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INTRODUGCGCION ' 2

La tuberculosis es una enfermedad de gran importancia, espee
cialmente en los paises subdesarrollados donde la desnutricién y
la ignorancia son dos factores que influyen en su prevalencia,.

Es claro que no s6lo la virulencia del bacilo es importunte
para é1 decarrollo de las distintas formas, sino también el estae
do ‘inmunolégico del paciente. La tuberculosis desde el punto de
vista inmunolégico, es buen ejemplo de la disociacibén entre protece
cién y dafio mediudo por la respuesta inmunoldgica y también de la
coexistencia de ambas,

Fl descubrimiento de la tuberculina por Roberto Koch y su utie
lizacién como elemento de investigacién permitieron iniciar el co-
nocimiento de la inmunologiu y porteriormente, en este aigio, la -
epidemiologia modema de la tuberculosis.

™ 1la actualidnd la prueba de la tuberculina o del PPD ha sie
do aceptada en la préctica clinica y epidemiolégica, tanto en.medi-
cina humana como veterinaria, Sin embargo es conocido que pereonas
ganae vacuniadas con BOG y enfermos tuberculosos de nuestro medio -
no responden al PPD, lo cuitl se podria atribuir a un entado de anere
£i. 0 bien a que dicho PPD el cual proviene de una cepa virulenta,

de Mycobacterium tuberculosis de Dinamarca, puede no ser el antiges:

no homblogo para las cepas de M. tuberculosis nacionales, debido a
aque puede huber cambios genbticos y ambientales y por consiguiente
repercutir en la composicién quimica e inmunolégica del bacilo.

Por todo lo antérior el objstivo del presente trabajo es pree
parar P?D a partir de cepas de hospital y hucer un estudio comparie
tivo por inmunoelectroforesis y electroforesis en geles de poliacrie
lamida para observar la oresencia de un zntfgeno comin en cepas nae
cionales ocue sea el responsable de la reaccién a la tuberculina,
Posteriormente se compard su actividad bioldégica con el PPD comerw
cial (procedente de Dinamarca) en una poblacién de 100 personas a=
parentemente sanus, con lo cual se intenta demomtrar que un PPD =



obtenido de cepis nacionnles de M, tuberculosis puede ser taunto o
mAg efectivo que ol PPD comercial el cual provieme de una cepa vi-

rulenta de M. tuberculosis de Dinawarca.
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Ae= HIFTORTIA DFE LA TUITROITOSTS,

In hiatori de 14 eaferaodad tuberculosi estd liged: a la hise
toria del howbre, Lus primeras descripciones que se ticnen de li «
tubarculosis corresponden a las antiguns medicinas china e india,
adenis del descubrimiento de lesiones en momias de Egipto.

ipberaten (460-370 A.0,) deseribid i enfermodnd con espfri-
tu clinico denominindola, ®tleis" y Galeno (130-200) conpiderd por
primery vez a la tiois como una enfermedad contigiosa, y recomendd
el atslamiento del enfermo.

Durinte lu Bdad Medin ne considerd n la enfermedad cowo un cns-
. tigo de Dios y al ourgir el Renacimiento Fracastoro (1483-1553) ce-
fiald el contugio intrufamiliar de la tuberculosis y hiorton habld =
por primera vez de la tuberculoais pulmonar, Silvio deseribib la =
tranaformicifn de loe tubbrculos en cavernas y, Curlos Lianeo ex-
presd aue la propagacién de ‘el mal dependfa de diminutos orgunimmon,

La historia moderaa de 1lu tuberculosis ne inici: con laa anor-
taciones de Laeanec {1781-1826) quien sefinld dos hechos bAricos, -
"g8lo eximte una tuberculonis, 1la cual pucde rovestir dos vuriedi- ‘
des, una con leaiones en form. de tubbreulos y otrs con infiltra-
cionen*; villeamin (1827-1892) demontrd por medio de inoculucionug

en animales de laboratorio que la enfermedad era contigiosiy y el
24 de ﬁdrzo de 1882 Roberto Roch descubrié el germen caupante do -
1a enfermedad e identificé el agente etiol8gico en diferenten cuie
droa clinicos lo que permitid entablecer lon mecanismog patogéni-
con de la enfermedad y los procedimientnn o agentes terapbuticos -
que pudieran emplearse para curarla,. E

La tuberculosim, como ninguna otra enfermedad, fud un reto = !
para los hombrea de cilencia de todos loa tiempos y en la actuali-

dad se acent1 que es curable con tratamiento médico el cual actda |



gobre el agente causal.

