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RESUMEN

La meningitis tuberculosa es una de las complicaciones més graves de la infeccién
por el bacilo tuberculoso y de no efectuarse un diagnéstico oportuno y un tratamiento
adecuado puede llegar a ser mortal o dejar secuelas importantes en el individuo. Esta
enfermedad afecta a individuos en todas las ctapas de la vida, sin embargo la mayor

frecuencia se encuentra en edad pediétrica y viene como consecuencia de una tuberculosis

pulmonar o miliar mal tratada. Por la sintomatologia que pr an los paci se
confunde con otro tipo de enfermedad del sistema nervioso y es imponante diferenciarla

aunque algunas veces solo en casos posi-mortem se identifica el agente causal de la
infeccién (14).

En el presente trabajo se adaptaron técnicas inmunoenzimdticas para ¢l diagnéstico
temprano de la meningitis tuberculosa en muestras de liquido cefalorraquideo y estas fueron
implementadas gracias a los recursos con que se cuentan en el laboratorio:

a) ELISA indirecto amplificado-ESBCG

b) ELISA indirecto amplificado-ESMTB

¢) ELISA directo-ESBCG

Se analizaron 5 diferentes grupos de muestras con ectiologfa diferente de
enfermedad : 1) un grupo testigo negativo no infeccioso, 2) con meningitis por determinar,
3) con cisticercosis comprobada por Inmunofluorescencia indirecta (IFI) y hemaglutinacién
indirecta (HAI), 4) meningitis bacteriana o pi6égena comprobada por cultivo del
microorganismo y 5) un grupo testigo positivo con meningitis tuberculosa, algunos de ellos
comprobados por aislamiento ¢ identificacién de Mycobacrerium tuberculosis y otros por
sintomatologia clinica y estudios de laboratorio que corroboran el padecimiento.

Las 2 técnicas muestran resultados variables, sin embargo el ELISA indirecto
amplificado-ESMTB mostré ser la mejor de ellas para ser utilizada de eleccién en el
diagndstico de la enfermedad. ya que sus valores de sensibilidad (95.83) y especificidad
frente a los grupos testigo control negativo, con meningitis desconocida, cisticercosis y
meningitis piégena (100, 100, 93.5 y 90% respectivamente) son bien aceptados. Ademés la
técnica es rdpida y cn un s6lo dia se pucden ofrecer resultados confiables.

m
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INTRODUCCION

Acob fum tuberculosis, el causal de la tuberculosis, puede invadi::
pulmones y otras partes del organismo como rifiones, drganos genitales, peritoneo,
corazén y sistema nervioso central. La meningoencefalitis tuberculosa es una de las
complicacx:oncs mis graves de la infeccidn por el bacilo tuberculoso, y de no efectuarse
un diagndstico temprano y un tratamiento adecuado, puede ser mortal o capaz de
producir secuelas importantes, generalmente irreversibles (11,13, 14, 23). En México, se
ha reportado que la meningitis tuberculosa es la forma menos comiin, sdlo representa
menos del 1% de 1odas las variantes de la enfermedad y el 25 % del total de los cuadros
de meningoencefalitis (12).

L.a meningoencefalitis se conoce desde los tiempos de Hipécrates y Galeno,
quienes la relacionaban con alteraciones de las facultades mentales y ¢l contenido acuoso
del cercbro. En el siglo XVI, en la zona norte del Mediterrdneo, se le conferia un caricter
contagioso, pero no fué hasta 1843 cuando Kencke demostré la transmisién
experimental en concjos. Sauvages, en 1763, describié esta enfermedad como eclampsia
hidrocefailica; en 1768 Whytt, en Edimburgo, describié por primera vez los estadios
clinicos que caracterizan a este padecimicnto (14).

En 1881 Quinke describe la técnica para la obtencién de liquido cefalorraquideo,
pero fué en 1882 que Roberto Koch descubre el agente ctioldgico conocido como bacilo
tuberculoso o bacilo de Koch. La enfermedad ha sido descrita en todo ¢l mundo, aunque
en los paises con nivel socioeconémico elevado su frecuencia es muy baja; sin embargo,

en los paises pobres representa un verdadero problema de salud publica (12, 14).



ETIOLOGIA .o
La meningoencefalitis tuberculosa es la inflamacién de las leptomeninges y el

js., variedad lhiominis, y rara vez por

encéfalo producida por Afycobd. fum tuber:
variedad bovis u otras micobacterias atipicas. Estos gérmenes, también denominados
bacilos dcido-alcohol! resistentes (BAAR), no responden a los métodos habituales de
tincién de otras bacterias; sin embargo, absorben el colorante fenol-fucsina y una vez
teftidas reshisten la decoloracién producida por dcidos fuertes y alcohol. Los bacilos
acido-alcohol resistentes crecen mejor en presencia de oxigeno y a temperatura de 37°C.
Pueden sobrevivir en estado de desecacién por mucho tiempo, la estructura quimica de la
pared celular estd integrada por un mucopéptido, gran cantidad de lipidos, polisacdridos
V¥ proteinas; el 20 a 40% de su peso son lipidos, esto tiene relacién con la reaccion de

hipersensibilidad que se presenta entre las 2 a 10 semanas después de la infeccidn (3).

Otra caracteristica del bacilo tuberculoso es la lentitud de desarrolio en los
medios de cultivo: el mds utilizado es el de Lowenstein Jensen que se incuba a 37°C, el
desarrollo se inicia a la semana de siembra y se completa aproximadamentea a la cuarta
semana y no se descarta antes de ocho semanas. Otro medio de cultivo utilizado es el de
Middelbrook 7-H-9, que contiene dcido oleico y albimina en una atmésfera de
crecimiento de 5 a 10% de biéxido de carbono. Para fines de investigacién cuando se

requiere de cosechar masa bacilar, se emplea el medio de propagacién Sauton a pH 7.2

(3).
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a) Antigenos micobacterianos

INMUNIDAD Y TUBERCULOSIS

ANTIGENOS PROTEICOS

-Proteina de 65 kDa de choque térmico.

Se le ha encontrado gran homologia con proteina de choque térmico constitutiva de E.
coli, lamada E. coli GroEL. Esta ampliamente distribuida en la naturaleza y se le llamé
de choque térmico porque se produce en grandes cantidades después de un cambio
brusco en las condiciones de cultivo, como aumento de la temperatura. El gene para esta
proteina ya ha sido clonado y su estructura estd bien conocida‘. La proteina existe en
forma polimérica en la micobacteria, contiene estructura en forma de hélice y posee

regiones hidrofébicas, lo que la caracterizan como altamente antigénica.

- Proteina de 38 kDa.

Algunos investigadores también la llaman antigeno 5 y se encuentra exclusivamente en
M. ruberculosis y M. bovis, se ha empleado como antigeno para diagnéstico de la
tuberculosis pulmonar y en estudios recientes se ha producido su anticuerpo monoclonal

(TB-72). Es altamente antigénica.




- Antigenos del complejo 85

Por medio de corrimientos inmunoelectroforéticos, Harboe, Wiker y colaboradores
designaron por su cercania inmunolégica al antigeno 85 como complejo constituido por

las partes A, B y C. Estos antigenos comparten epitopes y propiedades similares y estin

codificados en genes diferentes. El mejor conocido es en antigeno 85B, que

anteriormente se le llamé antigeno alfa antigeno az, antigeno 6 y complejo MPB-
59/MPT-59. Es de 30 kDa y es secretada por la micobacteria al medio de cultivo, se une
a fibronectina, por lo que la hace importante en la ingestién y reconocimiento por los

macréfagos. Su gene se ha clonado de AL bovis y M. k ii. Esta molécula se ha

estudiado para evaluar la respuesta celular en individuos infectados con AL ruberculosis,

los cuales la reconocen fuertemente, y en individuos sanos que no lo hacen (46).

ANTIGENOS POLISACARIDOS

En algunos estudios realizados reci nmente, se ha d

d

que los
antigenos inmunodominantes son algunas glicoproteinas con un considerable significado
biolégico. Se localizan tanto en espacio extracelular como en la superficie de las células,

en donde juegan un papel importante como receptores y en el reconocimiento

intracelular. Ademas, los oligosaciridos de algunas glicoproteinas intervienen en la

conformacién y solubilidad de las mismas y les confieren resi a la proteélisi

Recientemente se ha demostrado que estas glicoproteinas son importante en infecciones
Yy procesos parasitarios. Los Gltimos hallazgos en este campo han revelado que las

glicoproteinas Gp50-55 y Gp38 estan definidas como 1éculas i odomi

e it



e intervienen en diferentes fases de la infeccién (40). No obstante hay moléculas como la
lipoarabinomanana y la proteina de 30 kDa de caricter proteico que se han distinguido

como importantes en el diagnéstico de la enfermedad tuberculosa a nivel pulmonar (41).

OTROS ANTIGENOS

La pared celular de la micobacteria posee una estructura compleja con muchos
clementos de importancia inmunolégica. En la parte extemna se conforma de lfp-idos
conteniendo  dcidos mic;:‘alicos de cadena larga e interiormente se forma de
arabinogalactana unida por enlaces fosfodiéster, también llamado muramil dipéptido. En
anteriores estudios se refieren a los lipidos como el factor Cord como la molécula
asociada al agrupamiento de las micobacterias para formar colonias creciendo en medio
liquido y se atribuyd este fenomeno a la virulencia del bacilo. Las respuestas
inmunolégicas (cetular y humoral) a cualquier proteina antigénica estdn potencializadas
cuando el antigeno se administra en emulsiones conteniendo adyuvantes con micolatos.
El glicolipido fendlico expresado en la superficie de AMeprae no es antigénico per se,
pero actia como hapteno y ademais contiene un epitope que parece ser especie-
especifico. La lipoarabinomanana fosforilada ha sido ha sido estudiada por ser altamente
antigénica, estar involucrada en el fenémeno de la patogenesis de la enfermedad y tal vez
actie como factor de virulencia propia del bacilo. Inhibe la produccion de interferén v y
puede ser Gtil para contrarrestar los efectos de los radicales libres, que son utiles como

herramienta en 1a destruccidn del bacilo o de patdgenos intracelulares (46).
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b) Respuesta inmune contra A erium tuberculosis

El curso de la infeccién tuberculosa se ha dividido en estadios :
1.~ Se inicia por la inhalacion de aerosoles infectados con la micobacteria (1 a 3 bacilos)
y encontrindose con los macréfagos alveolares. Cuando no existe crecimiento bacilar,
generalmente el bacilo es destruido o inhibido por los macréfagos alveolares que lo

ingirieron de primera instancia. Si la micobacteria se multiplica destruye al macréfago.

2.- Existe un estado de simbiosis, cuando el bacilo se encuentra en su fase de

crecimiento logaritmico dentro de los macréfagos inmaduros pasan a formar parte del

torrente sanguineo.

3.- El nimero de bacilos llega a ser limitado porque su crecimiento es inhibido por la
respuesta inmune mediada por células y por la hipersensibilidad tipo IV. Se forma un
foco tuberculoso con un centro caseoso dentro del cual el ahora bacilo extracelular no
puede multiplicarse. Alrededor de este centro, los macrofagos inmaduros permiten la
multiplicacién bacilar intracelular, pero los macréfagos maduros inhiben tal
multiplicacién y destruyen al bacilo. El bacilo tuberculoso puede sobrevivir por afios en
el material caseoso, pero aparentemente no puede multiplicarse por las condiciones de

anoxia, presencia de dcidos grasos ¥ pH dcido.



