se incubé a TA durante una hora. Una vez obtenida esta
suspensién se lavd 3 veces con PBS a TA y se ajustd a una
concentracién del 10% peso=-volu :n (27), conservando esta
nuestra con azida de sodio ai 0.,01% y manteniendo en
refrigeracién a 4°C.

Sensibilizacién del BAC-I

Este procedimiento se basé en el método de Edward y
Larson (20). Para ello, se tomaron 500 il de la suspensién

de SAC-I al 10% y 200 pl del anticuerpe previamente
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purificado a unha concentracién de 2 mg/ml. Esta mezcla se
incubd durante 3 h a 37°C en agitacién constante y al
término de este paso se procedié a lavar 3 veces con PBS,
resuspendiendo al final en 1 ml de PBS con 0.01% de azida de
sodio,

Para verificar que la sensibilizaci6tn fuera 1la
adecuada, se incubaron 10 ul del SAC-I sensibilizado, con
100 ng de LAM puro, valorando con ello la presencia de una
prueba de aglutinacién positiva. De la misma forma se
prepararon controles negativos del sistema, adicionando 200
sl de IgG normal de conejo y 200 ul de PBS con BSA, los
cuales se enfrentaron con 100 ng de LAM puro, produciendo
una aglutinacién negativa. E1l SAC-I sensibilizado se
almacend a 4°C, hasta su empleo en el ensayo de
coaglutinacién.

Estos experimentos que se realizaron, confirmaron
que con 100 pl de la suspensidén del SAC-I al 10% se captaron
entre 10 a 15 ug del anticuerpo, lo que coincide con los

datos de otros autores.

Ensayo de coaglutinacion

Este método se realizé de acuerdo a la descripcién
de Doskeland (18).

Para ello, partimos de 100 ul de suero no
decomplementado, con el cual se procedié a obtener un
precipitado adicionando 80 pul de EDTA disédico (0.1 M)
(Merck), seguido por una incubacién en ebullicién en bafio
marfa durante 3 minutos. Posteriormente se realizé una
centrifugacién (1,500 x g) durante 8 minutos.

El sobrenadante se precipité 2 veces m&s mediante la



adicison de etanol a una concentracién final del 70%. Después
de su enfriamiento, se centrifugé a 1,500 x g durante 8
minutos, para posteriormente resuspender el precipitado en
80 ul de PBS (0.01 M, pH 7.2). Esta muestra se utilizé
inmediatamente o se almacend en congelacién (-70°) hasta 8
dfas sin afectar la determinacién de LAM.

La presencia de LAM se detectd incubando 10 ul del
suero problema previamente tratado, con 10 ul del SAC-I
sensibilizado, en presencia de una solucién de PBS~BSA
fraccién V (Sigma Co. USA) al 3%. Este preparado se incubé
en una placa de pozos excavados agitando suavemente durante
15 minutos a TA.

La lectura de 1la aglutinacibn se realizé mediante
una comparacién con una curva de concentracién conocida de
LAM puro, incluyendo niveles entre 25 a 100 ng/ml en cada
experimento.

En este ensayo se emplearon tanto los sueros
problemas como los controles internos de cada muestra. Por
una parte se empleS el SAC-I sensibilizado con 1IgG
hiperinmune, SAC~I con IgG de conejo normal, asi como SAC-I
con PBS conteniendo BSA al 3% y el suero diluido en PBS,
para apreciar la posible aglutinacién producida por 1a

propia muestra,
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La interpretacién de la pmieba se realizé por crucesl

de acuerdo a la intensidad de aglitinacién que se obtuvo con
concentraciones conocidas de LAM puro, considerando un
resultado positivo de una cruz a la aglutinacién producida
por 25 ng de LAM, dos cruces al correspondiente a 50 ng y
tres cruces al equivalente a 100 ng del antigeno puro. Para

evaluar la concentracién de LAM en las muestras, asi como de
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los controles positivo y negativo, se procedié segGn el

cuadro siguiente:

CUADRO 2. ESQUEMA DE LA REALIZACION DE LA COAGLUTINACION E
INTERPRETACION SEMICUANTITATIVA USANDO UNA CURVA CON
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE LAM PURO

LAM* IgG** DIL Ag LECTURA
(ng) Bl
100 10 50 10 ++4
50 10 50 10 ++
25 10 50 10 +
<25 10 50 10 Neg
* LAM puro

** IgG de conejo
DIL: Diluyente
Neg: negativo

Deteccién de LAM por la prueba de ELISA
Adem&s de la coaglutinacién, los sueros de este
estudio se probaron también por la técnica de ELISA con la

finalidad de verificar si los resultados que se obtuvieron
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por coaglutinacién mostraban alguna relacién con otra
técnica de alta sensibilidad.

El método de ELISA consistié en la sensibilizacién
de placas de poliestireno (Nunc, Rosklide. Danemark) con 4
Lg/ml del anticuerpo purificado en conejos, en amortiguador
de carbonatos (0.1 M, pH 9.6). La incubacién se realizd
durante 24 h a 4°C., Posteriormente se blogued con BSA al 1%
durante 12 h a 4°C. En seguida se procedi® a adicionar los
sueros previamente tratados y diluidos apropiadamente en
PBS-Tween al 0.05% y se incubaron durante una hora a 37°C.
Después se adiciond el anticuerpo anti-LAM, previamente
marcado con bjiotina. Ma&s adelante se lavd 5 veces Yy se
adiciond ortofenilendiamina, para evidenclar 1la reaccién
enzimitica.

El blogueo de la reaccién enzimitica se realizé
mediante la adicién de &cido sulfirico 2.5 N. La densidad
6ptica se determindé en un lector para microplacas
(Minireader II, Dynatech) a una D.0. de 490 nm. Las lecturas
superiores a la media +2 D.E. de 1los controles se

consideraron positivas,

Aplicacién de los métodos de coaglutinacién y RLISA
en otras muestras biolégicas

En este estudio se lograrci obtener 51 muestras de
lavado bronquiocalveolar (LBA) mediante broncoscopia.
Veintisiete de estos lavado se obtuvieron de pacientes con
TB pulmonar y 24 muestras correspondieron al grupo control,
el cual incluyé a otras enfermedades pulmonares diferentes a
TB. También se estudiaron 6 muestras de 1liquido

cefalorraquideo obtenidas por puncién lumbar, asi como una
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nuestra de orina.

La determinacién de LAM en estos especimenes se
realizé mediante el sistema de coaglutinacién y la prueba de
ELISA. Las muestras de LBA y LCR se precipitaron de la misma
manera que los sueros, mientras que la muestra de orina se
concentré previamente y posteriormente se realizé el proceso

de precipitacién.

Andlisis de resultados

Los datos entre los pacientes con TB y los controles
se compararon estadisticamente mediante las pruebas de
varianza, x2, Fisher y "t" de Student.

Los cdlculos respectivos, se realizaron mediante el
empleo de programas estadisticos, que se han aplicado
especialmente para evaluar parametros biomédicos (Epistat y

Statgraphics),

Evaluacién de las técnicas de coaglutinacién y ELIBA
La evaluacién de la utilidad de 1la coaglutinacién
como método de diagnéstico en TB se realizé wmediante 1la
estimacién de 1los siguientes pardmetros: sensibilidad,
especificidad y eficiencia, asi como valor predictivo

positivo y negativo (16).
Sensibilidad. Esta se define como la capacidad de la
prueba para identificar correctamente a todos loe pacientes

enfermos.

sensibilidad = VP X 100

VP + FN
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Especificidad. Este parametro se define como 1la
capacidad de la prueba para identificar correctamente a

todos los pacientes no enfermos,

especificidad = YN X 100
VN + FP

Eficiencia, Esta medida indica el porcentaje de
pacientes correctamente clasificados por la prueba (enfermos

y no enfermos).

eficiencia = VP + VN X 100
( VP + FP + FN + VN )

Valor predictivo positivo. Es la medida que estima
qué tan frecuente la prueba es correcta cuando el resultado
es positivo.

valor predictivo
positivo = VP+FP
VP
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Valor predictivo negativo. Este valor indica qué
tan a menudo la prueba es incorrecta cuando el resultado es

negativo.

valor predictivo

negativo = FN+VN
VN
Donde:
VP = Verdadero positive
VN = Verdadero negativo
FN = Falso negativo
FP = Falso pesitivo

Adicionalmente, en la prueba de ELISA se evaluaron

las variaciones intraensayo e interensayo.