Be= MICOBANTERIAS,
Caracter{stican:

Las micobacterins pertenecen al orden de lon Actymomicetales,
Pamilia Mycobncteriaceae, Género Mycobacterium,

El género Mycobacterium incluye todos los microorganismos de
aspecto bacilar que tienen la propiedad de ser 4cido resistentes,
caracter{stica que consiste en que diffcilmente ne tifien con colo=
rantes bisicos, pero una vez teflidos resisten la decoloracién con
£cidos minerales dilufdos, alcohol u otros solventes por lo cual
reciben el nombre de bucilosvécido alcohol resistentea (BAAR).

Se encuentran ampliamente distribufdos en la naturaleza como
napréfitos o bien produciendo enfermedades en el hombre y otros a-

nimales,

C.~ Mycobacterium tuberculoais

Morfologia:

Es un bacilo en forma de bastén delgado, =u longitud varia de
2 a 6 micras y de 0.3 a 0,6 micras de ancho, mesbfilo, aerobio ege
trieto intracelular oue es patSgeno natural sélo para el humano,
no produce toxinas conocidas y su virulencia se relaciona con el
“factor cuerda™ que es la capacidad que tienen las célulae de per- -
manecer paralelas unas con otras, formundo apretados paguetes de -

cordones cuando se cultivan "in vitro".



Pinecibn:

Las células micobneterians son dificiles de tedir por los -
métodos ununles, pero unu vez tefildas retienen fuertemente los co-
lorantes, lon cuules resisten a la decoloracidn de los 4cidon fuer-
tea, _

Erta propiedad de 4cido resintencin se demuestra con la colo-
racién de Ziehl-Neeloen de 1ln cuaxl hay varias modificacionan,.

La ficido resiutencia eoti relucionada a 1la naturaleza de loa
complejon lipfdicos que estdn en la célula, especinlmente los hie
droxifcidos de alto peso molecular, conocidos como Acidos mic8li=
cos y ademis a la integridad fisica de las células.

Cultivos

El bacilo tuberculoso es aerobio estricto. Puede crecer en mee
dios simples pero adicionndos de glicerol como fuente de c:rbono y

de sules minerales como cloruro de amonio que utiliza como fuente
de nitrbgeno, lLos nminoficidos acelaran el crecimiento, el mir ecm-
pleado es la nsparaginda. La energin para su crecimiento la obtie-
nen de 1a oxidacién del sustrato orginico (glucosa o gliceral),

Bl medio s61ido mAs usual pura primocultivo es c¢l Lowestein-
Jensen a base de yema de huevo, glicerol, almidén y sales minera-
les donde produce colonias rugosas, secas, de bordes irregulares y
color paja,

Fn medios lfquidoe crece en la superficie formando una peli=-
cula granuloaa gruesa.

La velocidad de crecimiento de M. tuberculosis es mis lenta -
que la de la mayoria de las bacterias (crace entre 2 a 4 gemanun);
los bacilon desarrollan mejor a 37 °c y no lo hacen en abgsoluto = .
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por debajo de 30 % o por encima de 42 °c. Tienen como purticula-

ridad que el aumento en la tensibn de CO, estimula su crecimiento,

Estructura Antigénicas

LIPIDOS: Junto con las ceras D, de alto peso molecular, son

responsables de la reaccidn de los tejidos ante el bacilo.

Hagta un 60% del peso seco de la pared celular del bacilo es=

t4 compuesto de 1ipidos, lo que explicu lu impermeabilidad -

relativa a las tinciones, la resistencia a los Acidos, a la

actividad bactericida del complemento y la digestibn intracee

lular por los macréfagoo de este organiemo.