4.~ Estado de licuefac :16n, ¢l bacilo evade la respuesta de defe del huésped. Despué:
de la licuefaccién del centro caseoso se forman las cavernas. En el caseum, el bacilo se

multiplica extracelularmente de primera instancia. Ain do la i idad mediad

por células se ha desarrollado, parcce ser ineficiente para controlar el gran niimero de
bacilos multiplicados. Entran a lasa ramas bronquiales y se expanden a otras partes del
pulmoén y si es posible a otras partes del organismo. El control de este estado depende de

que el huésped puedan combatir al tamaiio de la poblacién (46).

c) Hipersensibilidad tipo IV

Las reacciones de hipersensibilidad dependientes de linfocitos T son causadas por
1a actividad de linfocinas o por células citotdxicas. La hipersensibilidad celular en la piel
fue observada originalmente por Jenner al revacunar sujetos y la describié como una
inflamacion localizada que aparecia al dia siguiente (reaccién tardia) en el sitio de la
vacunacién. Un siglo después, el estudio detallado de estas reacciones fue realizado por
Koch para el caso de la tuberculosis. La demostracién de que son debidas a un fendmeno
celular, independiente de los anticuerpos, fue hecha por Chase en 1942 cuando en un
modelo de cobayo encontré que la capacidad para reaccionar positivamente sélo podia
transferirse con células y no con suero. Estos estudios sentaron las bases que culminaron
en la identificacién de las dos ramas efectoras de la respuesta inmunolégica, la humoral
({mediada por am_icucrpos) y la celular (dependiente del timo). Como pasa con los
anticuerpos, los linfocitos T participan en fendmenos que se manifiestan como de

proteccién o de hipersensibilidad, segin su direccion o magnitud. Los antigenos

7



inductores de reaciones tipo IV son generalmente de naturaleza proteica y
principalmente se trata de componentes de agentes infecciosos o moléculas propias
intactas (autoantigenos) o modificadas por metales pesados y haptenos. Existen varias
moléculas, sobre todo de origen microbiano, que causan reacciones tipo IV a través de
respuestas inespecificas. Entre ellas destacan las proteinas de choque térmico que por
estar presentes en casi todos los seres vivientes y mostrar una similitud estructural,
generan respuestas que cruzan con moléculas similares en agentes diferentes al inductor
aun en células del propio sujeto. También, este tipo IV estd asociado a la patologia
relacionada con cierta exotoxinas bacterianas (superantigenos) que activan
policlonalmente a un gran numero de linfocitos. Todos los linfocitos T tienen en su
membrana receptores especificos para antigeno (TCR) que estdn acompafados por el
complejo CD3 y un par de moléculas especificas. Seguin la estructura de las cadenas que
forman al receptor hay dos grupos de células, las a—f3 y las y—8. Los linfocitos «-§3 son
los mas abundantes, se encuentran en todos los compartimientos inmunoldgicos del
individuo y reconocen antigenos presentados en productos clase 1 o clase II del complejo
principal de histocompatibilidad (MHC). A su vez, estas células constan de dos
subpoblaciones que se distinguen por las moléculas de superficie CD4 y CD8, las CD4+
producen citocinas (linfocinas) y su funciones fundamentalmente cooperar con otras
células (linfocitos T y) y las CD8+ principalmente son citotoxicas (linfocitos T ¢). Los
linfocitos T y-5 son relativamente escasos, se distribuyen fundamentalmente en tejidos
epiteliales y su reconocimiento antigénico parece que no requiere de la intervencién de

moléculas MCH. Entre estos también hay dos subpoblaciones, una es CD4-, CD8+ y
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predomina en érganos linfoides y I1a otra es CD4-, CD8-'y se lacaliza en los epitelios. La
induccién de una reaccién de hipersensibilidad tardia requiere que el antigeno
responsable sea primero capturado y procesado por una célula especializada, 1lamada
célula presentadora de antigeno (CPA), como son los monocitos, macréfagos, células
dendriticas, de Langerhans y otras. Las CPA presentan los epitopos del antigeno en una
estructura a modo de surco, ubicado en el drea mds exterma de moléculas clase I del
MHC y solo en esta forma son reconocidos por el TCR de Linfocitos T, CD4$+. La
funcién de esta tiltima molécula es asociarse a la de clase I y actuar como correceptor en
la generacion de sefales de activacion celular. Si después se establecen asociaciones
entra las moléculas de adhesiéon de ambas células, el linfocito se activa, inicia la
secrecién de interleucina-2 (IL-2) e incrementa la expresion de receptores para ella
misma. El proceso continia con el cambio del linfocito T 4 activado hacia uno de dos
tipos celulares T,y 1 o Tu2, que se distinguen por el patrén de linfocinas que secretan. Si
estd presente la IL-12, producida por la CPA, se forman linfocitos Tyl que sintetizan
IFN-y (interferon gamma), TNF-f3 (factor de necrosis tumoral beta) y GM-CSF (factor
estimulador de las colonias de granulocitos y macrdéfagos), todas con un importante
papel inflamatorio (provocando fibrosis) ¥ activante de macréfagos (44). Por lo
contrario, si hay IL-4, producida tal vez por una célula cebada a alguna subpoblacion de
linfocitos T, se da lugar a células T,2, formadoras de 1L-4, IL.-5, IL-6, IL-10 e IL-13,
promotoras de Ila activacién y diferenciacién de linfocitos B. El equilibrio entre las
poblaciones Tu 1 ¥ T2 conduce a fenémenos protectores © patoldgicos, segun las
condiciones particulares de cada caso. Las Ty 1 intervienen en la proteccién contra
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in intr

como el virus sincicial respiratorio, M. leprae o M.
tuberculosis, en tanto que los cuadros clinicos que éstos llegan a cursar estan asociados
con el equilibrio hacia la produccién de células Ty2. Las células T ¢ eliminan células
neopldsicas o que estan infectadas con virus. En caso de los linfocitos a-B T., su
induccidén tiene similitudes con la generacién de la hipersensibilidad tardia. Los
antigenos virales o propios son sintetizados en la misma CPA, en cuyo citoplasma son
procesadas y sus epitopos son presentados en el surco de moléculas cl;ase I del MHC. Asi
ocurre el reconocimiento restringido a linfocitos T CD8+, debido a que la molécula

CDS8 se asocia al producto clase I y actia como receptor (43).

Hipersensibilidad Tardia. La reaccién cutdnea a la tuberculina (o al derivado
proteico purificado, PPD) es el modelo clasico de la hipersensibilidad mediada por
células T. El término tardia se refiere a que la lesién alcanza su maximo entre 24 y 48
horas después de inyectar la preparacidn, a diferencia de otras pruebas cutdneas cuya
positividad es inmediata (lipo I) o mediata (tipo II). Las linfocinas secretadas por los
linfocitos Ty 1 son las responsables de la reaccién de hipersensibilidad tardia por su
actividad directa y por la de los macréfagos reclutados que aportan otras citocinas que
promueven alteraciones sistémicas (fiebre, caquexia, etc.) y de los tejidos circundantes.
El origen de los macrdfagos que infiltran a estas lesiones son los monocitos circulantes
que son atraidos por IFN-y y TNF-B. Aunque los macrofagos son una poblacién
heterogénea de células con diversas moléculas de superficie y capacidades biosintéticas,

su activacién provoca un mayor consumo de glucosa, movili ién del ci 1 el
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estallido respiratorio. sintesis de O6xido nitrico, produccién de prostaglandina E 2,

leucotri protei 1i les (el ), de membrana (moléculas clase I, FcR,
etc.) y de~factores de complemento, citocinas , quimiocinas (IL-8) y factores de
crecimiento (GM-CSF). No cabe duda del papel central de las reacciones de
hipersensibilidad tardia en la patogenia de wvarias enfermedades infecciosas y
autoinmunes, siempre en conjuncién con el terreno genético del sujeto afectado
particularmente con genes de clase II del MHC. La trascendencia de la interaccién de
estos factores se manifiesta en que hay enfermedades infecciosas como la tuberculosis
donde ha sido muy dificil separar la patologia provocada por el agente etiolégico de la

ocasionada por la reaccién inmunolégica (43).

d) Vacunacién con BCG

La vacuna BCG fue desarrollada por Calmatte y Guerin a partir de una cepa de
Mycobacterium bovis que fue subcultivada 231 veces, hasta que perdid su patogenicidad
para el hombre y fue utilizada por primera vez en 1922, La eficacia de la vacunacién ha
sido estudiada mediante diferentes ensayos controlados y los resultados muestran
grandes variaciones, que oscilan entre 0 y 80%, por lo que existe controversia en cuanto
a su utilidad para el control de la tuberculosis en el mundo. En la actualidad se acepta
que esta vacuna puede prevenir 1a reinfeccion enddgena, pero no la reinfeccién exégena,
por lo que no es util para romper la cadena de transmisidén de la infeccién, sin embargo,

la vacunacién con BCG puede evitar la diseminacién de 1a infeccién tuberculosa, por lo
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que su aplicacién en los lactantes disminuye la frecuencia de las formas graves como la
miliar y la meningoencefalitis. Es preferible utilizar la vacuna d BCG liofilizada, ya que
se puede mantener a 30°C durante casi un mes y en refrigeracién (4 a 5°C) durante un
afio. Se recomienda su aplicacién intradérmica, en la regién deltoidea, en todo niiio de
las 4areas endémicas, desde el nacimiento hasta los 14 aflos, sin prueba tuberculinica

previa. La proteccién que confiere decrece paulatinamente al cabo de 10 afios. Es una

wvacuna con pocos efectos secundarios y cc licaciones ionales que incluyen:

ulceras en el sitio de la inyeccidn, abscesos subcutdneos, cicatrices queloides, Lupus
vulgaris, linfadenitis abiertas o no al- exterior y enfermedad diseminada. Esta
contraindicada en enfermos positivos al virus HIV o en enfermos con SIDA (42).
Recientes avances en tecnologia de DNA recombinante ha hecho posible la clonacién de
genes de M. tuberculosis responsables de la produccidn de antigenos protectores. Estos
genes pueden ser transferidos a vectores (plismidos) que pueden introducirse en
bacterias como E.coli o Salmonella atenuadas también por ingenicria gendética y de esta
manera estos plismidos pueden ser reproducidos dentro de las bacterias y los genes que
contienen pueden ser expresados en mayor cantidad y mds aun acarreados dentro de las
células como macréfagos para que estos antigenos sean presentados de una manera mds
apropiada y especifica para el desarrollo de una inmunidad celular. Esta tecnologia
permite utilizar antigenos especificos en ausencia total del bacilo tuberculoso. Aun
cuando existe una gran cantidad de evidencia experimental en favor de estas bases
moleculares para ¢l desarrollo de nuevas vacunas, estas todavia no se encuentran al

alcance (22).



e) Importancia de la inmunidad humoral y celular en tuberculosis

La evolucién de la tuberculosis es particularmente desfavorable en dos
situaciones aparentemente opuestas :

1.- Cuando la respuesta inmune humoral y/o celular que se monta no es suficiente ni
siquiera para expresar algiin grado de reactividad a la tuberculina, como ocurre en las
formas mas graves de la enfermedad.

2.- A la inversa, cuando predominan las manifestaciones de hipersensibilidad retardada,
con su tendencia a desencadenar extensas destrucciones tisulares.