RESULTADOS Y ANALISIS

Titulacién y especificidad del anticuerpo anti~-LAM ¥y
obtencién de la fraccidn IgG

El esquema de inmunizacién que se realizd permitid
optimizar, tanto nuestros métodos de obtencién y rendimiento
de los anticuerpos, como asegurar una excelente
especificidad.

En primer lugar, 1la obtencién de los anticuerpos
anti-LAM fue sumamente efectiva obteniendo titulos altos,
tanto con el suero total de los conejos, como con la
fraccién IgG obtenida por cromatografia.

La titulacién elevada del suero total, se demostrd
mediante Ouchterlony y la prueba de ELISA. La titulacién del
anticuerpo reveld gue existia una sola banda de
precipitacién por inmunodifusidn doble y que ésta persistia
al emplear diluciones del suero original por arriba de
1:1,280. Ademas, se encontrd gque el suero hiperinmune
empleado a diluciones superiores de 1:32,000 tuvo una
reactividad especifica contra LAM, permitiendo obtener
lecturas mayores de 1.0 de D.O. en el sistema de ELISA en el
que se empled antigeno puro.

Por otro lado, se apreci® que una muestra de suero
total original y una fracecién obtenida mediante columna de
afinidad a partir de una mezcla ¢el suero hiperinmune del
conejo, revelé una unién crecien:e del suerc en placas de
poliestirenc sensibilizadas previamente con 1 ug/ml de LAM
puro. Esta determinacién se realizé con un método de ELISA
empleando un anticuerpo especifico anti-IgG de conejo
marcado con biotina (ICN, Immunobiologicals), que nos

permitié confirmar la correcta purificacién de la porcién
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IgG del anticuerpo anti-LAM.

Los resultados de este experimento se expresan en el
cuadro 3 Yy la grafica 1 donde se observa gue a mayor
dilucién del anticuerpo se encontrd menor lectura. En estos
ensayns se obtuvieron lecturas positivas, superiores a 0.5
de D.O. con diluciones de 1:16,000 y la correlacidén fue

altamente significativa con valores de r=0.819 y r=0.858

CUADRO 3. DETECCION DE LAM MEDIANTE ANTICUERPOS ESPECIFICOS
GENERADOS EN CONEJOS Y PURIFICADOS MEDIANTE COLUMNA DE

AFINIDAD

DILUCION MUESTRAS

DEL SUERO
(x103) 1% 2%

D.0. (280 nm)

1:2 2.39 2.50
1:4 1.75 1.96
1:8 1.33 1.36
1:16 0.86 0.62
1:32 0.37 0.32
1:64 0.12 0.16

4r=0.859 y 0.819 respectivamente
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GRAFICA 1
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Anticuerpos anti-LAM con antigeno puro. Sistema de deteccién con anticuerpos especificos anti-lgG
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La obtencién de la fraccién IgG con reactividad
especifica anti-LAM, se realizé a partir del suero
hiperinmune generado en conejos NBW. Esto se realizé
mediante un método de cromatografia a partir del empleo de
un inmunoadsorbente, Asi, se logrdé establecer un método de
captura de alta eficiencia al emplear una columna de
afinidad de sepharosa 4B a la que se acoplé proteina A
(Pharmacia) .

Con esta técnica se observd un rendimiento adecuado
Y una excelente purificacién de 1la fraccién IgG del
anticuerpo anti-LAM a partir del suero total obtenido de los
conejos inmunizados.

Cuando se realizé el método de separacidén por
cromatografia, a partir de la recirculacién repetida del
suero original de los conejos inmunizados, segquida por 1la
separacién del anticuerpo mediante el uso de una solucién de
glicina~HCl, se aprecié que los valores de los eluados en la
zona de maxima recuperacién variaron entre 0.8 y 1.900 de
D.0.,, mediante la lectura por espectroscopifia a 280 nm
(Cuadro 4).

En 1la grafica 2 se muestra que el patrén de
separacién fue muy similar en 4 corrimientos representativos
de este sistema de separacién por cromatografia de afinidad,
usando el suero total de los conejos inmunizados. Estos
perfiles fueron reproducibles en al menos 10 corridas
consecutivas del suero total de 2 conejos, en los que se
observé una separacién muy bien definida del pico de los

anticuerpos.



CUADRO 4. RESULTADOS DEL METODO DE SEPARACION DEL SUERO

HIPERINMUNE ANTI-LAM,

MEDIANTE COLUMNA DE AFINIDAD CON
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PROTEINA A.
MUESTRAS
FRACCIONES
1 2 3 4
D.O. (280nM)
9w 0.000 0.000 0.003 0.000
10 0.092 0.120 0.280 0.009
11 0.654 0.415 0.784 0.254
12 1.936 1.100 1.740 1.543
13 2.200 1.900 2.195 2.013
14 1.940 1.888 2.065 1.785
15 0.646 0.577 0.867 0.888
16 0.109 0.069 0.051 0.106
17 0.037 0.000 0.000 0.000

* fracciones de 1 ml
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sensibilizacién del SAC-I y optimizacidn del sistema

de coaglutinacién

Una vez obtenida la fraccién de IgG anti-LAM, se
realizé la unién de ésta al SAC-I para su empleo en el
sistema de coaglutinaciédn.

Las fracciones colectadas y utilizadas para preparar
los sistemas de coaglutinacidn fueron seleccionadas de
aquéllas gque superaron la lectura de 0.800 de D,0. durante
el procedimiento de separacién en la cromatografia de
afinidad.

La sensibilizacién del SAC-I con el anticuerpo anti-
LAM se logrd en forma 6ptima realizando una incubacién de 2
mg/ml por cada 500 pl de SAC-I al 10% de acuerdo a la
descripcién de Doskeland (18)., También se procedié a
utilizar IgG normal de conejo obtenida de la misma manera
que la hiperinmune. La sensibilidad del SAC-I con esta IgG
de control fue similar a la hiperinmune en cuanto a su
unidén, pero no mostrd resultados positivos al emplearla en
el ensayo de coaglutinacién con LAM puro en concentraciones
de 1 ng a 1 pg/ml, por lo que se considerd que la
especificidad de nuestro sistema de sensibilizacién fue la
adecuada. Ademds, los controles linternos, empleando SAC-I
diluido con PBS y el SAC-I no s’ .ibilizado con diferentes
concentraciones de LAM, no mos.raron aglutinacién alguna
(Cuadro 5).

Como se describid anteriormente, con la
concentracién preestablecida de los anticuerpos anti-LAM,
se logréd interpretar correctamente la aglutinacién. En este

proceso se emplearon de 1 a 1,000 ng de LAM puro, apreciando
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gue nuestro método fue claramente semicuantitativo entre 25
a 100 ng con lecturas positivas de una a 3 cruces,
equivalentes a 25, 50 y 100 ng de LAM puro. Al usar
concentraciones menores de 25 ng del antigeno no se
manifest® ninguna reacccién de aglutinacién y sélo al
emplear LAM a concentraciones superiores de 200 ng/ml o
arriba de este limite se detectd interferencia, observando
aglutinacidén inespecifica cuando se empledé la IgG normal no
hiperinmune. Por otra parte, al estudiar la unién de este
anticuerpo en diferentes preparados de M. tuberculosis, se
encontrd que la IgG obtenida en este trabajo mostré mayor

reactividad con PPD y menor reacciédn con BCG (Cuadro 5).