1) Entre los fosfolipidos estdn la cardiolipina, fosfatidil-

2)

3

~

etanolamina, fosfatidilinositol y manofosfatidil indsidos,
Lop Acidos grasos sustituyentes de estos foafolipidos, son
Acidos palmitico, linoleico y linolénico, junto con &cidos
ftoico y tuberculoeatedrico que son Acidoa grasos exclusi=
vos de lug micobacterias,

Una familia de los Acidom e(~alquil- g-hidroxil, llamados.
Acidoa micbdlicos, se encuentr:n esterificados con el ara=
binogalactano de la pared celular micobacteriana y su na=
turaleza y localizacién son las responeables de las reace

ciones de tincién Acido resistente de la micobacteria,

Loa glucolipidos son de naturaleza variada e influyen en
el factor de crecimiento en cordén que contiene 4cido mi=-
cblico (6-6'~dicicoloil-e(~D-trehalona), esta sustancia =
inhibe 1a migraéién de los leucocitos y estimula la fore
macibén de granulomas crénicos.



4) Bl complejo peptidoglucolipidico, cera D, contiene arabi-
noan, galictona, glucoatming, deido murimico, 4cido micéd=
lico y minodcidos, Tete complejo tiene probablemenle su
origen en dejradaciones autoliticus de 1a pared celulur y
su importnncia radica en el coadyuvante en 1a reaspuesta =
inmunoldgica,

La porcién polisacdrida de 1+ cera D reticne nlgunos deter=
minantes antigénicoa. Parece que el determinante untigénico
principal (el lado de la arabinosa) esti compurtido por toe
das lus capecien de Mycobacterium, Nocardia y Corynebacte-

rium,

POLISACARYDOSs contiene varios tipos, demostrables por pruee
bar inmunolbgicas o quimicas,

Fn entudios reilizados por Bimbaum y Affronti (19) se logréd
identificar el polisacArido de Seibert y se demostrd que co-
taba compuesto principalmente por arabinogalactina de la piw
red celular micobacteriuna. Posteriormente por inmunodifusién
demostraron que ecte antigeno eo comin en otrus enpocivs de -

Mycobacterium, ineluyendo M. kunpasii y M. intracelulare.

Las aribinogalactunaa y arabinomananas dan reacciones de hi-
persensibilidad inmediuta en piel, en cohayos sensgibilizaudon,
Los polisacAridos no nitrogenadon por lo general no den reac-
ciones de hipersensibilidad turd{a ni ninguno de los feabucnog
relacionadoa en animzles scneibilizados., Sin embargo posterior-
mente Chaparas y col, (19) describieron una excepcibn en la =
cual aparentomente un carbohidrato micobacteriano d4 respuen-
ta de hipersensibilidad tipo tardfo en éobayon senpibilizados
e induce la inhibicién de la migracibn de macrbéfagos, pero fu-

11a en la estimulacibn de linfocitos in vitro,
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Kuwibari y Psuni ti reportaron la obtencidn de un: protefna
purificadn tuberculinicamente activa en forma erimtaling cu-
72 secuencia de aminofeidos fué determinida, donde deccribie-
ron nue un pequeilo péptido triptico (Aon-Gli-Sor~Gln-Met-Arg)
derivado de ensti proteina tenfa actividad retenida de tuber-
culina (19).

TYAERCHULOPROTEINASs son el princioio metive de 1z produccién

de hipersenoibilidnd a la tuberculina y lo pouitivb de lus =
arusbis cutfnenn, Las protefnas unidus a una fraccién cérea,
mediante inyeceibn, pueden inducir la sensibilidad tuberculi-
nica.

En un estudio runlizmado por Affronti y col. (1) se examinie
ron filtradon de cultivon pruparados a partir de micobnote-
riun. Por electroforenis en geles de poliacrilumida se detec=-
taron protegnan, carbohidratop, fcidos nucleicos y conotitu-
yentes lipfdicos, encontrindose que la mayoria de los compo=
nentes individuales fueron de¢ bajo peso molecular. De lop =
conponentes encontr:dos en una cepa de }. tuberculosis H37Rv
fueron 42 protefnas, 8 carbohidrutos, 11 lfpidos y 3 Acidos
nucleicos (se utilizé filtrudo de cultivo).