De este modo, la resistencia frente a la enfermedad podria representar una
respuesta inmunitaria cuantitativa o cualitativa mas moderada. Pero, se sabe si esto
depende exclusivamente del momento inmunitario que vive el individuo. de la mayor
carga antig€nica propia del los contagios masivos, o de otros factores. En la clinica no se
puede distinguir de respuestas favorables o desfavorables. Solo se sabe que después de 2
a 10 semanas de ocurrida la infeccién con el bacilo tuberculoso la reaccién de
tuberculina se hace positiva, lo que indica que se ha puesto en marcha mecanismos
inmunolégicos especiales : por una parte manifestaciones de una hipersensibilidad de
tipo retardada (que involucra la presencia de células y mediadores biolégicos como
citocinas), y ademds, algin grado de inmunidad protectora. De todas estas
consideraciones tedricas tienen importantes implicaciones clinicas cuando se comprende

mejor los factores que intervienen en la respuesta inmune frente a la tuberculosis.
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PATOGENIA
La meningoencefalitis tuberculosa se considera como una forma secundaria de la
tuberculosis primaria, la mds frecuente a nivel pulmonar, pero también puede partir de
otros sitios del organismo. Para explicar la patogenia se hax;x postulado las teorias
siguientes:

1) Rich y McCodock demostraron que la enfermiedad se origina al romperse

pequefios tubérculos caseosos en el espacio subaracnoideo, los cuales se implantan en el

encéfalo y meninges durante la bacilemia precoz que acomp a la infeccidn primaria.

2) Ektoon incluye que la infeccién ha alcanzado las meninges, se llevaa efecto a
través de la pared de las pequeilas arterias, que puede estar reemplazada por tejido de
granulacién.

3) Kmet anota que el foco primario estd localizado en los plexos coroideos con

diseminacién ulterior a la pared de los ventriculos y ¢l espacio subaracnoideo (12, 13).

ANATOMIA PATOLOGICA

Las alteraciones histopatolégicas estin constituidas predominantemente por la
lesién inflamatoria crdnica granulomatosa, formada por abundantes histiocitos, células
plasmadticas, linfocitos y fibroblastos. En los vasos sanguineos encontramos alteraciones
de la pared a expensas de infiltracién del proceso inflamatorio ¥ cambios degenarativos

de la capa media, engrosamiento de la intima con proliferacién del endotelio y el tejido
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i fragmentacién, hialinizacién y

dupli

conectivo y mds
calcificacién ‘de la capa eldstica interna. Hay ademds un proceso de. aracnoiditis o

id en el cual se ha

a

leptomeningitis en el que participan la pi e ¥y la ar

establecido un factor alérgico y/o infeccioso (17).

Las adh?rcncias entre la aracnoides y la piamadre pueden bloquear localmente el
flujo de liquido cefalorraquideo y producir quistes aracnoideos, observados como un
exudado gelatinoso y espeso; este proceso leptomeningitico, cuando se produce en las
cisternas de la base, puede bloquear los agujeros de Luschka y Magendie y producir
hidrocefalia (3, 12, 14).

La reaccién inflamatoria de la cisterna magna ha sido descrita por Foltz y
Shurtleff como la causa principal de hidrocefalia. aunque también se ha mencionado a la
ependimitis y a la ventriculitis como causales de la misma, que de no ser tratada
quirirgicamente en forma oportuna origina lesiones cercbrales graves o la muerte del
paciente. Ademais se produce un atrapamiento de los vasos sanguineos, principalmente
arteriales, lo que, agregado a las lesiones vasculares inflamatorias ya mencionadas, son
responsables de las lesiones isquémicas en el cerebro, de gravedad variable v que
clinicamente se traducen en manifestaciones encefilicas. Este proceso inflamatorio
meningeo a nivel basal puede afectar los nervios craneales y produce parilisis de los
mismos, a nivel de la cisterna quiasmiitica, ocasionalmente, pueden estar afectados el
quiasma y los nervios épticos, dando origen a la aracnoiditis optoquiasmaitica que se
manifiesta por defectos campimeétricos, que pueden ser escotoma central, defectos
hemianépticos y reduccién concéntrica de los campos visuales; también produce
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disminucién progresiva de la agudeza visual, que ripidamente puede llegar a la ceguera

con atrofia del nervio éptico (3, 12, 14, 23).
EPIDEMIOLOGIA

La meningitis tuberculosa afecta a individuos en todas las etapas de la vida, sin
embargo la mayor frecuencia la encontramos en la edad pedidtrica, con picos maximos
entre los 12 meses y los 4 afos de edad, con indice de letalidad entre ¢l 20 y 30% de los
casos. La tuberculosis meningea, al igual que los otros tipos de tuberculosis, podemos
englobarlos dentro de la patologia de la pobreza, ya que predominan en los estratos
socioecondmicamente bajos. La desnutricion y las enfermedades anergizantes, como el
sarampidn, rubéola, tosferina, entre otros, ¥ los padecimientos linfomieloproliferativeos,
son factores predisponentes que hacen al huésped mas susceptible para adquirir la
infeccién. En México no se cuenta atn con el control adecuado de estos enfermos, ya
que posiblemente solo se registran aquellos pacientes que asisten a las grandes
instituciones de salud en el pais; en 1922 la mortalidad por tuberculosis se estimo en 80
x 100 000 habitantes, observiandose un descenso de 4.8 x 100 000 habitantes en 1974,
situacién directamente relacionada con la llegada de los tuberculostdticos y micjoria de
las condiciones de vida de los grandes grupos de poblacién; sin embargo, las cifras
continian siendo elevadas al compararse con las de paises desarrollados como Estados

Unidos, donde en 1977 se reportd una tasa de 1.4 x 100 000 habitantes (13).

16

RS U A

SIS



El Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica de la Direccién General de

Epidemiologia (Secretaria de Salud) reporta 113 casos de meningitis tuberculosa en el

afio de 1994 y 218 hasta la semana ntimero 45 (5 al 11 de noviembre) de 1995, siendo
estos casos los que llegan a ser recluidos en centros hospitalarios de gran asistencia (34).

La fuente principal de infeccién es el adulto con tuberculosis pulmonar; de ahf la
importancia de llevar a efecto una investigacién epidemiolégica adecuada, con el fin de
establecer un tratamiento integral que incluye al grupo familiar y a la comunidad en

general (34).

CUADRO CLiNICO

La meningitis tuberculosa en la edad pediitrica tiene mayor incidencia en niiios
cuyas edades fluctiian entre uno y cuatro afios de edad. En los adultos entre la segunda y
cuarta década de la vida, generalmente esta asociada con infeccién pulmonar primaria.
Existen factores predisponentes que favorecen el desarrollo de la enfermedad, comeo
desnutricion e infecciones agregadas (SIDA) (3, 12, 15, 16, 23, 27).

La instalacion de las manifestaciones clinicas suele ser lenta y progresiva en
comparacién con las meningoencefalitis de etiologia bacteriana, las cuales tienen un
caracter agudo. Los sintomas iniciales suelen ser confusos ¢ inespecificos, la fiebre es el
sintoma inicial y mas frecuente, aunque al principio suele no ser elevada,
acompailindose de irritabilidad, hiporexia, ataque al estado general, vomitos y apatia,

que es un sintoma mencionado por diversos autores en mas del 60% de los pacientes;
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frecuentemente los pacientes alterman los periodos de irritabilidad con periodos de
apatia, o bien, manifestaciones generales de un proceso infeccioso a nivel de vias
respiratorias superiores, pueden ser las manifestaciones iniciales de la enfermedad en los
primeros dias de evolucién (13, 28).

Generalmente a fines de la segunda semana se acentiia la sintomatologia, aparece
cefalea y hay acentuacién de los vomitos y de las manifestacioones neurolégicas y se
presentan convulsiones. La evolucidn natural del padecimiento, referida de tres a cinco
semanas, tiene un desenlace letal en la mayoria de los casos si no se trata. E] promedio
de duracién entre el inicio de la enfermedad y el fallecimiento del paciente es variable,
desde unas pocas semanas hasta 2 6 3 meses, aproximadamente. La enfermedad es tan
grave que muchas veces su identificacion es tardia y se confirma posr-morrem
analizando las lesiones a nivel de sistema nervioso central (11, 12, 14).

Desde el punto de vista clinico prictico la meningitis tuberculosa se puede dividir
en tres grandes sindromes:

1.- Inicial o sindrome infeccioso, donde como se ha mencionado se encuentran
manifestaciones generales como fiebre y suelen encontrarse problemas a nivel de vias
respiratorias; esta etapa dura de una a dos semanas.

2.- Sindrome mecningeo, donde existe un compromiso neurolégico, que puede
iniciarse bruscamente con irritabilidad, vémitos, tendencia a la midriasis, presencia de
signos meningeos ¢ hipereflexia osteotendinosa generalizada; en ocasiones las
manifestaciones neurolégicas pueden presentarse tan subitamente que se observan

ataques a pares crancales, sobre todo en aquellos que tienen caricter de tipo motor (11,
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11, TV, VI, VII); las primeras manifestaciones suelen ser estrabismo y ptosis palpebral.
3.~ Sindrome encefilico que se manifiesta por tendencia a la somnolencia y al

sopor, cefalea intensa, midriasis, respuesta pupilar lenta; cn esta etapa se hacen mds

evidentes los datos de hipertensién craneana (edema papilar, vémito en proyectil, coma).

Las manifestaciones neurolégicas se incrementan con afectaciéon franca sobre
todas las dreas motoras quedando en total hipertonia muscular generalizada y con
tendencia al opistétonos, o bien, rigidez de descerebracién, alteraciones del rj!mo
respiratorio y practicamente nula la respuesta a estimulos externos, datos que van de la
mano con la obstruccién de la circulacién del liquido cefalorraquideo por aracnoiditis
basal (13).

En un estudio realizado en el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) (32)
se encontraron los siguientes datos clinicos en 500 casos de meningoencefalitis
comprobada bacteriolégicamente por la presencia de H. influenza ripo B, S. marcecens,
S. aureus y C. neoformans entre otros y de los cuales solo 26 fueron tuberculosis

meningea. Ver tabla No. 1.
Tabla 1.- Signos v sintomas mds frecuentes en 500 casos de meningoencefalitis.
=

Signos Porcentaje
Signos meningeos 89.7%
Afectacion de pares craneales 57.4%
Epasticidad 29.4%
Ataxia 20%
Sintomas
Fiebre 87.8%
Vémito : 69.1%
Crisis convulsivas 50.9%
Tos 12.6%
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DIAGNOSTICO

Por la gravedad del padecimiento es importante un diagnéstico temprano, para lo

cual se pueden tomar en cuenta los siguientes criterios:

cLiNiCOo
Esto sc realiza analizando la evolucién del padecimiento, efectuando una
exploracién fisica completa del paciente y correlacionando con la evolucién natural de la

meningitis tuberculosa aunado de pruebas de laboratorio (12, 23).
DE LABORATORIO

Liquido cefalorraquideo

E1 estudio de laboratorio mas sencillo y de gran utilidad en el diagnéstico es la
puncién lumbar; en primer lugar se puede encontrar la presién de LCR elevada (mas de
200 mm de H20); el aspecto del mismo dependera de 1a cantidad de proteinas y células y
varia desde agua de roca a xantocrémico. Generalmente cuando el liquido se deja en
reposo se forma un sobrenadante, del cual, si se toma una muestra, y se elabora un frotis
teflido con Ziehl-Neelsen; se puede observar ¢l bacilo tuberculoso, esto sucedeenun 5 a
10 % de las muestras, ya que la poblacidon bacilar no es muy numerosa. El niimero de
células es variable, con una media de 107 células por mm3 en los primeros estadios, a

expensas de polimorfonucleares y posteriormente viraje con predominio a
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mononucleares. La celularidad en etapas iniciales, puede estar - alterada muy
discretamente, y se eleva posteriormente a medida que progresa el padecimiento. Las
proteinas se encuentran en cifras de 90 a 300 mg % con una media de 252 mg %. la

glucosa en el LCR se encuentra baja generalmente a 174 & 1/5 de la cifra de glucosa en

sangre periférica (15 a 20 mg%), por lo que se 1 ienda conjunt a la toma de
muestra de LCR la practica de una glicemia para valoracién integral; sin embargo, puede
estar normal al inicio del cuadro clinico. La determinacién de cloruros suele encontrarse
en valores menores de 700 mg %; la cifra media es de 670 mg; no obstante, se considera
que éste dato carece de utilidad ya que la fiebre ¥ los vomitos meodifican su

concentracion en los distintos compartimientos del organismo (6, 11, 12, 13).