CUADRO 5. RESULTADOS DE LA COAGLUTINACION CON ANTIGENO PURO
EMPLEANDO ANTICUERPOS ANTI-LAM OBTENIDOS EN CONEJOS

LAM (ng)
<25 25 50 100 200 PPD BCG

COAGLUTINACION
IgG
anti-LAM* neg* + ++ +4+ 44+t ++ +
IgG
control neg neg neg neg * neg neg
PBS-BSA neg neg neg neg neg neg neg

*neg: negativo



Resultados en muestras biclégicas por coaglutinacién

El estudio de LAM en 1los sueros de pacientes,
empleando como curva de concentracién el antigeno puro a
diferentes diluciones, que variaron entre 25 y 100 ng
totales, revelaron resultados consistentes y reproducibles
mostrando una prueba de aglutinacién positiva que varié de
una a 3 cruces.

Al dividir a las muestras en estudio en los
diferentes grupos de pacientes con TB pulmonhar y controles,
se enconhtrd diferente porcentaje en cuanto al resultado de
la coaglutinacién, dependiendo del grado de positividad.

Al estudiar las 63 muestras de pacientes con TB
pulmonar previamente identificados mediante cultivo de
expectoracién, BAAR Yy Dpruebas bioquimicas para la
identificacién de M. tuberculosis (incluyendo niacina vy
reduccidédn de nitratos a nitritos positivas, y catalasa a
20°C positiva y a 68°C negativa, as{ como ureasa positiva y
crecimiento en la hidrazida del &cido 2 tiofeno carboxilico
(1 mg/ml), aril-sulfatasa (3 dias) negativas), se observé
positividad de coaglutinacién arriba de 25 ng en el 95,3%.
En contraste, s6lo 2 de 62 sueros normales mostraron
resultados positivos (X2=66.44, p<1x10'6). Los controles
internos con el empleo de IgG normal y el SAC-I con PBS y
BSA no revelaron aglutinacién alg

Los pacientes con pru:ba HIV+ y TB pulmonar
mostraron 16 de 19 muestras positivas arriba de 25 ng de LAM
(84.21%), en comparacién con aquellos pacientes con HIV+ sin
TB que tuvieron 28 de 32 sueros hegatives. Al estudiar 10
casos con infeccidn por M. avium se encontrd que los 10

sueros eran positivos (100%).
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Fué interesante observar, que en el grupo con
enfermedad pulmonar diferente a TB s6lo se observaron 6
casos positivos, de 1los cuales un paciente presentaba
criptococosis y otro tenia infeccién por Nogardia. S&lo uno
de los 62 casos (1.66%) con enfermedades diferentes a TB
pulmonar tenia resultados que superaron los 50 ng de LAM.

Los resultados individuales correspondientes a cada
grupo y sus concentraciones respectivas se pueden observar

en el cuadro 6.

CUADRO 6. RESULTADOS DE COAGLUTINACION DE ACUERDO A UN
METODO SEMICUANTITATIVO EN LOS DIFERENTES GRUPOS DE ESTUDIO

LAM (ng)
Grupo Dx muestras >100 50 25 <25
(n=)
I TBP 63 11 39 10 3
II TBP,HIV+ 19 3 3 10 3
III Infeccidn
(M. avium) 10 0 2 8 0
v HIV+
sin TB 32 Q 0 4 28
v Enfermedad
diferente
de TB 60 Q 1l 5 54
VI Controles

Sanos 62 0 (¢] 2 60




Con los datos anteriores, el primer objetivo fue
establecer el valor de sensibilidad mediante la comparacién
de los resultados de los pacientes con TB pulmonar probada
previamente. Este andlisis aporté cifras del 95.2% de
sensibilidad. La especificidad contra los controles normales
fue del 98.3%.

Al analizar otras caracteristicas de la prueba de
aglutinacién, se apreciaron otros datos interesantes. El
valor de la exactitud o precisidén para el sistema de
ccaglutinacién fue del 97%, El valor predictivo positivo y
el valor predictivo negativo correspondieron a 98 y 95%

respectivamente.

Caracteristicas semicuantitativas de la prueba de
coaglutinacién

La prueba de coaglutinaciédn fué claramente positiva
al observar una cruz, sin embargo, cuando se analizd su
relacidén con la curva de titulacién de LAM puro se aprecid,
que para contar con un método semicuantitativo debia
considerarse un resultado de 2 cruces. Por ello, los
resultados de coaglutinacién considerados positivos en un
ensayo semicuantitativo, fueron aquéllos superiores a 50 ng
de LAM y correspondieron a una !ectura por el sistema de
aglutinacién de 2 cruces. De ..:uerdo a este criterio se
encontrd, que de un total de 92 muestras de sueros de
pacientes con TB, 58 (63.04%) mostraron resultados
positivos,

Al clasificar en subgrupos respectivos de acuerdo a
la patologia como 1lo mwuestra el cuadro anterior, se

obtuvieron los siguientes datos para coaglutinacién: E1
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79.36% de las muestras fueron positivas en el grupo con TB
pulmonar, los pacientes con TB pulmonar y prueba de HIV+
tuvieron el 31.57% de <casos positivos, el grupo con

infeccidén por M. avium mostrd 20% de sueros positivos y las

enfernedades pulmonares diferentes de TB revelaron sdlo el
1.66% de muestras positivas.

En el grupoc total con TB, el 15.21% presentd 3
cruces, que fue el mayor nivel de antigeno detectado en este
estudio. La mayoria de estos pacientes (11/14)
correspondieron al grupo de TB pulmonar activa.

La misma tendencia se observd cuando el resultado
fue de 2 cruces (50 ng), observando que el 47.82% tenia este
nivel de LAM. Nuevamente la mayoria (39/44) correspondid al
grupo con TB pulmonar activa.

De forma interesante, los pacientes que presentaron
3 cruces fueron aquéllos que tenian una enfermedad de
reciente instauracién y con un cuadro activo de TB,
detectado clinicamente. En contraste, el mayor namero de
sueros de los grupos controles mostraron 25 o menos de 25 ng
de LAM (98.33%).

El andlisis estadistico mostrd wuna diferencia
significativa entre los pacientes con TB pulmonar y aquéllas
con TB y prueba HIV+, al compararlos con los controles
(p<1x10‘5, p<1x10~8 por las pruebas de X2 y Fisher).

Los resultados semicuantitativos individuales de la
coaglutinacidén en los difeventes dgrupos de estudio se

presentan en la figura 1,
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pacientes. Se aprecia una clara separacién entre el grupo con TBP y los controles



Resultados por coaglutinacién en muestras diluidas

Con el objeto de confirmar la utilidad de la prueba
de coaglutinacién, como un sistema semicuantitativo, se
realizaron diluciones sucesivas de los sueros. Con ello se
determine el titulo maximo en el que persistia positiva 1la
aglutinacién.

Dentro de leos hallazyos obtenidos, fue interesante
observar que un gran porcentaje de sueros del grupo de
pacientes con TB pulmenar (grupe I} persistian con
resultados positivos de coaglutinacién al diluir la muestra
problema 1:4 y 1:8. La tendencia de estos resultados era
similar, pero menos notoria en loz pacientes con TB con
prueba HIV+.

En la figura 3 se comparan tanto los resultados de
los diferentes grupos de pacientes usando las mnmuestras
directas, como las diluciones méximas a las que fueron
positivas.

Al analizar los resultados individuales se aprecié
que se logrd distinquir claramente a los enfermos con TB de
los controles sin esta enfermedad. En el grupo con TB
pulmonar y en los enfermos con TB pulmonar con prueba HIV+
se encontraron frecuentemente sueros en los que la prueba
de coaglutinacién era positiva a un dilucidén superior de 1:2
(83.3y 43.7% respectivamente).