Fn otro trabajo realizado por Nagai, Nagasuga, Matsumoto y
Kohda {29) se estudiuron por el miswo método fracciones pro=
teicus obtenidas s partir de filtrados de cultivo de e tu-

bereulosis cepa H. RV ¥ se encontrd una viriadad de protef-

37
nas de un pepo molecular no menor de 12,000 daltons, lug cude
les se demostré estdn comprometidas en la reaccidn dérmica a

1a tuberculina,
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Prevencibng

La vacuna BCG (bacilo de Calmette-Guérin) es una cepa de bacie
lo de fuberculasis bovina completamente avirulenta y es de interéas
para la inmunizacidn activa contra la tuberculosis. Tiene par objee
t0 provocar una reaccifn defensiva semejante a la que produce la ~
primoinfeceibn tuberculona, pero ein los peligros de éata.

En México conntituye el mbtodo preventivo primordial y se ha
demoatrado nue confiere proteccidn considerable con duracién apro~
ximada de cinoo a diez afios,
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D,- IHMUNOLOGYA DR LA TBRACULOSIZ,

Resouesta Inmunolépicas

La respuesta inmunolbgica en la tuberculosis eeti medinda pop
mecanismos de proteccién o defenna que pueden sor especificos y no

egpeei{ficon,

a) No especificon: son loa primeros on aparecer, actfan por
medio de barreras mecinicas y quimicas, por accién de sup=
tancine microbicidas y por la fagocitosis,

b) Espec! ficoa: reforzan o amplifican la aceibn de loo no es-
pecificon, Involucra tanto wecanismos humorales como celuw

lares y puede ser activa y pnsiva,

Los macanismon humorales estdn representados por los anticuerw
pos y el complemento, que unidos pueden destruir microorganiamos
por linis o facilitando (opzonizacibn) la fagocitosis, )

En 1na respu\ista inmune celular participan fundamentulmente -
linfocitos T (ndiestrados en el timo) y loo macréfagos, éstos al
ger nctivados por suctancias derivaddas de los linfocttos (1infoci~
nac) destruyen microorganismop que untes no habfan podido ser elie
nminadog por ningdn otro mocanismo.

El contacto con Mycobacterium tuberculosis o BCG provoes una

sengibilizacidén en individuos infectados o vacunados, manifesténe
doge esta sensibilizacifn en pruebas cuténeas con tucerculinz 0 «
PPED.

La proteccifn y el dafio depende de los linfocitos T espec{fi~
cop los cuales se activun ante 1A presencia del nntigeno homélogo
con lo cual empiezan a sufrir tronsformaciones morfolégicas y fi-
si0lb8zicas que provocan que proliferen, se diferencien y se pro- )
duzcan linfocinas, Las linfocinas tienen infinidad de funciones, en
un proceaso de dafio, cuundo estén en altas concentraciones provoecan '
destruccidn tisular y en procesos de proteceiln tienden a activar

a log macréfagos con 1o cual habrd aumento de su actividad ¥ deae
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truceifn del bacilo tuberculoso, Es por 1o anterior que muchos au-
tores proponen que h.y unia disocincibn entre proteccibn y daiio y
atribuyen la activicibn de linfucitos T a otros untfgenos diferen~
ten del bacilo (15).

Hipersennibilidad Tardfas

La reaccibn cutdnea a la tuberculina es el prototipo de la
hipersensibilidad t.rdfa cuya respuesta retardada estf asociada con
un infiltrado de células mononucleares que no ge puede {ranaferir
panivamente por el suero, Las célulasg responsablen de esta reaccibn
non los linfocitos, los cuales no necesariamente son vivosm, pues
-sua productos lisados pueden provocar dicha reaccibn, La respucc-
ta inmune est& mediatia por anticuerpos y la llevan a cabo linfoci-
tos nenaibilizados (provenientes de linfocitos diferencindos en el
timo),

Cuando linfocitos provenient.s de sujetos senpibilizadon con
bacilos tuberculonos se cultivan en presencia de tuberculina o PPD
ese presenta la "transformacién blantoide", fenbmeno que conriste
en que cblulas sensibilizadas se activan por el antigeno especi~
fico, debido a lo cual proliferan y muestran cambios morfoldpicos
que dan apariencia de blastos.