Cultivo

El cultivo del LCR en medio Lowenstein auda a llegar a un diagnéstico
definitivo al aislar el bacilo tuberculoso; sin embargo, el porcentaje de cultivos positivos
es variable. Weiss y Flippin reportan 55%, Lincoln, 60%, Todd y Neville, 67.5%; en

nuestro medio oscila entre 5 y 18% (6, 20).

PPD (Derivado proteico purificade)

La aplicacién de PPD, como intradermorreaccion, es 10til para apoyar el
diagnéstico de la infeccién tuberculosa del sistema nervioso central; sin embargo, su

valor se modifica en aquellos pacientes que previamenie han recibido la vacuna
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BCG. Por otro lado, la respuesta negativa no invalida la infeccién debido a estados de

a,

ricidn y/o infecciones agregadas. El apoyo de esta prucba generalmente es

adecuado y satisfactorio inicamente en el 30 a 50% de casos (16, 21, 22).
Baciloscopias

Las baciloscopias y cultivo de esputo y material de lavado gastrico
frecuentemente son negativos pero siempre deben de realizarse para mayor seguridad,

en series repetitivas de 3 muestras (11, 12, 15).
Ravos X

El estudio radiolégico del térax es también de apoyo para el diagndstico de la
enfermedad, demuestra alguna lesién sospechosa pulmonar en un 50 a 85% de los casos,
dato que aunado al cuadro clinico y al reporte citoquimico del LCR ayudan a tomar la

decision de iniciar de inmediato el tratamiento especifico (23, 28).

DETECCION DE SECUENCIAS ESPECIFICAS DE DNA

Gracias a las técnicas de biologia molecular ha sido posible preparar “sondas de
DNA" para detectar secuencias especie-especificas de DNA en genomas bacterianos

presentes en especimenes clinicos. Estas sondas tienen la capacidad de producir dos
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cadenas sencillas de DNA en una sola doble cad i y do la ia de

i una con otra. Asf las

) se p estr

1

sus bases (ptricas y pirimi

sondas de DNA marcadas con isétopos radi ivos o P ser usadas para

detectar cualquier DNA complementario en una muestra clinica (37).

Las sondas de DNA especificas para M.ruberculosis han sido desarrolladas por
diversos investigadores, pero desafortunadamente carecen de sensibilidad y por lo tanto
la existencia de estas sondas a nivel comercial desaparecieron como herramienta til en
el diagnéstico (16, 37). Recientemente, el problema de la sensibilidad se ha superado
por una ingeniosa técnica basada en la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). En
esta reaccién, el DNA de doble cadena es separado en cadenas sencillas por
calentamiento a 94°C. La temperatura después es reducida a 55°C y los "iniciadores" se
agregan, estos son oligonucledtidos pequefios que pueden alinearse con segmentos de
cada una dec las cadenas separadas de DNA. Finalmente la temperatura es elevada a 72°C
y las cadenas de DNA complementarias, extendiéndose desde los iniciadores son
sintetizadas por la adicién de la enzima DNA-polimerasa y algunos precursores de DNA
como deoxinucleétidos. Por el uso de una enzima termoestable y un sistema de
temperaturas variables durante ciclos de aproximadamente 6 minutos, se pueden detectar
mas de un millén de copias de una cadena de DNA en horas y ésto lo hace mas relevante
que el emplear sondas de DNA. Algunas desventajas del método son, el hecho de utilizar
material y equipo costosos asi como mostrar algunas veces reacciones falsas positivas,

por lo que tampoco puede desarrollarse en prucbas de campo (16, 28, 35). Hasta ahora el
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iniciador que ha dado mejores resultados de especificidad para esta prueba es el

denominado 1S6110 con la secuencia 5’TGAACCGCCCGGCATGTCCGGAGACT 3°

(36, 37, pero en “uso comercial se encuentran ademids el 8

(S'GTGCGGATGGTCGCAGAGA'I?’) y €l Pt9 (5’CTCGATGCCCTCACGGTTCA3")
(38).

DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO

Los métodos de diagnéstico inmunolégico r:ipig‘os son de utilidad por su bajo
costo y accesibilidad a cualquier laboratorio para iniciar el tratamiento especifico al
enfermo y limitar la evolucién del padecimiento y ¢l dafio consecuente. La deteccién de
antigenos o anticuerpos en el liquido cefalorraquideo (LCR) significa una solucidén que
ya ha sido explorada por diversos investigadores, algunos métodos descritos no estan al
alcance de los laboratorios de diagnéstico y tal como estan especificados, carecen de la

sensibilidad deseada como lo anteriormente descrito en otros estudios (19, 24, 30).

En 1983, algunos trabajos han reportado que mediante la técnica de ELISA
(ensayo inmunoenzimadtico) se puede detectar hasta 7 ng/ml de antigenos solubles de
Mycobacterium tuberculosis en el LCR (7). Por otro lado, otros investigadores
demuestran, que el método de ELISA sandwich de doble anticuerpo es capaz de detectar

cantidades tan bajas de antigeno soluble como 4 ng/ml (10).
-

Se ha evaluado simultineamente la presencia del antigeno y/o anticuerpos en

muestras de liquido cefalorraquideo. En un estudio se analizan tanto sangre como LCR
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para ¢l diagnéstico de la .meningitis tuberculosa por medio de l1a técnica de RIA
{radioinmunoensayo), en fase soluble para los’ liquidos y como complejos inmunes
circulantes en la sangre periférica. Loos resultados son eficientes y muestran un 95% de

positividad en las muestras de enfermos sospechosos del p

S

> pero, la téeni
muestra 1a desventaja del costo que representa un estudio de radioinmunoensayo (1).

En otro estudio realizado en 1988 usando la técnica de ELISA ya descritx_a (€)}
detectan anticuerpos por el método directo empleando también muestras de LCR, sus
resultados reportan un 96% de especificidad y 52% de sensibilidad (9).

Un grupo de investigadores utilizando las técnicas de hemaglutinacién pasiva en
fase reversa (RPHA) para detectar antigenos y radioinmunoensayo en fase sélida para
detectar anticuerpos en LCR inician también la investigacién sobre el diagnéstico
temprano de la meningitis tuberculosa. La ventaja de emplear RPHA en el diagnéstico
de la enfermedad es su rapidez de realizacién, su aceptable sensibilidad (88%) y la
lectura rapida de los resultados; caracteristicas importantes que hacen del método una
buena eleccidn para emplearse en campo (2).

En un estudio se inicié la busqueda de anticuerpos con diferente especificidad
hacia varias preparaciones antigénicas de AMyrcobacrerium tuberculosis presentes en LCR
y suero, ¥ se determinaron anticuerpos IgG anti-PPD por medio de la técnica de ELISA,
Los resultados reportan buenas lecturas de densidad dptica (0.027-0.63) a diluciones

muy altas de las muestras (1:256), esto en aquellas en donde se comprobé la presencia de

Mycobacterium ruberculosis por cultivo (5).
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Al analizar el cruce antigénico de diferentes especies de micobacterias por medio
de técnicas como ELISA y aglutinacién, se ha demostrado que en el LCR existen
anticuerpos especificos contra Afycobacterium tuberculosis y que no existe cruce
antigénico con otras micobacterias. Los anticuerpos existentes en el LCR poseen mayor

reconocimiento al microorganismo causante de la primoinfeccién tuberculosa (4, 8).

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Durante los primeros dias de evolucién de la enfermedad, ésta puede confundirse
con infecciones virales diversas, posteriormente y ante la instalacién de las
manifestaciones neurolégicas, debe pensarse en infecciones del sistema nervioso central
© bien en otro tipo de enfermedades a este nivel (28, 31), entre ellas se pueden

mencionar:

- Meningoencefalitis viral

- Meningoencefalitis bacteriana

- Criptococosis

- Cisticercosis

- Intoxicacion por metales pesados
- Tumores del SNC

- Enfermedades degenerativas del SNC
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El pronéstico del padecimiento es variable y dificil de establecer dentro de los
primeros tres a scis meses de la enfermedad; en primera instancia cuanto mas rdpido se
llegue al diagndstico y se instituya ¢l tratamiento, éste serd mejor; por otro lado,
dependera de la extensién y gravedad de las secuelas, ya que habrd casos que requerirdn
de manejo medico quinirgico que eleva el riesgo del paciente, asi como de la premura e
interés con que se instituya un tratamiento de medicina fisica y rehabilitacion. El indice
de letalidad en nifios es de aproximadamente 30% y en adultos 20%. Existe un grupo de
pacientes (20 a 25%) que llegan a presentar una recuperacién fisica completa, sin
deterioro del desarrollo intelectual; otro porcentaje (35%) queda con un dafio cerebral

minimo; un 10 a 15% con secuelas severas, y en el resto de los pacientes las secuelas son

de grados diversos (33).

TRATAMIENTO

El tratamiento debe ser integral y estar basado en los pardmetros siguientes

a) Tratamiento antifimico especifico.
b) Tratamiento de la hipertensién endocraneana.
medicina fisica y

¢) Tratamiento de las secuelas especificas (cirugia,

rehabilitacién).

d) Tratamiento integral a nivel de grupo familiar y de la comunidad (deteccién de
enfermos y contactos).

El tratamiento antifimico debe iniciarse a la brevedad posible, ante la gravedad
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del padecimiento, y bien puede utilizarse cualquiera de los dos esquemas que siguen:
1°- Isoniazida, etambutol, estreptomicina y esteroides (dexametasona).

2° Rifampicina, etambutol, isoniazida y esteroides (dexametasona) (23).
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OBJETIVOS

OBJETIVO PRIMARIO

- Disponer de métodos inmunolégicos de alta especificidad y sensibilidad para el

diagndstico ripido y oportuno de la meningitis tuberculosa.

OBJETIVOS SECUNDARIOS

- Adaptar la técnica de ELISA (método directo) a la bisqueda de antigeno soluble
de BCG e¢n muestras de liquido cefalorraquideo de pacientes con transtornos
neurolégicos no infecciosos, con meningitis de origen desconocido, con cisticercosis
comprobada por inmunofluorescencia indirecta, con meningitis bacteriana comprobada
por cultivo del microorganismo y con meningitis tuberculosa comprobada por cultivo de

Mpycobacterium tuberculosis y con sintomatologia clinica.

- Determinar la presencia de anticuerpos IgG-antimicobacterias utilizando la
técnica de ELISA (método indirecto) por medio del sistema amplificado en muestras de
liquido cefalorraquideo de pacientes con transtomos neurologicos no infecciosos, con

meningitis de origen desconocido, con cisticercosis comprobada por

inmunofluorescencia indirecta, con meningitis bacteriana comprobada por cultivo del

microorganismo y con meningitis tuberculosa comprobada por cultivo de
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Mycobacterium ruberculosis y con sintomatologia clinica.

- Comparar los resultados obtenidos en cada método y decidir cual de ellos
muestra las caracteristicas de sensibilidad y especificidad para ser emp}eado como
método de diagnéstico rutinario en el laboratorio a partir de muestras de liquido

cefalorraquideo.