En contraste, en los grupo. de controles estudiados,
incluyendo a 1los enfermos con otra patologia pulmonar
diferente de TB pulmonar, las muestras de pacientes con SIDA
sin TB y los sueros normales, no se observaron resultados
positivos con diluciones de 1:2 o superiores. Ademis, se

aprecié que al dividir y analizar los resultados de los
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diferentes grupos de estudio, s6lo 2 de los 10 pacientes con
TB por M. avium, que habfan mostrado resultados positivos
sin dilucién, continuaron con titulos positivos usando
diluciones del suero 1:2.

En los casos con enfermedades diferentes a TB se
encontraron sélo 6 muestras con resultados positivos usando
el suero directo, pero ninguno fue positivo con diluciones
1:2 o mayores. Adicionalmente, ninguno de 1los controles
normales mostraron pruebas positivas usando diluciones del
suero 1:2 o superiores.

Para analizar en otra forma la utilidad de nuestro
método de coaglutinacién y su valor semicuantitativo, se
tomaron como grupos representativos a los pacientes con TB
pulmonar, a los casos con TB pulmonar con prueba HIV+ y a
los sueros de los enfermos con padecimientos diferentes a TB
pulmonar. Con ello se pudo observar gue los resultados de la
coaglutinacién tenian un comportamiento que distinguia
claramente a los pacientes con TB pulmonar de los controles
sin esta enfermedad, siempre y cuando se usaran las nmuestras
diluidas,

En la figura 2 se aprecia efectivamente que el grupo
con TB pulmonar (grupo 1) comparado con las muestras de TB
pulmonar con prueba HIV+ (grupo II), y con los enfermos con
otro tipo de padecimiento respiratorio, los pacientes con
esta infecci6én mostraban frecuentemente una prueba de
coaglutinacidén positiva al emplear muestras del suero a
diluciones de 1:4 o mayores; en cambio, esto nunca ocurrid
en el grupo con enfermedades pulmonares diferentes a TB

(grupo V).
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Resultados de LAM por la pruseba de ELISBA

La técnica de ELISA presentd datos que sostienen los
hallazgos que resultaron por coaglutinacién.

Para obtener el limite de corte se obtuvo la media
+2 D.E. (0.376 de D.0.) de los 62 sueros controles obtenidos
de los donadores sanos. Sold 3 de estos sueros del grupo
control superaron este limite.

Tomando en cuenta estos datos, la prueba de ELISA
para LAM fue positiva en el 92.06% de los pacientes con TB
pulmonar en el 89.47% de los paclientes con TB pulmonar con
HIV+ y en el 80% de los casos con M. avium. En las muestras
sin TB con prueba HIV+ se encontraron resultados positivos
en el 9.37% y en las enfermedades diferentes a TB se
encontrd un 8.33% de casos con pruebas positivas. Estos
datos se muestran en la figura 3 y se comparan con los
resultados obtenidos en las muestras controles.

El método de ELISA mostréd una buena
reproducibilidad, pues se encontrd una variabilidad
intraensayo del 8.53% e intraensayo del 10.06%. Encontramos
8 pruebas falsas positivas en los 122 controles, gue
incluyeron a 62 sujetos clinicamente sanos y a 60 pacientes
con otra enfermedad diferente a TB pulmonar. En el grupo sin
TB y prueba HIV+, no se documentd la presencia de TB por
ningn otro método, y fué diri:zil establecer que el
resultado positivo de LAM se debie:a a otras infecciones por
agentes oportunistas.

La especificidad de la prueba de ELISA fue del
95,19% y la sensibilidad fue del 92.06%. Por otro lado, la
exactitud o precisién de la prueba de ELISA fue del 93%. El
valor predictivo positivo y negativo fue del 96 y 92%

Y ¥
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respectivamente. El1 andlisis estadistico, revelé que los
pacientes con TB pulmonar y los enfermos con esta enfermedad
con prueba HIV+, diferian significativamente de los sueros
normales (p<1x10'6 por "t" de Student). En cambio, 1la
comparacién entre las muestras normales y 1los grupos
controles, con prueha HIV+ y enfermedades pulmonares

diferentes a TB, no mostraron diferencias significativas.

Relacidén entre los sistemas de coaglutinacién y
ELISA

Una vez que se tuvo la sequridad que el método de
coaglutinacidn empleado era confiable Y evaluaba
semicuantitativamente la concentracién de LAM, y que el
método de ELISA detectaba eficientemente el LaM, se
establecié un indice de D.O. (I.D.Q,) dividiendo la lectura
de los sueros problema sobre un estdndar de concentracién
conocida de LAM (100 ng).

Con estos datos se analizé un grupo seleccionado de
muestras con diferentes resultados de coaglutinacién,
variando entre aquéllas muestras con menos de 25 ng y sueros
con resultados positivos en distintas diluciones (1:2u 1:4,
1:8), Yy se relacionaron con la D.O, de cada muestra. Los
resultados mostraron, que a menor dilucién del suero se
obtuvo menor D.O. Con esto se validdé el sistema de
coaglutinacién semicuantitativo, lo que permitié obtener un
estindar para evaluar la concentracién de LAM en base a un
parimetro conocido, que puede ser empleado tanto para la
realizacién en el sistema de coaglutinacién, como en 1la

prueba de ELISA.
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Comparacién entre las pruebas de coaglutinacién vy
ELISA

Para establecer cudles eran las diferencias entre la
coaglutinacién y una prueba de alta sensibilidad como la
prueba de ELISA, se compard la frecuencia de las muestras
positivas de los diferentes grupos estudiados.

Como era de esperar, la pruena de ELISA resultd ser
una técnica de mayor sensibilidad, encontrando con mayor
frecuencia muestras de sueros positivas en los grupos con
TB. Sin embargo, también se encontraron mayor nGmero de
pruebas falsas positivas en las muestras provenientes del
grupo control,

La aglutinacién y la prueba de ELISA demostraron
gran similitud en cuanto a la sensibilidad y especificidad
para la deteccidn de LAM,

Por otro lado, la identificacién de TB por M. avium
fué ligeramente mds frecuente mediante el ensayo de
coaglutinacién que con la prueba de ELISA. Los resultados
falsos positivos, ocurrieron tanto con la aglutinacién como
con la prueba de ELISA, encontrando que al menos 6 de las
122 muestras del grupo control presentaron resultados de 256
ng.

Mediante la prueba de FLI1S%:, 8 de los 122 sueros
controles revelaron pruebas positivas para LAM. Al
subdividir los sueros controles se observd que en las
muestras de los controles sanos, s6lo un suero resultd
positivo por coaglutinacién y 3 muestras fueron positivas
por el método de ELISA. Estos resultados se anotan en el

cuadro 7.
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CUADRO 7. COMPARACION DEL PORCENTAJE DE RESULTADOS POSITIVOS
PARA LAM ENTRE COAGLUTINACION Y LA PRUEBA DE ELISA

PRUEBA TBP TBP TB HIV+ Dif. CONTROLES
HIV+ M. avium s/TB TB SANOS

n=63 n=19 n=10 n=32 n=60 n=62
%
Coaglutinacidén 95.2 84,2 100 12.5 10 1.6
(25 ng)
ELISA 92,0 87.4 80 9.3 8.3 0.05

(>media +2 DE)

Aplicacién de los sistemas de coaglutinacién y ELISA
en otras muestras biolégicas .

Durante la realizacién de este trabajo se tuvo la
oportunidad de aplicar el sistema de coaglutinacién y 1la
prueba de ELISA para LAM en diferentes muestras biolbégicas
de paclientes con TB, como lavado bronquiocalveolar, liquido
cefalorraquideo y orina.

Mediante el sistema de coaglutinacién, 22 de los 27

pacientes con TB mostraron resultados positivos. Catorce de

67



ellos tenian pruebas positivas correspondientes a 25 ng de
LAM, 6 muestras fueron positivas con un nivel de 50 ng y 2
con 100 ng. Solo 12 de 24 pacientes con alteracién pulmonar
diferente de TB mostraron coaglutinacién  positiva,
observando que 10 de ellos tenfian 25 ng y solo 2 presentaron
50 ng de LAM.