Ademas de esta transformacién, la activacibn de los linfoci=
tos origina cambios fisioldgicos en los cuales hay aintezis y libe-
racién de "linfocinas"®, sustancias que tienen diversas actividades
bioldgicas como: factor capaz de inhibir la migracién de macréfagos
{MIP), puede ser la misma que activa a los macréfagos {MaP) y que
le permite la mejor digentidn de las bacterias fagocitadas, Otras
linfocinas que se producen " in vitro" por la estimulacién del PPD
pons linfotoxina (LT) con actividud citolitica sobre muchos tipos
de células; factor mitogénico que induce la groliferacién de¢ otroam
linfocitos normales (¥P); factores quimioticticos para diversos =
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tipoy de leucocitos (CP); factor que provoca inflamacidén cu-
tinen (3S8]F); e interferén.

Actuilmente se ha comprobado que en humanos el factor que ine
hibe la migracién de macrdfagos (MIP) es difercnte del que impide
1z migracién de leucocitos, Tl NIP tiene un peso molecular de 23,000
¥y solo afecta a los macréfagos humanos, cobayo o cualquier especie
(3%,

Metchnikoff postuld que "los macrdfigos erin célulus respon=
sable de los mecwiimmos de proteccidn", basfindose ea la observacibn
de que el bicilo es destrufdo por células mononucleares on los hubo=
pedes no auccptiblén (15). Posteriormento se demoatrd que ol previo
cotncto con ol bacilo dabu origen a un eatudo de memorin el cual =
puede manifentarse de nuevo con la entruda al individuo de nuevos
bicilon, con lo cual hay activacién de mucrSfagos y vor lo tanto -
fagocitosis de los bicilos,

Mackanesa propuso el t&rmino "inmunidad celular" para este eo-
tado de proteceién en el cual el antfgeno eppecifico (M. tuberculo=-
asir o BCG) se une a los receptores eapecificos que ne encuentran
en la membrani de los linfocitos timo-dependientes, los activan y
comienzan la proliferacibn en ganglios linféticos regioniles y a
reciclar en circulacibn (15).

La poblacién de linfocitos sensibilizados puede actuar de nue=
vo con el antfgeno y sintetizar linfocinas, de las cuales algunis
actuarin directamente sobre macrdfigos, favoreciendo con ello la
atraccibn, inmovilizacién e incremento de la actividad fagocftica
y digectiva, La activacién requiere energfa y provoca que el macrde
fago incremente su capacidad de adhesividad, movilidad de su mem=
brana, actividad fagocftica, nlimero de lisosom:s y enzimas nue cone
tiene,

Segin Dnnenbery (15) hay mayor destruccibn de bacilos, tuberw
culosos en lesiones locales que en generalizadas debido a que hay

_mayor concentracidn de antfgeno y linfocinas con lo cual hay mayor
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activacién de mmerSfagos locales (de vida relativamente corta) (15). f
S0 sontiene que la presencia de micobacterias, ya sea el vaci-

lo tuberculoso, DBCG, etc. eotimulan que linfocitos T espec{ficos -
originen a una poblacién Gnica de linfocitos sensibilizados capaz
de provocar hipersensibilidag tardia y proteccién, Asi cuando hay
grandes cantidades de anti{geno se liberan linfocinas que activan

a los mucréfagos para fagocitar y destruir al bacilo con lo cual
limitan su dispersién y conducen a un estado de proteccién (hiper-
rensibilidad tardia),

Cuando un sujeto tuberculino positivo vuelve a entruar en con-

tncto con el bacilo, ya seca por reinfeccibn exdgena o endbgena, el
~curso del padecimiento es totalmente distinto yu que debido a ln -
hiéorsensibilidud vh a existir dafio tisular importunte, El procuso
inflamatorio se caracteriza por la formacién de granuloma, seguida
por necrosip con calcificacibn, Esta destruccidn del tejido se de-
be a los fenbmenos de hipersensibilidad, principalmente por la muer-
te de los macréfagos y la liberacidén de enzimas que destruyen los
tejidon. Bl proceso puede terminar en fibrosis julmonar con calci-
ficacién. La reinfeccibn puede facilitarse por cualquier enferme--
dad debilitante, por desnutricibn o por lu disminucién de la ree=

puesta inmune que vA unida con la edad avanzada,

Respuesta Cuténea al PPDt

Tanto la proteccidn como el dafio, son dependientes de la - :
existencia de linfocitos T especi{ficos que pon activados por el - i
ant{geno homélogo y con cllo empiezan a sufrir cambios morfolégie
con y fisioldgicas que producen la proliferacibn, diferenciacién J
produccién de linfocinas.