PLAN DE TRABAJO

En este estudio se trata de comparar la efectividad de dos técnicas de diagnéstico
para la meningitis tuberculosa. ELISA indir.ecto amplificado con dos extractos solubles y
evaluacién de la respuesta IgG en cada muestra y ELISA directo para bisqueda de
antigeno. Se emplean como grupo testigo a pacientes con transtornos neurolégicos
diversos no infecciosos y otros grupos con infecciones caracteristicas como meningitis |
bacteriana (comprobada por cultive), cisticercosis, meningitis de origen desconocido y (
un grupo con meningitis tuberculosa, comprobada por cultivo ¥ con sintomatologia

clinica.

e e i . o it e
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MATERIALES Y METODOS

1) MATERIAL BIOLOGICO

a) Muestras de liquido cefalorraquideo. Las muestras clinicas se obtuvieron de:
- Laboratorio de Bacteriologia, Hospital de Infectologia C.M. La Raza (IMSS).
- Seccién de Neurologia y Neurocirugia, Hospital de Especialidades C.M.

La Raza (IMSS).
- Laboratorio de Helmintos, Departamento de Parasitologia, Escuela

Nacional de Ciencias Biolégicas (I.LP.N).

Laboratorio de Investigaciones Inmunolégicas, Departamento de

Microbiologia, Instituto Nacional de Diagnéstico y Referencia Epidemiolégicos, INDRE

(SS).
CASOS NO INFECCIOSOS

-I- Grupo Testigo (n=31)
Tumor cerebral
Hidrocefalia post-traumadtica
Anecurisma cercbral

Astrocitoma cerebral

~1I - Casos de meningitis por determinar, cisticercosis negativos (n=32).
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CASOS INFECCIOSOS

- III - Cisticercosis (n=32).- Comprobada por inmunofluorescencia indirecta y

hemaglutinacion.

- IV - Meningitis bacterianas (n=30).- Comprobada por el aislamiento del

microorganismo en cultivos especificos.

-V - Meningitis tuberculosa (n=24)

i) casos comprobados por cultivo de AMycobacrerium tuberculosis (n=1)

ii) casos sospechosos del padecimiento por valoracién clinica ( n=20).

b) Cepas micobacterianas:

- AMycobacterium bovis cepa de BCG 1331 (Bacilo Calmette Gilerin),
Copenaghue, Dinamarca, crecida en medio Sauton a pH 7.2, donada por el Instituto
Nacional de Higiene, SSA. )

- Mycobacrerium tuberculosis H37 Rv, crecida en medio Sauton pH 7.2, donada

por el Instituto Nacional de Higiene, SSA.

c) Otros reactivos:

- Suero de conejo anti-BCG (Dakopatts).

- Suero de congjo anti-BCG conjugado a peroxidasa (Dakopatts).

- Suero de conecjo anti-IgG humana conjugada a biotina (Dakopatts).
- Extravidina-peroxidasa (Sigma Chemical Co.).

- Alblmina sérica bovina, BSA (Sigma Chemical Co.).
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2) MATERIAL QUIMICO Y EQUIPO

- Acido sulfitrico 4 N
- Albumina sérica bovina 0.2 mg/ml.(Sigma Chemical Co.)
- Carbonato de sodio al 2% en hidréxido de sodio 0.1 N.
- Centrifuga refrigerada (Damon).
- Espectrofotémetro (Carl-Zeiss).
- Filtros millipore de 0.22 um.
- Lector para placas de ELISA (BIO-RAD).
- Medio de cultivo Sauton pH 7.2 i
- Membrana para didlisis con poro para moléculas de exclusién menores a 8000
daltones. .
- Multipipeta con 12 canales de 50-200 ul (Transferpette).
- O-fenilendiamina (Sigma Chemical Co.).
- Peréxido de hidrégeno al 3 % (Sigma Chemical Co.).
- Pipetas automdticas de 1-10 ul, 20-200 pl, 200-1000 pul (Gilson).
- Placas de poliestireno de 96 pozos con fondo plano (Costar).
- Reactivo de Folin 2N (Merck).
- Solucidn salina amortiguadora de fosfatos 0.01 M pH 7.4 (PBS).
- Solucién amortiguadora de carbonatos 0.01 M pH 9.6.
- Soluciones de bloqueo, de lavado y/o diluyente:
a) PBS-BSA 1%
b) PBS-BSA 3%
c) PBS-BSA 1%-Tween 20 al 0.05% (PBS-BSA 1%-T)
d) PBS-BSA 3%-Tween 20 al 0.05% (PBS-BSA 3%-T)
- Solucién amortiguadora de fosfatos citratos 0.1 M pH 5.0
- Sustratos para ELISA:

1) 4 mg o-fenilendiantina
10 ml de solucién amortiguadora fosfatos-citratos 0.1 M pH 5.0

50 ul H303 al 3%

2) 10 mg o-fenilendiamina
25 ml PBS 0.01 M pH 7.4
100 ul H202 al 3%
- Sonicador (Ultrasonics Inc.).
- Sulfato de cobre al 1%. ’
- Tartrato de sodio al 1%.
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3) METODOS

a) PREPARACION DE EXTRACTOS ANTIGENICOS SOLUBLES

Las cepas de BCG y Afycob, iurm tuberculosis se cultivaron en el medio
liquido Sauton pH 7.2 por 4 6 5 semanas, después se cosecharon por centrifugacién, la
masa bacteriana se lavé con PBS 0.01 M pH 7.4 y se distribuyd en alicuotas de
aproximadamente 20 ml para su conservacién a -70°C . Una de éstas alicuotas sirvié
para preparar cada uno de los extractos antigénicos solubles, se sonicaron 25 minutos a
118 watts en baifio de hielo, se cemrifugaror'x durante 15 minutos a una velocidad de 10
000 rpm, se colectd el sobrenadante y se dializaron contra PBS haciéndole 3 6 4 cambios
a una temperatura de 4°C. Se centrifugaron nuevamente y se filtraron en membranas
millipore de 0.22 pm.

Una vez obtenidos los extractos antigénicos solubles, extracto soluble de BCG
(ESBCG) y extracto soluble de Afycobacterium tuberculosis (ESMTB), se les

determinaron proteinas por el método de Lowry y se conservaron en alicuotas a -70°C.

b) ELISA DIRECTO PARA DETECCION DE ANTIGENO EN LCR

Las placas de poliestireno para ELISA se sensibilizaron con una solucién de 10
ug/mli de anti-BCG (Dakopatts Co.) en solucién amortiguadora de carbonatos 0.01M pH
9.6 y se dejé incubar durante una noche a 4°C. Los lavados se hicieron mediante un

aspirador de 12 canales y con ayuda de una bomba de vacio para después agregar 200 pl
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de PBS 0.01 M pH 7.4, ¢! proceso de lavado se repitié 3 veces ¥y se dejaron incubando
con solucién bloqueadora (PBS-BSA 3%) durante 90 minutos a 37°C, se asp.iré el
liquido y se adicionaron diferentes cantidades de proteinas de extracto soluble de BCG,
esto es, de 1 a 1000 ng/ml, asf como las muestras de LCR de los diferentes pacientes, en
un volimen total de 100 ul por pozo, cada muestra y cada uno de los puntos de la curva
se adicionaron por duplicado. Se incubaron por 90 minutos a 37°C y después se lavaron
con PBS-BSA 3%-Tween 0.05% (200 pl/pozo); se agregd el conjugado anti-BCG-
peroxidasa (Dakopatts Co.) a una dilucién de 1:100 (100 ul/pozo) durante 90 minutos a
37°C, se lavaron 4 veces con PBS y se agrega el sustrato nuimero 1 (4 mg de o-
fenilendiamina, 25 ml de PBS 0.01M pH 7.4, 50 pl H20: al 3%), 100 ul/pozo, la
reaccién se detuvo después de 5 minutos de incubacién a temperatura ambiente por la
adicion de scido sulfirico 4 N (50 ul/pozo). Los pozos se leyeron a 490 nm en un lector

para placas de ELISA.

c) ELISA INDIRECTO CON SISTEMA AMPLIFICADO (EXTRAVIDINA-
BIOTINA) PARA DETECTAR ANTICUERPOS ANTI-IgG EN LCR.

Las placas de 96 pozos se sensibilizaron con 100 pl de cada uno de los extractos:
ESBCG y ESMTB a una concentracién de proteinas de 10 pg/ml diluidos en solucién
amortiguadora de carbonatos 0.01 M pH 9.6 durante 18 hrs a 4°C. Se lavaron 3 veces
con PBS 0.01 M pH 7.4 (200 ul/pozo) y se adicionaron 200 ul de la solucidon de bloqueo
PBS-BSA 1% incubdndose 90 minutos a 37°C. Después se aspird el liquido y se agregd
a cada pozo 100 pl del! LCR diluido 1:10, se incubd por 1 hora a 37°C, se lavaron los
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pozos con 200 ul de PBS-BSA 1%-Tween 0.05% y sc agregd la solucién de anti-IgG
humana biotinilada (100 pl/pozo) a una dilucién de 1:500 en PBS-BSA 1%-T\ween
0.05% se incubd por una hora, y después de 4 lavados con el mismo diluyente se agregé
el conjugado extravidina-peroxidasa (100 pl/pozo) a una dilucién del:2000, se retird y
se lavé con PBS 0.01 M pH 7.4 (200 pl/pozo) y se agregd el sustrato 2 ( 10 mg de o-
fenielndiamina, 25 ml de PBS 0.01 M pH 7.4, 100 pl H.O: al 3%) por 30 minutos a
37°C. Se adicionaron 50 ul de 4cido sulfurico 4 N a cada pozo para detener la reaccién y

se registré la densidad dptica de los pozos a 490 nm en un lector para placas de ELISA.

d) INDICE DE DENSIDAD OPTICA Y ANALISIS ESTADISTICO
UTILIZADO.

Se empled el indice de densidad éptica o IDO (25, 29) como prueba para
analizar la condicién de las muestras empleadas en las técnicas de ELISA indirecto
amplificado que es el producto de la relacién entre Jos valores de densidad éptica con los
cnntroles positivos verdaderos (LCR a los que se les comprobé por cultivo y aislamiento
M.1uberculosis) que resultaron alto y bajo reactivos en cada prueba, la media, desviacién
estandar y coeficiente de variacién. Ademds se usd una curva estindar con
concentraciones conocidas de un extracto soluble de BCG para detectar antigeno en los
LCR en el caso del ELISA directo. Por ultimo se determinan la sensibilidad y

especificidad de cada prueba por medio de cdlculos con férmulas establecidas (26).
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RESULTADOS

Se trabajaron S diferentes grupos de muestras de liquido cefalorraquideo ¢

a) Grupo control negativo. »

b) Grupo con meningitis de origen desconocido.

¢) Grupo con cisticercosis.

d) Grupo con meningitis piégena.

e) Grupo con meningitis tuberculosa.

Los resultados de las pruebas de ELISA indirecto amplificado usando los dos
extractos antigénicos (ESBCG y ESMTB) y del ELISA directo, muestran que en el
grupo testigo negativo proveniente de muestras de LCR con origen no infeccioso
ninguna muestra resultd positiva. (Ver tabla 12).

Para el grupo de LCR con meningitis de origen desconocido, también resultaron
negativas a las 3 técnicas usadas (Ver tabla 13), lo cual sugiere que este tipo de muestras
son de etiologia aun por determinar, ya que también resultaron negativas a las pruebas de
IFI y HAI. Las muestras del grupo con cisticercosis comprobada por IFI y HAI,
resultaron ser la mayor parte negativas a las técnicas desarrolladas para el diagndstico de
1a meningitis tuberculosa, a excepcién de las muestras nimero 9, 17, 18, 25, 28 y 29 que
dependiendo de la prueba y extracto utilizado fueron positivas o indeterminadas (Ver
tabla 14).