El andlisis estadistico, comparando el total de
muestras positivas a partir de 25 ng de LAM, asi como con
limites superiores a 50 ng, no mostrdé diferencias
estadisticamente significativas (p=0.159 y p=5.75, por la
prueba de Fisher).

Al estudiar el LCR, s6lo uno de los 6 pacientes
tenian coaglutinacién superior a 25 ng de LAM

Por la prueba de ELISA, 17 de 1los 27 LBA de
pacientes con TB superaron la media de 1los controles,
mientras que 7 excedieron la media +2 D.E. Tres de las 6
muestras de LCR de pacientes con TB tuvieron lecturas
superiores a la media +2 D.E. de los sueros controles, que
en este caso fué el limite de corte considerado, al no
contar con muestras controles de LCR. En el cuadro 8 se
comparan los resultados obtenidos al estudiar las muestras
de LBA y LCR mediante los sistemas de coaglutinacién y
ELISA.

La comparacién de ambos r '.odos demostrd ademds, que
del total de 7 casos de LBA con coaglutinacién positiva, los
7 presentaron prueba de ELISA positiva. Fue interesante que
un paciente con TB, en quien se estudié el suero y la orina,
mostré pruebas de coaglutinacién y ELISA positivas en ambos

especimenes.
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CUADRO 8. UTILIDAD DE LA DETERMINACION DE LAM EN OTRAS
MUESTRAS BIOLOGICAS

PRUEBA POSITIVA DE LAM

LBA LCR
METODO B sin TB
(n=27) (n=24) (n=6)
Coaglutinacién 8% 2% 1
ELISA Thkw 1 kI X1 T}
* Seis muestras positivas con 50 ng, 2 con 100 ng

** Dos muestras positivas con 50 ng
**%* Superiores a la media +2 D.E. de los LBA controles

#*4* Superiores a la media +2 D.E. de los sueros controles



DISCUSION

La TB es una enfermedad altamente prevalente y
constituye un problema epidemiolégice importante,
principalmente en los paises del tercer mundo. En nuestro
medio es una de las causas mis frecuente de morbilidad y
mortalidad (17,23,45).

Una de las formas mis comines de esta enfermedad es
la infeccién 1localizada a nivel pulmonar y con menor
frecuencia se pueden encontrar la TB meningea, TB renal o la
infececién 1localizada en otros sitios, como el sistema
msculo esquelético (15,61).

A pesar de que los estudios epidemiolégicos no son
del todo completos en México, se ha estimado que la tasa de
casos conocidos de TB en nuestro medio fluctGa entre 16 a 19
por cada 100,000 habitantes y las cifras mis recientes de la
incidencia en nuestro pais se ha calculado en 12.7 casos por
cada 100,000 habitantes (38,72). Esto sustenta la enorme
importancia que tiene este problema de salud en nuestra
poblacién (1,23,35,45).

La frecuencia de la TB se encuentra claramente
relacionada con factores de riesgo que promueven su
aparicién. Las condiciones sociceconémicas y enfermedades
concomitantes, especialmente aquéllas que favorecen la
inmunosupresién, estan clara .nte asociadas con el
desarrollo o reactivacién de esta infeccién y
particularmente con la TB que afecta las vias respiratorias.
Ademds, la aparicién reciente de otros procesos como el
SIDA, ha exaltado 1la importancia de ésta y otras
enfermedades infecciosas en pacientes inmunocomprometidos
(3,71).
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Desde el descubrimiento del agente etiolégico se ha
hecho evidente el afan de contar con pruebas altamente
sensibles y especificas para el diagnéstico de TB, y este
objetivo sigue siendo en la actualidad de alta prioridad,
tanto en el laboratorio clinico, como en diversas &reas de
investigacién (9,11,13,48).

El diagnéstico de TB, como el de otras enfermedades
infecciosas, se basa tradicionalmente en el cultivo del
agente etiolégico. Sin embargo, las técnicas bacteriolégicas
presentan una serie de desventajas, cuando los
microorganismos son de lento desarrollo como M.
tuberculosis, requiriendo de tiempo prolongado para su
cultivo. Esto puede explicar que en ocasiones los resultados
pueden ser de poca utilidad en pacientes con sospecha de
infeccidén y, especialmente en aguéllos que no presentan
expectoracién, o al intentar estudiar otras muestras
biolégicas o fluidos corporales dificiles de obtener
(13,69).

La deteccidén de TB mediante estudios bacteriolégicos
requiere de 1laboratorios especiales y costesos. El
procesamiento de las muestras, el aislamiento de M.
tuberculosis y su identificacién, se realizan en &reas
especializadas con medidas de alta seguridad en el manejo de
estos agentes infecciosos altamente patégenos. Los recursos
humanos son especializados y el laboratorio cuenta
generalmente con equipo sofisticado.

Por otro lado, otros métodos de identificacién como
la bisqueda de bacilos &cido alcohol resistentes (BAAR), no
siempre son aplicables en todos les casos con TB y en

algunas condiciones han mostrado un alto porcentaje de



pruebas falsas positivas o falsas negativas (31,61).

A partir de los estudios sobre la respuesta inmune y
su relacién con las enfermedades infecciosas, se encontré
una reactividad humoral contra M. tuberculosjs y 1la
formacién de anticuerpos contra diferentes componentes de
este agente infeccioso, asi como un estado de
hipersensibilidad celular que producia esta infeccién
(2,19,41). Esto se logré poner de manifiesto al demostrar
anticuerpos especificos contra M. tubepculosis y mediante
la aplicacién de 1la tuberculina por via intradérmica
(15,39).

El avance de estos conocimientos, dié como
resultado, que cada vez con mayor frecuencia se emplearan
otros métodos de'deteccidn indirectos, especialmente de tipo
inmunolégico.

La mayoria de los ensayos actuales se basan en la
reaccién antigeno-anticuerpo, que generalmente involucra la
unién de anticuerpos especificos con diversos antigenos
micobacterianos presentes en las muestras biolégicas de los
pacientes con TB.

Durante la (ltima década se ha ampliado 1la
posibilidad de detectar a pacientes con TB, mediante 1la
implementacién de una gran variedad de estudios serolégicos.
Esto se logré mediante la ident .icacién de anticuerpos, o
el estudio de los antigenos de M. tuberculosis, y para esto
fué necesario contar con el desarrollo de métodos de alta
sensibilidad y especificidad, como las pruebas de
aglutinacién, CIE, RIA y ELISA entre otras (22,30,63).

La utilidad de la aglutinacién, se ha puesto de

manifiesto en diversos estudios que han enfatizado 1la
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utilizacién de distintos soportes, permitiendo obtener
ensayos o técnicas de alta sensibilidad y especificidad.
Algunos de estos soportes como el 1&tex, bentonita vy
sepharosa tienen la ventaja de ser inertes y relativamente
estables, una vez que se les ha acoplado un anticuerpo (4).
Esto ha ofrecido distintas ventajas como la interpretacién
facil y reproducible a simple vista, al utilizar técnicas
en las que la reaccidén de fijacién es facilmente demostrable
y los resultados pueden ser semicuantitativos (50,51).

El empleo de soportes biolégicos como 1los
eritrocitos de carnero y de otras especies, y desde luego la
cepa Cowan~-I de S, aureus, del cual deriva el nombre de
coaglutinacién, han sido muy Gtiles en la implementacién de
técnicas inmunolégicas, con 1las que se han obtenido
resultados equiparables a aquéllos en las que se emplean
soportes inertes,

Los eritrocitos de carnero pueden ser sensibilizados
con antigenos de diferente naturaleza mediante el uso de
&cldo tanico, o cloruro de cromo, debiendo establecer las
condiciones subaglutinantes para estandarizar la técnica. En
el caso de la cepa Cowan-I de S. aureus, es importante usar
anticuerpos que tengan suficiente afinidad por la proteina
A, como las inmunoglobulinas de la clase IgG (IgG; e IgGy) y
tiene la ventaja de que la falta de unién con otro tipo de
antigenos como polisacdridos, carbohidratos y otras
moléculas, evita 1la interferencia en 1la reaccién de
aglutinacién.