En los procesos de daiio, lus altas concentraciones de linfoe
cinas ocasionan destruccién tisular, en tanto qué la proteccidn se
debe a que algunas de ellas activun a los macréfagos con los cunl
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se incrementa su dimgnosis y la destruccién del bacilo intru.celular,
Algunos autores suponen que hay disociacién entre proteceibn y dailo
inmunolégicos y que son anti{genos diferentes del bacilo los que ace-
tivan a subpoblaciones distintas de linfocitoe T. Otros, consideran
que la misma poblacién de linfocitos es la que se encarga de ambos
fenéménos, que la presencia de uno, de otro o de ambos se debe a -
la'concentraaién rolativa de las linfooinas presentee y que al dige
parar el mecuniemo de dafo, también se pone en murcha el de protece
cién,

Un estado de inmunopupresién es debido probablemente al cone=-
tacto continuo con el bacilo tuberculoso, la presencia de linfooi=
tos T supresores, Por otra paurte existen fuctores en el hu@aped -
aque influyen en la manifestacién de la reaccién, entre ellos estén
infecciones virales, tratamiento con corticosteroides, estado nu=-
tricional y la edad. s

Entre los mecaniemos que ayudan a explicur un estado de unelw
gia es la presencia de una subpoblacidn de linfocitos T, conocida
como supresoriu, que bloquea los linfocitos T que normalmente son =
capaces de ser activados por anti{genos espec{ficoe, Otra suposicién
ng oue ciertos linfocitos sintetizan mediadores "negativos" quo su-
primen su actividad propia o la de otros, utilizando diferentes me=
canigmos de retroalimentacibn (5 ).

Problemags Inmunol8gicos en el Pacientes

Muchos de loe problemus inmunolégicos en la tuberculosis rae
dican en ln disminueién de 1 a viabilidad de sus linfocitos (en =
sangre circulante su valor real es del orden-del 60 al 70%) que =
ovitan la expresifn total de sus capacidades fisioldgicas,

Debido a 10 anterior es importante conocer el comportamiento
inmune en los pacientes con tuuerculosis pues las form:s clinicas
de esta enfermedad pueden estar mis relucionadas con el tipo y mage

i
i
i
!
{
i
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nitud de ln resnuesta derarrollada por el hufeped, nue con la ac-
tividad metabélien del hulaped. Se ha comprobado nue lu evolucién
de 1n infeceidn tuberculona erti en relacibn directa con la incom~
petencia del enfermo para desarrollar una respuesta inmune celular
eficiente y que, al menos en forma parcial, esta ineptitud reeida
en la capacidad vital misma de los linfocitos.

Je han hecho estudioa inmunolégicos en pacientes con tubercu-
lonis y se ha encontrado que tienen depresién de su respuesta inmu=
ne celular que incluye valores bajos de linfocitos T y remistencia
al tratamiento antifimico. Puede haber intradermoreacciones negiatie
vas al PPD, CANDIDINA, TRICOFITINA.

Muchoa tienen elevadas las células "B" (rosetas EAC) y eleva-

v d1s lag células T gamma, que es uni poblacién enriquecida de lin-

focitos T supresores. La Igt e Igd estén aumentadas y el componcnte
€3 del complemento entd disminuido.



i
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Eo.~ HISTORIA DE LA _TUBERCULINA.

la sustancia conocida como tuberculina fue producida primera-
mente por Roberto Koch. Poco despubs de haber descubierto el bacie
lo tuberculoso en 1882, traté de encontrar un tratamiento adecuado
de 1a enfermedad, Cultivé el bacilo tuberculoso durante algunos me=
ses y entonces, mediante el calor, maté a los gérmenes. Después, =
condensd ese material y 1o pasd a través de un filtro que removié
los bacilos tuberculosos y dejd un caldo, a este preparado se le
conoce como tuberculina vieja (ot).

El Dr, Koch tenfa esperanzas de que este fluido, al que lla=
mé tuberculina, podrfa curar al enfermo de tuberculosis cuando lo
era inyectado, pero con el tiempo se demostrd que para este fin ~

repultaba ineficaz.