En el grupo de LCR con meningitis piégena comprobada por ¢l aislamiento del
microorganismo causante del padecimiento, se identificaron como positivas la muestras

2

numero 11, 19 y 21 a las pruebas ELISA indirecto amplificado con los 2 extractos y
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negativas a la deteccién de antigeno soluble de BCG, mientras quec la mucstra 18 solo
fue positiva al ELISA indirecto-ESBCG (Ver tabla 15).

Por }iltinlo el grupo caracterizado como testigo positivo a meningitis tuberculosa
mostré algunos resultados como se esperaban, pucs la mayoria se identificé como
positiva a las 2 prucbas de ELISA indirecto usando los 2 extractos, y a pocos se les
detecto antigeno soluble en ¢l ELISA directo (Ver tabla 16). Los v;'llorcs registrados
como densidades opticas para cada grupo de estudio por la técnica de ELISA indirecto
amplificado-ESBCG sc encucntran en la tabla 1, asi como la media poblacional por
grupo y el comportamiento de los 5 grupos de acuerdo al valor calculado como rango de
corte (IDO) se mucstra en Ia figura 1.

Por otro lado los resultados de las densidades 6pticas para cada grupo dc estudio
por la técnica de ELISA indirecto amplificado-ESMTB se¢ encuentran en la tabla 2, asi
como la media poblacional por grupo y ¢l comportamicnto de los 5 grupos de acuerdo al

valor calculado como rango de corte (IDO) se muestra cn la figura 2.

El cilculo del indice de densidad dptica que sc utilizé como rango dec corte sc
describe en la tabla 4 y 5. Por lo que el numero dec mucstras ncgativas, positivas ¢
indeterminadas para cada grupo y en cada prucba dc ELISA indirccto s¢ muestran cn la
tabla 6. Los valores de sensibilidad y especificidad para esta técnica con sus 2 variantes,

resultaron ser aceptables como para utilizarse en ¢l diagnéstico de Ia’enfermedad.
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Los valores de dciasidad optica para el ELISA directo en los 5 grupos de estudio
se muestran en la tabla 8, siendo la muestra nimero 11 del grupo con meningitis pidgena
¥y las nimero 1, 8, 11, 12 y 18 del grupo con meningitis piégena a las que se les detecté
antigeno soluble de BCG. Las cantidades detectadas para cada una de ellas se muestran
en la tabla 10. La sensibilidad de la prueba fue muy baja (20.83%) a pesar de su alta

sensibilidad registrada para cada grupo (Ver tabla 11).
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1) ELISA INDIRECTO AMPLIFICADO CON EXTRACTO SOLUBLE DE

BCG.

TABM 2. Valores promedio de densidad éptica a 490 nm para cada una de las
muestras ensayadas por duplicado en ELISA indirecto amplificado-ESBCG y media para
cada grupo.

NUMERO DE | TESTIGO MENINGITIS CISTICERCOSIS | MENINGITIS MENINIGITIS
MUESTRA DESCONOCIDA (+) PIOGENAS TUBERCULOSA
[] 0.02 068 0.02 0.094
2 00.094 144 0.14' 0.0505
3 0.0415 09S 0.05 0.04
4 0.00: 0.05 0.132
0.00. OB 0.120 0.
1] 154 0.154 Q
7 [s] 131 0.002 3
0.066 .06 0.00¢ .
o 0.092 .50 3
[ 0.06 0.098 31
1 0.0395 0.274 0430
1 0.05 0. 326
0.05 0. L 185
- < 0.036 0.20 .062 2
S 0.073 0.01 .077 .44
0.044 0.01 0.025 2.278
0.043 0.07 0.353 .57
= 0.047 0.013 .342 RS,
0.263 0.06-! .05 .39
2 0.2 0.036 .24 .44
2 0.04 0.002 .03 620
2 .1 0. .15 .029
2 0.034 [eX .04 X .263
2 0.031 0.04 EX] . 2.077
25 0.056 0.00 0.3 .268
26 0.042 0.04 0.2 .09
27 0.079 0.05 0. L1061
28 0.089 0.02 1.732 11
29 0.157 0.07 0. .181
[] 0.098 0.0R5 0.108 0.100
1 0.069 0.1436 0.178
i 2 0.156 0.119
- MEDIA 0.0694 0.088 0.231 0.171 1.061
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Figura 1.- ELISA indirecto amplificado con extracto soluble de BCG (ESBCG) para
cada muestra perteneciente a los grupos: Testigo, meningitis de origen desconocido (MG
DESC), cisticercosis (C1ST), meningitis bacteriana (MG BACT) y meningitis tuberculosa
(MGTB). Los puntos corresponden a los valores de densidad éptica registrada a 490 nm
para cada muestra probada por duplicado y las lincas pertenccen al rango de IDO en
donde se detectan positivos, indeterminados y negativos.
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2) ELISA INDIRECTO AMPLIFICADO CON EXTRACTO SOLUBLE DE
Mycobacterium tuberculosis H37 Rv.
TABLA 3. Valores promcdlo expresados como densidad éptica a 490 nm

para cada yada por d lo en ELISA indirecto amplificado-ESMTB y
media para cada grupo.
NUMERO DE | TESTIGO MENINGITIS CISTICERCOSIS MENINGITIS
MUESTRA DESCONOCIDA () TUBERCULOSA
0.114 0.175 0.263 0.191 .285
2 0.289 0.266 0.115 0.106 932
3 0.161 O.188 0.179 0.05 229
4 0.14. 0.044 0.096 0.26 381
0.13 0.093 0.10. 0.16. .8
0.032 0.225 0.22 0.13 A
0.054 0.10 0.02 0.14
16 0.069 0.02 0.152 1.
.198 Q.| 0.38 0.306 1.
2] .06 oO. 0.24 0.175 2.038
1 .046 oO. 0.04 0919 .733
2 0.061 O.. 0.25 0.151 311
3 0.05 0. 012 0.063 985
4 0.043 0. 0.05 0.050 el
15 0.046 O. 0.05: 0112 -
1 0.04 0.0 0.02 0.132
1 0.064 0.08. 0.2 0.170
1 .079 0.07 0.174 20 -2
.045 0.149 0.0: 428
2 .281 0.07 0.20, 43 .2
2 .21 0.026 0.052 421 .72
2 0.0+ 0.0358 0.194 0.152 I
2. 0.29 0.06 0.055 0.071 15
2 0.03 0.058 0.170 0.20 .94
25 0.0. 0.0755 0.211 0.22
26 0.038 0.064 0.208 0.07.
27 0.042 0.06 0.03 0.06
28 0.103 0.04; 237 0.10
29 0.09 O.12 .61 0.124
30 0.108 0.27 .13 0.119
31 0.102 0.18 0.24
32 0.08: 0.09.
MEDIA 0.107 0.115 0.178 0.187 1.069
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Figura 2.- ELISA indirecto amplificado con extracto soluble de Mycobacterium
tuberculosis H37Rv (ESMTB) para cada muestra perteneciente a los grupos: Testigo,
meningitis de origen desconocido (MG DESC), cisticercosis (CIST), meningitis bacteriana
(MG BACT) y meningitis tuberculosa (MGTB). Los puntos corresponden a los valores de
densidad Optica registrada a 490 nm para cada muestra probada por duplicado y las
lineas pertenecen al rango de IDO en donde se detectan positivos, indeterminados y
negativos.
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3) INDICE DE DENSIDAD OPTICA (IDO)

Se expresa como un rango de densidad éptica en donde valores mayores al limite

superior detectan muestras positivas, valores menores al limite inferior detecta muestras

negativas y valores intermedios entre los limites detecta muestras indeterminadas.

Del grupo de pacientes con meningitis tuberculosa comprobada por el cultivo,

aislamiento e identificacion del bacilo de A .ruberculosis se eligieron los que fueron altos

y bajos reactivos en cuanto a respuesta de anticuerpos IgG anti-micobacterias en cada

ELISA probado para ser los controles en la determinacién del ODI.

TABLA 4. Testigos alto y bajo reactivos con meningitis tuberculosa comprobada
por el cultivo de Aycobacterium tuberculosis.

ALTO BAJO
REACTIVO REACTIVO

No.de ELISA ELISA ELISA ELISA

ensayos | indirecto indirecto indirecto indirecto
amplificado amplificado jamplificado amplificado
ESBCG ESMTB ESBCG ESMTB
Muestra Muestra Muestra Muestra
No.11 No.19 No.19 No.12

1 1.052 0.864 0.41 0.301

2 1.206 0.792 0.389 0.322

3 1.114 0.901 0.395 0.315

4 1.14 0.824 0.375 0.345

Los valores se expresan como densidad Sptica a 490 nm en cada ELISA
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TABLA 5, Célculo del fndicc de densidad dptica (IDO) tomando en cuenta los

testigos verdaderos, bajo y alto reactivos.

ESBCG ESMTB
valor bajo/valor alto valor bajo/valor alto
0.041 7/ 1.052 == 0.389734 0.301 /0.864 = 0.34838
0.389/1.206 = 0.332554 0.322/0.792 = 0.406566
0.39571.114 =0.354578 0.315/0.901 = 0.349612
0.375/1.14=0.328947 0.345/0.824 = 0.418689
MEDIA MEDIA
0.348953 0.380812
DESVIACION ESTANDAR DESVIACION ESTANDAR
0.030506 0.037073
COEFICIENTE DE VARIACION COEFICIENTE DE
VARIACION
9% 10%

La dcterminacidn se realizé utilizando los valores de densidad éptica ob

en cada ELISA y dividiendo el valor bajo entre el valor alto cn cada prueba, para después

' calcular los demds pard 0s como p dio, d facié indar y coeficicnte de

variacién en cada caso.
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Calculando el IDO al 95% de éonﬁanm para cada técnica se tiene:

media +/- 1.96 (desviacién estdndar/numero de ensayos)

Para el ELISA indirecto amplificado con ESBCG:

0.348953 + 1.96 (0.030506/4) = 0.3639
0.348953 - 1.96 (0.030506/4) = 0.3340

Por lo tanto:
NEGATIVO 0.3340 - INDETERMINADO --- 0.3639 POSITIVO
Para el ELISA indirecto amplificado con ESMTB:

0.380812 + 1.96 (0.037073/4) = 0.39897
0.380812 - 1.96 (0.037073/4) = 0.3626

Por lo tanto:
NEGATIVO 0.3626 --— INDETERMINADO --- 0..3989 POSITIVO

Consecuentemente, se¢ tiene un intervalo de valores de densidad &ptica para
decidir si la muestra probada es positiva o negativa, si el valor es intermedio al limite
superior e inferior se decide que la muestra es indeterminada.