En este trabajo se logré implementar una técnica de
coaglutinacién de bajo costo y alta sensibilidad y
especificidad haciendo uso de la propiedad del SAC-I de



unirse en forma no covalente con la porcién Fc de las
inmunoglobulinas de la clase IgG. Esto permitié6 detectar la
presencia del antigeno LAM usando un procedimiento sencillo
en el que se sensibilizé la cepa Cowan-1 de 8., gureus y una
dosis subaglutinante de anticuerpos policlonales obtenidos
en conejos.

Los resultados de esta técnica se detectaron
mediante una reacciébn macroscépica de aglutinacién. Ademas,
tiene la ventaja de utilizar sueros precipitados y tratados
con EDTA evitando la interferencia de otros componentes de
la muestra biolégica. La lectura e interpretacién resultaron

faciles de realizar y se logré contar con una prueba
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semicuantitativa, al emplear una curva de referencia con el

antigeno LAM puro.

También se evitaron algunos problemas gque se
presentan en ofras pruebas como la CIE, ELISA o RIA,
incluyendo su alto costo, la dificultad de manejo del
material radiactivo y las posibles interferencias, al usar
una muestra de suero total.

El método empleado se compard con una técnica de
alta sensibilidad como la prueba de ELISA, encontrando que
la sensibilidad y especificidad pueden ser eqguivalentes.
Adenmd&s, la comparacién con una prueba inmunoenzim&tica,
mostrd que la coaglutinacién es ' .. método a partir del cual
se puede iniciar la estandarizacién de otras técnicas como
el propio sistema de ELISA, el RIA o la quimioluminiscencia,
permitiendo la deteccién de concentraciones muy bajas de
antigenos de M. tuberculosis.

El uso de la prueba de ELISA también nos permitid

encontrar resultados similares a los de la coaglutinacién,
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lo que sostiene gue ésta Gltima, constituye un método Gitil,
con ciertas ventajas sobre la prueba de ELISA o pruebas
comparables como el RIA (12,20,49,54), En la coaglutinacién
no se requiere de placas de poliestireno ni de antigenos o
anticuerpos marcados. Ademds, el sistema de lectura es
simple y reproducible. La prueba permitié detectar limites
de nanogramos del antigeno LAM y usar una pequefia cantidad
de la muestra problema, en forma similar a la prueba de
ELISA. Por otra parte, la estabilidad de los reactantes
biolégicos empleados en la coaglutinacién es adecuada,
particularmente si se pretenden conservar por periodos
prolongados.

En cuanto a la reaccién cruzada con antigenos de
otros agentes infecciosos o con micobacterias diferentes al
bacilo tuberculoso, se observd que el método de
coaglutinacién fue positivo en un pequefio namero de casos
con infeccién por M. gvium, sin embargo, el conjunto de las
caracteristicas clinicas, radiogr&ficas y patolégicas
pueden ayudar a definir el diagndstico preciso y las
diferencias entre estas enfermedades. Por otra parte, la
técnica aqui propuesta identificé antigenos de micobacteria
especificos, como LAM, pero su empleo es factible en otros
sistemas antigeno-anticuerpos, siempre que se cuente con
antigenos purificados apropiados, que permitan obtener una
curva de concentracién y controles positivos.

El empleo de la cepa Cowan-I de S, aureus en nuestro
sistema puede equipararse a otros ensayos biolégicos en los
que se emplea este acarreador, como en las pruebas de
complejos inmunes, 1la identificacién del factor reumatoide

Yy el uso de adsorbentes para la captura de antigenos. En
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forma interesante, su empleo en sistemas de inhibicién, asi
como en la preparacién de columnas de afinidad para la
purificacién de anticuerpos, siguen siendo igualmente
utiles.

Uno de los aspectos mds relevantes del procedimiento
de coaglutinacién fue que, en combinacién con un proceso de
precipitacién, permite el empleo de muestras biolégicas, sin
el inconveniente de interferencias que ocurren
tradicionalmente con sueros lipémicos, o por la presencia de
factor reumatoide, hipergammaglobulinemia, etc.

Adicionalmente, la coaglutinacién permitidé eliminar
algunos de los problemas gqgue presentan la mayoria de los
ensayos inmunoenzimaticos, o radiométricos de tipo
inmunolégico que generalmente involucran 1la unién de
anticuerpos marcados, como el uso de numerosos isdétopos
radioactivos que pueden utilizarse para este tipo de
ensayos. En el caso del RIA se emplean 1131, s32 Yy en las
técnicas de quimioluminiscencia se usan moléculas que emiten
luz. Sin embargo, estos métodos tienen como desventajas una
vida media limitada de algunos isdtopos, o la dificultad
para obtener los reactivos de quimioluminiscencia. Por otra
parte, en dichas pruebas se requiere generalmente de equipo
sofisticado y existe el riesgo de que el personal esté
expuesto al material radiactivo.

En cuanto al significado clinico, se aprecié que el
método de coaglutinacién fue sumamente Qtil para el
diagnéstico de diferentes grupos de pacientes con TB,
incluyendo el grupo de alto riesgo con SIDA (6,7,47,56,67).

Por lo general, el diagnéstico de TB es clinico, y

en no pocas ocasiones erréneo si no se cuenta con datos de
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apoyo mediante estudios de laboratorio. El cultivo de M,
tuberculosis, la baciloscopia y la determinacién de
anticuerpos contra los productos de este agente infeccioso
no han sido desplazados, sin embargo, cada vez con mayor
frecuencia se prefieren identificar antigenos especificos
que permitan definir con certeza la etiologia y 1la fase
clinica en la que se encuentran estos enfermos.

El empleo de la técnica de coaglutinacién para la
deteccién de LAM, puede facilitar 1la deteccién de 1los
pacientes en forma oportuna, asf como aplicar este método de
diagnéstico en otras muestras biovlégicas, como el lavado
bronquioalveolar, 1liquido cefalorraquideo y orina. Todo
esto, en conjunto, aportar& junto con otras medidas de salud
piblica, un control mas adecuado de la TB y posiblemente de
las complicaciones por esta entidad, que presentan otros
pacientes de alto riesgo (6).

Este apoyo de laboratorio puede favorecer el
tratamiento tewprano, y evitar la perpetuacién de
importantes focos de infeccién de TB en 1los casos ho
detectados. También puede eliminar el retardo en el
diagnéstico, que conlleva a una alta mortalidad en algunos
enfermos, como los nifios con meningitis tuberculosa en los
que la falta de un diagnéstico definitivo y tratamiento
oportuno puede resultar en una alta mortalidad (25).

Para enfatizar la relevancia gque tiene 1la
identificacién de 1los antigenos micobacterianos, debemos
sefialar que la deteccién de numerosos antigenos especificos
de M. leprae y de M, tuberculosis, han permitido en los
Gltimos afios, contar con pruebas con alta especificidad para

el diagnéstico de estas enfermedades. Esta utilidad se ha



extendido en estudios epidemioldégicos y a grupos de
poblacién abierta y de alto riesgo,

De los antigenos gque han demostrado poseer gran
importancia en 1la caracterizacién serolégica de 1la TB
destaca el lipofosfopolisacdrido denominado LAM. Este
componente, se encuentra en la pared de M. tuberculosjs, lo
cual lo hace accesible al contacto con la respuesta inmune
del paciente., Ademas, recientemente se ha encontrado gque es
uno de los factores de virulencia de M. tuberculosis, lo que
le confiere un posible papel patogénico.