Ahora bien, al analizar cada uno de los resultados en las muestras de los 5 grupos

se puede establecer el valor positivo o negativo.
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TABLA 6. Resultados de cada una de las muestras ¢nsayadas con ESBCG y

ESMTB para ¢l ELISA indirecto amplificado utilizando como valor de corte ¢l indice de

densidad dptica (1DO).

tuberculosa

ESBCG IrOSITIVOS NEGATIVOS INDETERMINADOS TOTAL

Testigo [}] 31 [s] 31

Meningitis o 32 o 32

desconocida

lasliccrcosis ) 4 26 2 32

Meningitis 3 26 1 30
iégena

Meningitis 22 2 [+] 24

tuberculosa

ESMTB POSITIVOS NEGATIVOS INDETERMINADOS TOTAL

Testipo ['] 31 [+] 31

Meningitis [ 32 4] 32

desconocida

Cisticercosis (+) 2 29 1 32

Meningitis 3 27 0 30
idgena

Meningitis 23 1 [+} 24
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4) CALCULO DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DEL ELISA
INDIRECTO AMPLIFICADO USANDO LOS DOS EXTRACTOS ANTIGENICOS.
Tomando en consideracién los resultados para cada muestra por el IDO se

calcularon los pardametros de sensibilidad y especificidad (26) en cada ELISA :

ENFERMEDAD
+ -
PRUEBA
[ a | b ] +
| c | d | -
a
X 100
SENSIBILIDAD
a -+ c
d
X 100
ESPECIFICIDAD
b+ d

Siendo a los sujetos positivos a la enfermedad y positivos a la prueba (verdaderos
positivos), b los positivos a la prueba pero que no estdn enfermos (falsos positivos), ¢
negativos a la prueba y enfermos (falsos negativos) y d los sujetos negativos a la prueba
v a la enfermedad (verdaderos negativos).
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ESBCG o ESMTB

o sk RN

SENSIBILIDAD - .
22/2+22=91.66% 1 23/1+23=9583 %
ESPECIFICIDAD
GRUPO
TESTIGO 31/0+31=100% 31/0+31=100"%
MENINGITIS 32/0+32=1300 % 32/0+32=100%
DESCONOCIDA
CISTICERCOSIS 26/4 426 =86.6 % 29/2+29=93.54 %
MENINGITIS 26/3 + 26 = 89.65 Y% 27/3+27=90%
PIOGENA

5) ELISA DIRECTO PARA DETECCION DE ANTIGENO

TABLA 7. Curva estindar utilizando el extracto soluble de BCG. Los valores
son el promedio de densidad &ptica a 490 nm. para cada concentracién empleada de

antigeno soluble que se efectuaron por duplicado, realizando un total de 11

determinaciones.
Concentracién Densidad
(ng/ml) 6ptica (valor
promedio)
1 0.0445
5 0.0902
10 0.133
25 0.191
50 0.244
75 0.285
100 0.338
250 0.347
500 0.604
750 0.717
1000 0.890 49
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Figura 3. Curva estindar para la determinacién de antigeno soluble de BCG.
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TABLA 8. Valores promedio dc densidad éptica a 490 nm. para cada una de las

yadas por duplicado para ¢l ELISA directo.
NUMERO DE TESTIGO CISTICERCOSIS | MENINGITIS
MUESTRA [C3 PIOGENAS TUDBERCULOSA

1 0.0255 0.009 | 0.032 0.041

2 0.0315 0.032 0.025 0.05

3 0.0335 0.0} 0.021 0.044

) 0.022 0.009 0,028 0.048

5 0.032 0.011 0.033 0.038

6 0.0 0.010 0.032 0.0832

7 0.0 0.017 0.03 0.03

8 0.04 0.009 0.039 0.055

9 0.055 | 0.013 0.037 0.061

10 0.041 1N 0.027 0.021 0.064

11 0.021 | 0.00 0.02 L 20,129 -7

12 0.031 1 0.009 0.021 0.077

13 0.053 | 0.014 0.024 0.043

14 0.039 T 0.032 1 0.014 0.05

15 0.029 | 0.024 1 0.027 0.061

16 0.019 T 0.028 1 0.067 0.048

17 0.051 | 0.01 0.033 0,05

18 0.046 ] 0.034 0.03 0.033 x|
19 0.025 0.015 0.024 0.033 1
20 0.032 0.012 0.037 0.043 0.037 |
21 0.038 0.012 0.01% 0.034 0.03

32 0.018 0.014 0.017 0.05 0.059

3 0.02 0.015 0.027 0.034 0.032

33 0.03S 0.03 0.019 0.044 0.035

35 0.03 0.015 0.055 0.026

26 0.028 0.031 0.018 0.035

27 0.011 0.009 0.039 0.037

38 0.036 0.010 0.057 0.043

29 0.027 0.013 0.031 0.037

30 0.042 0.021 0.038 0.038
31 0.047 0.053 0.038

32 0.011 0.041

Los LCR positivos a antigeno soluble de BCG aparccen ¢n la tabla sombreados
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Para calcular cuales de aquellas muestras resultaron positivas a la deteccién de
antigeno soluble de BCG se empled una curva estdndar o de calibracién en donde se
agregaron cantidades conocidas de antigeno y por medio del método de ELISA directo se
determiné una lectura a 492 nm. en cada caso. Los datos de concentracién (x) y densidad
6ptica (y) se sjustaron a una linea recta calculando el logaritmo 10 en cada eje. asi, el
valor de cada muestra se interpola en el ¢je de las x ¥ se detecta su valor correspondiente
a concentracién calculando el inverso del logaritmo.Una muestra se considerd positiva
cuando los valores de concentracién fueran mayores de 5 ng/ml (4, 17).

TABLA 9. Resultado del namero de muestras en las que se detectd antigeno

soluble de BCG.

GRUPO NEGATIVAS POSITIVAS
TESTIGO 1 [+]
MENINGITIS DESCONOCIDA 2 o
CISTICERCOSIS 2 o
MENINGITIS PIOGENA 29 1
MENINGITIS TUBERCULOSA 19 5

TABLA 10.- Concentracién de antigeno soluble de BCG en las muestras de LCR.

positivas a antigeno calculados por la curva estindar.

GRUPO NUMERO DE D.O. CONCENTRACION
MUESTRA {ng/ml)
Meningitis pidgena 11 0.129 11.16
Meningitis tuberculosa 1 0.230 44.4
had 8 0.190 28.1
bl 11 0.167 20.2
b 12 0.101 6.2
had 18 0.117 8.9
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6) CALCULO DE SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DEL ELISA DIRECTO

ENFERMEDAD
+ -
PRUEBA
[ a I b ] +
[ < | d | -
a
X 100
SENSIBILIDAD
a+c
d
X 100
ESPECIFICIDAD
b+ d

Siendo a los sujetos positivos a la enfermedad y positivos a’la prueba (verdaderos
positivos), b los positivos a la prueba pero que no estdn enfermos (falsos positivos); ¢
negativos a la prueba y enfermos (falsos negativos) y d los sujetos negativos a la prueba
y a la enfermedad (verdaderos negativos).
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TABLA 11. Sensibilidad y especificidad del ELISA directo para

antigeno soluble de BCG en muestras de LCR.

detectar

SENSIBILIDAD 5/5+19X 100 =20.83%

ESPECIFICIDAD

GRUPOS TESTIGO 31/0+31X100=100%
MENINGITIS DESCONOCIDA |32 /0+ 32X 100 = 100%
CISTICERCOSI1S 32/0+32X 100 =100%
MENINGITIS PIOGENA 29/1+29X 100 =96.6%
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TABLA 12. Caracteristicas del grupo testigo y su resultado en las 3 técnicas de

diagndstico para la meningitis tuberculosa.

No.DE Padecimiento neuroldgico | ELISA indirecto | ELISA indirecto | ELISA
MUESTRA |no infecciaso amplificado-ESBCG | amplificado-ESMTB | directa
1 Aneurisma cerebral - - -
2 Tumor cerebral - - -
3 Ancurisma cerebral - - -
3 Hidrocefalia post-traumdtica - - -
5 Hidrocefalia post-traumidtica B - - -
6 Hidr lia post-tr i - - -
7 Hidrocefalia post-traumatica - - -
8 Hidrocefalia post-traumdtica - - -
9 Tumor cercbral - - -
10 Ancurisma cerebral - - -
11 idr ia post-tr - -
12 Hidrocefalia post-traumitica - -
13 Hi falia post-ty { - -
14 Anecurisma cerebral - - -
15 Hidr lia p - N _
16 Ancurisma cerebral - - =
17 Hemorragia subaracnoidea - - -
18 Ancurisma cerebral - - -
19 Meningioma - - -
20 Hemorragia subaracnoidea - - -
21 Tumor cerebral Z - Z
22 Tumor cercbral - - -
23 Ancurisma cerebral - - -
24 Tumor cerebral - - -
25 Tumor cerebral - - -
26 ‘Tumor cerebral - - -
27 Astrocitoma cerebral - - -
28 Hidr lia post-tr i - - -
29 Ancurisma cercbral - - -
30 Ancurisma cerebral - - -
31 Tumor cerebral - - -
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TABLA 13. Caracteristicas del grupo con meningitis de origen desconocido y su

resultado en las 3 técnicas de diagndstico para la meningitis tuberculosa.

indirecto

ELISA

No.DE
MUESTRA

Prucbas de IFI (-) y HAI

ELISA

indirecto { ELISA

ESBCG

ESMTB

-

directo

neurolégica diversa
+

-

I oy
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TABLA 14, Caracteristicas del grupo con cisticercosis y su resultado en las 3

técnicas de diagndstico para la meningitis tuberculosa (La sigla I significa

caso
indeterminado).
No.DE TAC (+) N ELISA indirecto | ELISA indirecto | ELISA
MUESTRA | Pruebas IFI(+) v HAI(+) amplificado-ESBCG |amplificado-ESMTRE |directo
1 + - - -
2 -+ - - -
3 + - - —
4 + - - -
5 + - - -
6 + - - -
7 + - - -
3 Y - . -
9 + 1 -
10 . + - - -
1 + - - -
2 + - - -
3 nl - - -
14 + - - -
15 + - - -
16 + - - -
7 + 1 - -
3 + 1 - ~
[) + - - -
20 + - - -
21 * - -
22 * - - -
23 at - = -
24 + - - -
25 + + - -
26 + - = -
27 + = - =
28 - + + + -
2 + -+ -+ -
30 + - = -
3 + el = -
2 + - - -
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TABLA 15. Caracieristicas del grupo con meningitis piégena y su resultado en

las 3 técnicas de diagnéstico para la meningitis tuberculosa (La sigla I significa caso

indeterminado).
No.DE Microorganismo  aislado | ELISA indirecto | ELISA indirecto | ELISA
MUESTRA | por cultive del LCR amplificade-ESBCG | amplificado-ESMTB | directo
1 Sraphylococcus epidermidis - -
2 Streptococcus pneumoniae - - -
3 Serratia marcecens - - -
4 Staphylococcus epidermidis - - -
5 Straphylococcus epidermidis - - -
6 Serratia marcecens - - -
7 Sraphylococcus epidermidis - - -
8 Pseudomona aeruginosa - - -
9 Staphylococcus aureus - -
10 Streptococcus pneumoniae - - -
11 Streptococcus pneumoniae -+ +
12 Criptococcus neoformans - - -
13 Criptococcus neaformans - - -
14 Haemophylus influenzae - - -
15 Haemophylus influenzac - - -
16 Enterobacter cloacae - - -
7 Sraphylococcus aureus - - -
8 Staphylococcus aureus I - -
9 Serratia marcecens -+ -+ -
20 Streptococeus pneumoniac - - -
21 Streptacoccus ff-hemolitico “+ -+ -
22 Sraphylococcus aureus - - -
23 Haemophylus influenzae - - -
243 Staphylococcus epidermidis - - -
25 Serratia marcecens - - -
26 Staphylococcus aureus - - -
27 Pseudomona aeruginasa - - -
28 Criptococcus neoformans - - -
29 Haemophylus influenzae - - -
30 Sraphylococcus aureus - - -

58



TABLA 16. Caracteristicas del grupo con tuberculosis meningea y su resultado en las 3

téenicas de diagnéstico de la enfe_rm:dad (La sigla I significa caso indeterminado).