Por todo lo anterior, es posible que el nivel
antigénico, pueda mostrar diferencias entre los grupos con
TB pulmonar, como se aprecia en los resultados, ya que el
mayor titulo de LAM se obtuvo en los pacientes con TB
activa, en comparacidén con la enfermedad en remisién. La
observacién de que la TB miliar presenté diferentes niveles
de antigeno que el resto de los pacientes con TB sostiene
esta hipétesis.

Adem&s, estos datos pueden tener una explicacién
biolégica, si tomamos en cuenta que estudios recientes han
mostrado, que entre los factores de virulencia se puede
incluir el LAM, componente gque podria estar incrementado en
la fase aguda de la TB pulmonar y que parece inhibir 1la
funcidn efectora de los macréfagos abatiendo su respuesta a
interferén y disminuyendo la p-oduccién de metabolitos
derivados del oxigeno durante la infeccién por M.
tuberculosis (57). Estos efectos de LAM pueden coexistir con
otros mecanismos de evasién y favorecer la generacién de
dafio tisular en los pacientes con TB.

Un aspecto de aplicacién clinica futura podria ser
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también 1a vigilancia del tratamiento, Ya que los nivelesg de
uberculosis

+ podrian mostrar cudles
LHdoerculosig
pacientes responden eficientemente

los antigenos de M, ¢

al tratamiento,

-
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CONCLUSIONES

La TB es un importante problema de salud en México y
su diagndéstico en el laboratorio requiere de pruebas
sensibles Yy especificas, acccesibles a todos los
laboratorios clinicos.

El sistema de coaglutinacidén mostrd ser una prueba
de bajo costo, facil de realizar y cuya lectura no requiere
de instrumentos o sistemas complicados.

El ensayo con SAC-I tiene una alta sensibilidad y
especificidad y es altamente reproducible,

Este método permite identificar el antigeno LAM en
muestras de pacientes con TB y cuantificarlo mediante la
comparaclién con concentraciones conocidas de LAM puro.

La precipitacion de las muestras de suero es un paso
relativamente simple y evita posibles interferencias que
pueden encontrarse al emplear suero total en otros métodos,

Este tipo de ensayos pueden emplearse para fines
epldemioldgicos y de diagndstico en TB.

La aplicacién de &este tipo de ensayos de
coaglutinacidén puede ser Gtil, no sblo en TB, Bino en la
deteccidn de antigenos bacterianos de otro tipo.

El estudio de LAM en muestras bioldgicas, como
lavado bronquioalveolar, 1liquide cefalorragquideo, fluido
articular y orina, puede ser de dgran utilidad en el
diagnéstico de algunos tipos de TB extrapulmonar.

La identificacién de los niveles de LAM puede ayudar
a definir la fase de actividad de la enfermedad, ya gue se
ha detectado que este compuesto es uno de los factores de

virulencia de M. tuberculosis.
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ANEXOS
Anexo 1
Preparacidén de soluciones

1. Solucién amortiguadora de carbonatos (0,05 M, pH

NagCOo3 cveessereenssl.89 g
NaHC03 loot'lool00002093g

Disolver en agua destilada y ajustar el pH antes de

aforar a 1 lt. Conservar a 4°C.

2. Solucién amortiguadora de citratos (0.1 M, pH
5.0)

CgHsNa307....... ....29.4 g

Disolver en agua destilada y ajustar el pH con A&cido

fosférico antes de aforar a 1 lt. Conservar a 4°C

3. Solucién amortiguadora de fosfatos-salina (0.1 M,
pH 7.2)

Solucién A (0.2 M)
NaHpPO4.H20... ......27.6 @

Solucién B (0.2 M)
NapHPO4 anhidro .....28.4 g

Disolver cada una de las sales en agua destilada y
aforar a 1 1t.
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Mezclar:
Solucidén Avevvveeesso 165 ml,
Solucién Bovevsoseses335 ml,

NAClivvivueernnenennea74 Q.

Agregar agua destilada y ajustar el pH con NaOH

concentrado antes de aforar a 1 lt. Conservar a TA.

4. Solucién amortiguadora de fosfatos-salina (0.01,
pH 7.2)

Hacer una dilucién 1:10 de 1la soluciédn anterior

con agua destilada y ajustar el pH. Conservar a 4°C.
5. Solucién amortiguadora de fosfatos-salina con

Tween-20 al 0.05 %.

Tomar 100 ml de la solucién 3 y adicionar agua
destilada, posteriormente agregar 500 ul de Tween-20 y

aforar a 1 1lt, ajustando antes el pH a 7.2. Conservar a
4°C,

6. Acido sulfirice 2.5 N.
HpS04 cOnc.vvvvvvve.013,.3 ml

Adiclionar lentamente en agua destilada y aforar a
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100 ml. Conservar a 4°C.

7. Solucidén amortiguadora de glicina-~HCl (0.1 M, pH
2.8)

C2H5N02 .---...-..-...7-59

Disolver en agua destilada y ajustar el pH con HCl

antes de aforar a 1 lt. Conservar a 4°C,
8. Solucién de tris (1.5 M, pH 8.0)
Tris
(hidroxi-metil) amino

metand..cssiessverss.45.4 @

Disolver en agua destilada y ajustar el pH antes de

aforar a 250 ml. Conservarlo a 4°C.

9. Sustrato de peroxidasa con O-fenilendiamina

C6H8N2I00|lllllclaonccl4 mg
H2020loulcotolcnooctll5 “1
Amortiguador

de citratos......,...10 ml

10, Solucién amortiguadora de bicarbonatos (0.1 M,
pH 8.0)
NaHCOJIDalo..‘loolll00844 g



84

Disolver en agua destilada y ajustar el pH antes

de aforar a 1 lt. Conservar a 4°C.

11. Solucién de fenol 10%

CeHgOH .....0v0vveeesl0 g

Disolver en agua destilada llevando a 100 ml,

12. Solucién PBS~formaldehido 5%

Formaldehido
(CH20) solucién......37 %

Se disuelven 1.35 ml de formaldehido y se aforan a
10 ml1 de PBS (0.01 M, pH 7.2)

13, EDTA disédico 0.1 M

CigHgNp010Na. 2H20....40.82 g

Disolver en agua destilada, aforando posteriormente
al.le.

14. Soluciones para determinacién de proteinas

Solucidn A
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50 ml de NapCO3 en NaOH 0.1N
0.5 ml de tartrato de Na y K al 2%
0.5 ml de CuSO4.5H30 al 1%

Solucidén B

Reactivo de Folin~Ciocalteua 1:2

Estandar de Proteinas.
AlbGmina Sérica
Bovina (BSA)........,100 ug/ml

Anexo 2

Métodos y fundamentos

conjugacién de anticuerpos a biotina

Diversos proteinas y otras moldculas, como 1los
anticuerpos, pueden ser marcados con diferentes sustancias
radiactivas o enzimaticas, con el objeto de determinar 1la
presencia de 1los antigenos contra 1los cuales estén
dirigidos.

Para proceder con el marcaje se toman en cuenta las
caracteristicas fisicoquimicas tanto de la proteina, como de
los reactantes empleados en este método de marcaje.

En el caso de la conjugs~ién enzimidtica, ésta se
lleva a cabo mediante la interarcién de la porcién amino
terminal con un grupo carboxilo de la biotina, formando una
unién covalente.

La conjugacién de los anticuerpos anti-LAM obtenidos
previamente mediante la inmunizacidén en conejos se realizé

de la siguiente manera:
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La concentracién de proteinas del anticuerpo anti-
LAM seleccionado para su marcaje se ajusté a 1 mg/ml con PBS
(0.01 M, pH 7.2) Yy se sometié a didlisis contra una solucién
amortiguadora de NaHCO3 (0.1 M, pH 8.0) durante toda la
noche a 4°C.

Posteriormente se pesé 1 mg de N-hidroxisuccinimide
éster de biotina (Sigma Co, USA), el cual se disolvié en 1
ml de dimetil sulféxido (DMSO). Para realizar la conjugacién
se adicionaron 200 pl de la mezcla de biotina-DMSO por cada
ml de la solucién proteica conteniendo el anticuerpo anti-
LAM y se dejé reaccionar durante 4 hrs a TA con agitacién
esporidica y suave.

La mezcla preparada ée dializé contra PBS (0.01 M,
pH 7.2) durante toda la noche a 4°C, haciendo varios cambios
de PBS. El anticuerpo conjugado con esta coenzima se congeld

en alicuotas pequefias hasta utilizarse.

Método de Lowry

Este método es uno de los mis ampliamente utilizados
para la determinacién de proteinas.

Su realizacién se basa en la interaccién inicial de
la proteina con los iones de cu*t en un medio alcalino. Esta
reaccién inicial forma un complejo inestable, y una
reduccién posterior de 1los 4cidos fosfotingstico vy
fosfomolibdico a azul de tungsteno y azul de molibdeno,
respectivamente.

En esta técnica, la reduccién resultante es debida a
la accién del complejo proteina~-Cu++ gque Bse generd
inicialmente, lo que resulta en una reaccién colorida, cuya

lectura se debe realizar mediante un colorimetro.
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Para llevar a cabo la determinacién de proteinas se
prepararon previamente las soluciones necesarias y se
realizd una curva de calibracién conmparativa, empleando BSA

comercial, como se anota a continuacién:

Soluciones:
Solucién A
Solucién B
Estdndar de protelnas
ASB 100 ug/ml

Curva de calibracién
No. de tubo 1 2 3 4 5 6 7

condicidn ml
Estdndar de

proteinas 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

Agua destilada 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.0

sol. A (3 ml)

Se mezclan los tubos y se deja reaccionar durante 10
min, a TA

Sol. B (0.3nl)

Los tubos se agitan y se dejan reaccionar durante 1

h a TA y se leen en un colorimetro a 500 nm.
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Prueba de ELISA

Este método inmunoenzimiatico, se basa en el empleo
de un soporte generalmente en fase sélida, al cual se pueden
acoplar antigenos o anticuerpos, optimizando esta unién con
una solucidén de pH alcalino,

La identificacién de la reaccién se logra al emplear
un marcaje de antigenos © anticuerpos con enzimas. De esta
forma, un anticuerpo es capaz de captar un antigeno
especifico presente en un suero problema, que a su vez podrd
reaccionar con un segundo anticuerpo marcado
enzimaticamente.

En este trabajo se utilizé una fase sbdlida de
poliestireno, a la cual se unid un anticuerpo de conejo
anti~-LAM, lo que permitié captar el antigeno de interés, a
partir de una mnuestra de suero. La reacciédn permitié
detectar este antigeno de la pared celular de M.
tuberculosis. Esta reaccién antigeno-anticuerpo se evidencié
a través de un ensayo enzimidtico, utilizando un segundo

anticuerpo anti-LAM marcado con peroxidasa.

Aglutinacién

Esta técnica se basa en una reaccisén antfigeno
anticuerpo que es perceptible macroscépicamente,

Cuando se enfrentan antigenos formes previamente
inmovilizados en soportes inertes o biolégicos, con sus
respectivos anticuerpos, se obtiene una reaccién
inmunoldgica que es perceptible a simple vista, en forma de
aclimulos, Los soportes gque se pueden emplear incluyen
eritrocitos, sepharosa, latex, bentonita y bacterias,

Las reacciones de aglutinacidén tienen un gran nimero



de aplicaciones, especialmente en el diagnéstico clinico. El
emplec de antigenos conocidos o sueros especificos permite
investigar y cuantificar los anticuerpos o la presencia de
antigenos en el sueroc de pacientes con diversos tipos de
enfermedades.

Estas reacciones pueden realizarse en placa o en
tubo, siendo este dltimo el método mds sensible. La técnica
en placa es el mis sencillo en su ejecucién y los resultados

se obtienen en un m&ximo de cinco minutos.

Cromatografia de afinidad

Los métodos de cromatografia son sumamente Gtiles en
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la separacidn y purificacién de proteinas y se pueden’

clasificar dentro de las técnicas inmunoespecificas.

La unién de un antigeno o un anticuerpo a un soporte
inerte, permite separar un determinado tipo de antigenos o
anticuerpos complementarios a partir de un extracto
antigénico crudo o del suero o plasma total. Para la
separacién y purificacién del antigeno, se acoplan al
soporte los anticuerpos respectivos mediante una reaccidn
previa con bromuro de ciandgeno. Una vez que se ha captado
el antigeno especifico, se puede separar mediante un cambio
del pH.

Para la purificacién espec‘fica de los anticuerpos
mediante la cromatografia de afinidad, es necesario
optimizar las reacciones antigeno-anticuerpo o 8su unién
especifica, y conocer las propiedades fisicoquimicas de los
diferentes tipos de anticuerpos.

La columna de sepharosa 4B con protefna A permite 1la

separacién de anticuerpos de tipo IgG, debido a la afinidad
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de la porcién Fc por esta proteina.

La purificacién de los anticuerpos anti~LAM y del
propio antigeno, en este estudio se logré basdndose en la
reaccién antigeno-anticuerpo que se llevé a cabo entre los
anticuerpos contra M. tuberculosis y la proteina A, asi como
entre los antigenos de la pared bacteriana y los anticuerpos

respectivos captados del suero hiperinmune.

Reaccidén de precipitacién

Cuando se utilizan antfigenos en solucién, como
lisados bacterianos o extractos totales y se ponen en
contacto con sus anticuerpos respectivos, se forman
reacciones de precipitacidn.

Esta propiedad tiene muchas aplicaciones para la
investigacién de las caracteristicas de la interaccién de
los antigenos con sus anticuerpos especificos. En las
reacciones de precipitacién es necesaria siempre la
presencia de un electrolito con el objeto de disminuir las

cargas electrostéticas y facilitar asi la reaccién.

Anexo 3

Contenido de cuadros, gréficas y figuras

Cuadro 1., Sensibilidad y especificidad entre
diversos métodos de laboratorio en 1la determinacién de

Mycobacterium tuberculosis usando diferentes muestras

biolégicas.

Cuadro 2. Esquema de la realizacién de 1la
coaglutinacion e interpretacién semicuantitativa usando una
curva con diferentes concentraciones de LAM puro.

Cuadro 3. Deteccién de LAM mediante anticuerpos
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especificos generados en conejos y purificados mediante
columna de afinidad.

Cuadro 4. Resultados del método de separacién del
suero hiperinmune anti-LAM, mediante columna de afinidad con
proteina A.

Cuadro 5. Resultados de la coaglutinacién con
antigeno puro empleando anticuerpos anti-LAM obtenidos en
conejos.

Cuadro 6. Resultados de coaglutinacién de acuerdo a
un método semicuantitativo en los diferentes grupos de
estudio.

Cuadro 7. Comparacién del porcentaje de resultados
positivos para LAM entre coaglutinacién y la prueba de
ELISA.

Cuadro 8, Utilidad de la determinacién de LAM en
otras muestras biolégicas.

Grdfica 1. Anticuerpos anti-LAM con antigeno puro.
Sistema de deteccién con anticuerpo especificos anti-IgG.

Grafica 2. Patrén de corrimiento de cuatro muestras
representativas obtenidas mediante cromatografia de afinidad
con proteina A.

Figura 1. Comparacién de los resultados de
coaglutinacién usando sueros diluidos de los diferentes
grupos de pacientes. Se aprecia una clara separacién entre
el grupo con TBP y los controles.

Figura 2., Resultados mediante el método de dilucién.
Se aprecia que los grupos con TBP y TBP-HIV+ muestran una
prueba de coaglutinacidn positiva al emplear diluciones de
1:4 o mayores,

Figura 3. Deteccién de LAM por la prueba de ELISA en



los distintos grupos de estudio. Los resultados positivos

superaron la media +2 D.E,.

horizontal continua *).

de los controles sanos (linea
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