No.DE Cultivo ¥ | Citoquimico del LCRELISA ELISA ELISA
MUESTRA [aislamiento delcon concentracién | indirecto Indirecto directo
Mycobacterlum |clevada de pr Y 11
tuberculosis en|baja concentracién de | ESBCG ESMTB
el LCR glucosa
1 - + + ~+ -+
2 - + + + -
3 - + + -+ -
4 - + -+ -+ -
5 - ~+ <+ <+ -
6 - + + + -
3 B + - + N
8 - + + + -+
9 - + + -+
10 - 4 -+ =+ -
11 + + + +
12 -+ o+ + - -
13 - + + - N
4 - -+ + -+ -
S - + + + -
6 - + -+ + Z
7 ~ -+ + -+ -
-+ + + + +
S + + -+ + +
20 hd + + + -
21 - + + + -
22 - -+ + -+ -
23 - + + + -
24 - + + -+ -
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DISCUSION

La meningitis tuberculosa es una enfermedad que desde hace-afios ha sido muy
dificil de diferenciar y en la mayoria de los casos si no es diagnosticada a tiempo puede
llegar a ser mortal por las confusiones que implica su similitud con otros padecimientos
neuroldgicos (14, 21, 28). Es de interés para los investigadores y sobre todo para los
médicos encargados de darle seguimiento a éste tipo de enfermedad. contar con
métodos de diagnéstico sencillos, ripidos y eficaces para poder diferenciar el
padecimiento y poder asi ofrecer un tratamiento oportuno, ya que como s¢ sabe, las
complicaciones que se manifiestan en los pacientes llegan a ser fulminantes al grado de

diagnosticar post-mortem el agente infeccioso causal de su muerte (12, 13, 28).

En el presente trabajo se implementaron 3 diferentes técnicas para diagnosticar a

la’'meningitis tuberculosa en muestras de liquido cefalorraquideo, las cuales son:

a) ELISA indirecto amplificado, en el cual se emplearon 2 extractos solubles con
similitudes antigénicas, ESMTB y ESBCG con el método de amplificaciéon
Extravidina-Biotina que permite incrementar la respuesta cuando en el
sistema empleado existan pocos componentes, como es el caso de los

anticuerpos especificos anti-Mycobacterium wuberculosis presentes en el

liquido cefalorraquideo (18).
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Los resultados indi difc i de r por parte de los

anticuerpos reactores procedentes de as real positivas a la enfermedad
(comprobado por el cultivo bacteriolégico de AL ruberculosis) y de los demids grupos
testigos que no presentaron tuberculosis, estos datos se reflejan en los valores de
sensibilidad y especificidad y que siendo mayores del 90% pueden distinguirse como
buenos métodos de diagndstico (26). Para el extracto soluble de M. ruberculosis, la
sensibilidad fué del 95.83% y especificidad del 100, 100, 93.53 y 90 % para los grupos
testigo, con meningitis desconocida, cisticercosis y con meningitis pidgena
respectivamente. Para el extracto soluble de BCG la sensibilidad fué del 91.66% y la
especificidad del 100, 100, 86.6 y 89.6% para los grupos testigo, con meningitis

desconocida, cisticercosis y con meningitis pidgena respectivamente.

b) ELISA directo, permite detectar cantidades pequefias de antigeno soluble en
las muestras por probar con ayuda de una curva estdndar en la que se fueron agregando
concentraciones conocidas del extracto antigénico de BCG.

La técnica no fué tan sensible como se esperaba ya que se obtuvo un valor de
20.83% y una especificidad del 100, 100, 100 y 96.6% para los grupos testigo, con
meningitis desconocida, cisticercosis y con meningitis piégena respectivamente. Estas
caracteristicas hacen que la técnica tenga pocas prbabilidades de ser utilizada como
herramienta en el diagndéstico de la enfermedad.

El indice de densidad éptica (ODI) es una determinacién numérica que se

calculd para conocer la condiciéon de cada muestra ensayada en las técnicas de ELISA
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indirecto amplificado y como tal no es un valor fijo sino un rango de valores en donde
resultados menores al valor menor de densidad éptica se catalogan como muestras

‘negativas, resultados mayores son positivos y valores entre éstos dos se consideraron

q

indeterminados. Este modo de evaluacién fué iderado el ad: porque en cada
experimento los niveles de anticuerpos de un solo especimen se reflejan en la densidad
6ptica obtenida y varian dia a dia, por lo tanto fué necesario tomar en cuenta testigos
verdaderos altos y bajos a la enfermedad.

En algunos casos se obtuvieron resultados falsos positivos por parte de algunas
muestras petenecientes a los grupos de cisticercosos o con meningitis bacteriana, y la
respuesta puede ser explicada como una reaccién cruzada por parte de los antigenos
micobacterianos, cisticercosos o bien bacterianos, en donde determinantes antigénicos
similares estén compartidos y que son reconocidos por los anticuerpos presentes en el
fluido biolégico. Estas estructuras antigénicas similares que en algunos
microorganismos se han conservado a lo largo de la evolucién y a veces juegan papeles
importantes en la respuesta inmunolégica, anteriormente se les llamaba proteinas de
choque térmico, ya que se pensaba en que sélo cambios bruscos en la temperatuura de
su crecimiento afectaban a moléculas constitutivas sustituyéndose por las HSP (heat
shock proteins), ahora se sabe que cualquier situacién de estrés afecta de manera
considerable el metabolismo biolégico del organismo (39).

En el grupo de meningitis desconocida ningin LCR fue positivo para cualquiera
de los 3 métodos, siendo asi negativos a cisticercosis, meningitis bacteriana y

tuberculosis y con ctiologia atin por determinar.




1
i

Cabe sefialar que el nimero de los casos falsos positivos dependio del extracto
antigénico empleado para el ELISA, resultando el ESMTB el mejor antigeno que
descrimina la condicion de la muestra y el método se respalda por los valores de

sensibilidad y especificidad ya mencionados.

El comportamiento para el LCR niimero 11 y 18 del grupo clasificado con
tuberculosis meningea concuerda con lo esperado, encontrandose elevados sus niveles
de anticuerpos IgG especificos anti-Afycodbacrerium ruberculosis y anti-BCG, y ademids
positivo a antigeno por haberse aislado e identificado el agente causal de la enfermedad
en medios de cultivos especiales y por detectarse antigeno soluble en el fluido 20.7 ¥ 8.9
ng /ml respectivamente. Sin embargo, la muestra nimero 12 fué negativa a la prueba
ELISA indirecto con ESMTB, lo cual no indica que no estuviera enfermo por el
contacto de la micobacteria en su organismo sino que, por el método de valoracién
resulta ser un caso positivo a cultive y bajo reactivo a anticuerpos.

El altimo caso, LCR nimero 19, fué positivo a las 2 pruebas para determinar
anticuerpos, pero no fué detectada la cantidad minima de antigeno soluble en el fluido,
que pudo deberse a que al momento de preparar la muestra para la siembra en cultivo se
haya concentrado tanto como para no dejar bacilos o restos de ellos que pudicran ser
detectados por el método, aunque es preciso sefialar que la muestra no fué totalmente
necgativa a antigeno, se encontraron rastros, pero ¢l limite de deteccién para la prueba se
considerd en 5 ng/ml y el valor obtenido para esta muestra no alcanza a ser considerado

como positivo.
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En otras mwuestras de liquidos eefalorraquid per al grupo de

tuberculosos clinicos se detectaron altos reactores de los anticuerpos especificos hacia
las dos cepas micobacterianas y dos de ellos, la muestra nimero 1 y 8 se les detecté
antigeno soluble, 43.4 y 28.1 ng/ml respectivamente. Existié un caso de meningitis

i6 da por S. p jae que resulté ser positivo a antigeno, detectindose

11.1 ng/ml, se trata de un paciente en edad pedidtrica que manifestaba sintomatologia de
problemas pulmonares al inicio de su ingreso al hospital y que su estado general se
agravo en unas semanas hasta alcanzar transtornos neurolégicos severos, al momento de
la toma de muestra se sospechaba de una meningitis piégena la cual se confirmé por el
cultivo e identificacion del agente causal, sin embargo, la cantidad de antigeno
detectado sugiere la presencia de restos antigénicos del bacilo tuberculoso o tal vez se

trate de una reaccién cruzada.



CONCLUSIONES

1.- De acuerdo a los diferentes ensayos para la estandarizacién de cada una de las
técnicas, se establecieron las condiciones Sptimas para el desarrollo de las mismas.

Para el caso del ELISA indirecto amplificado con los 2 extractos antigénicos se
utilizan las siguientes condiciones: 10 pg/ml de cada extracto proteico para sensibilizar
cada uno de los pozos, se incuba durante 18 hrs en refrigeracion, se bloquean los sitios
inactivos, se agrega la muestra a una dilucién 1:10, se lava, se adiciona el conjugado
anti IgG-humana-Biotina a una dilucién 1:500, después se agrega el complejo
extravidina-peroxidasa y finalmente se adicio-na el sustrato para poner en evidencia la
reaccion colorida. Para el ELISA directo fué necesario emplear una curva estindar con
concentraciones conocidas de antigeno soluble (1-1000 ng/mi) que fueron detectados
por un :;micuerpo de cobertura (anti-BCG) adsorbido a los pozos de las placas de
poliestireno a una concentracion de 10 pg/ml y a su vez por un segundo anticuerpo
marcado con enzima (anti-BCG-peroxidasa) a una dilucién 1:100 para que por tltimo al
adicionar el sustrato se manifestara la reaccion. Las muestras de LCR se utilizaron a una
dilucién 1:10.

2.- Por medio de un ensayo de ELISA directo se analizaron los diferentes grupos
de estudio y 1a minima cantidad de antigeno soluble (BCG) que detecta fué de 5 ng/ml.

La sensibilidad de la prueba fué del 20.83% mientras que la especificidad fué del
100, 100, 100 y 96.6% para los grupos testigo, meningitis desconocida, cisticercosis y
meningitis pidgena respectivamente. Por lo tanto, no ofrece caracteristicas favorables

para ser aceptado como técnica rutinaria de diagnéstico.
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3.- Con ayuda del ELISA indirecto se¢ detectaron anticuerpos especificos anti-
micobacterias de clase IgG presentes en los LCR, sin embargo se presentaron algunas
reacciones falsas positivas en casos no tuberculosis como por ejemplo en casos de
pacientes con cisticercosis o bien con meningitis bacteriana, La sensibilidad del ELISA
indirecto amplificado-ESBCG fué de 91.66%, y la especificidad frente a los otros

grupos no tuberculosis fué de 100, 100, 86.6%, y 89.65% (para los grupos testigo con
transtornos neurolégicos no infecciosos, con meningitis no especificada, con
cisticercosis y con meningitis bacteriana respectivamente). Para el ELISA indirecto
amplificado-ESMTB la sensibilidad fué¢ del 95.83% y la especificidad con respecto a los
otros grupos no tuberculosis fué de 100, 100, 93.54%, y 90% (para los grupos testigo
con transtomos neuroldgicos no infecciosos, con meningitis no especificada, con

cisticercosis y con meningitis bacteriana respectivamente).

4.- Los resultados indican que el método que clasifica mejor a las muestras es el
ELISA indirecto amplificado con extracto soluble de Aficobacterium tuberculosis. En
genecral ¢l desarrollo de la prueba es rdpido, se lleva a cabo en 1 dia y la cantidad de
liquido cefalorraquideo es poca (200 pl aproximadamente) para hacer la determinacién
de anticuerpos IgG anti-M.ruberculosis. Los valores de sensibilidad y especificidad de la

prueba se consideran adecuados para ser un método de eleccién en el diagnostico de la

meningitis tuberculosa.
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