Ia tuberculina vieja inoculada por via intracutinea a un ani-
mal infectado produce una reaccidn de hipersensibilidad tardfa en-
tre 48 y 72 horas., Esta reaccién se conoce coﬁo "reaccifn a 1la tu=
berculina" y nos indica una experiencia inmunoldgica pacada o pre-

sente a Mycobacterium tuberculosis. Muchos estudios se han realie

zado sobre las proteinas responsables de la reaccién. Las protefe
nas activas eon purificadas por precipitacién con 40ido tricloroa-
cético y son designadas como PPD (derivado proteico purificado).

El original PPD contiene considerables cantidadea de polisacAridos
y Acidos nucleicos, oﬁros productos m&s purificados se obtienen por
ultrafiltracién seguida de una precipitacién con sulfato de amonio,
un producto separado de esta manera es el de Plorence Sibert el «=
cual se tomd como estandar (PPD-S) y fue depositado oficialmente

en Dinamarca y en Estados Unidos para tomarse de referencis al pro- '

bar la potencia de nuevos PPD.

Moripava en 1960 obtiene de 1a tuberculina vieja un péptido
cristalizable capaz de producir la reacoifin de tubderculina,
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Moulton en 1972 pasb PPD por una columni de Seghadez G-200 y
obtuvo tres fracciones que presentaron reaccién de tuberculina en
cobayon inmunizados con M. tuberculosis.

En 1975 Nagai, Nagasuga, Matsumoto y Kohda determin.ron de
una cepa de M, tuberculosis una variedad de protefnas con un peso
molecular menor de 10,000 daltons, las cunles estaban implicadan
en la reaccién a la tuberculina, .

En 1975 Affronti prepurf PPD de M. kansasii, de H. intrace=

lulare y de Nocardia nsteroides por el método de Seibert,410u cud-

les presentaron reaccibn de tuberculina con todos los animales -
amensibilizados, pero el grado de la reaccibén fué mayor cuundo ne
aplicé el PPD homblogo a cada animal,

Con el descubrimiento de la tuberculina por Roberto Ko:h en
1890 y su utilizacién como elemento de investigacién permitieron
iniciar el conocimiento de la inmunologfa y posteriormente, cn es-

te aiglo, precisar la epidemiologia modema de la tuberculosis,

P~ ASPRCTOS IMPORTANTES DE LA TUBERCULINA,

Durante la primoinfeccibn el huésped adquiere hipersensibili-
dad al bacilio tuberculoso, Esto se hace evidente por ol desarrollo
de una reaccifn positiva a lg tuberculina, La sensibilidad tubercue
1inica puede ser inducida por bacilos tuberculosos completos o por
tuberculoproteinas en combinacibén son cera soluble en cloroforuo
del bacilo .tuberculoso, pero no por tuberculoprotefnas solas,

La prueba cuténea de la tuberculina no d4 informacibn diag-
néstica relativa a una cierta enfermedad determinade, a menos que
pueda establecerse que la reaccién a la prueba ha virado de nega-
tivo a positivo en un lapso relacionado con dicha enfermedad, De
otra manera, una prueba cutdnea ponitiva sélo indicari que ol en-
fermo ha sufrido tuberculoeis o algzuna infeccién por micobacteriap
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alguna vez en su pnaaio. La prueba cutfnea positivi a la tubercu=
lina indica la presencia de linfocitos "I especificamente cenpie
bilizados., Se piensa oue una prueba cutinea intensamente positiva
representa unn mayor lubilidad a la infeccibn activa, yi que ten~
dria que hallarse presente una mayor musa de bacilos tuberculosos
para que se mantuviera una intensa hiperacnsibilidud a la tubercu~
lina,

El derivado proteico purificado (PPD) ce prepara por precipi=

tacién con sulfato de amonio del filtrado de cultivo y se estanda-

riza en términos de lu reactividad bioldgica como *unidades de tu=-
berculina" (UT).

Unn unidad de tuberculina es la actividad contenida en un pe-

so enpecifico de PPD de Seibert en un amortiguador especial (PPD-S).

La tuberculina de potenciu inicial tiene 1 UT, la de potencin ine
termedia tiens 5 UT y la de potencia segunda 250 UT de actividad.

Existen varioe métodos pura aplicar la prueba tuberculinica;
el de Mantoux (1§08); el de punciones miltiples (Heaf 1951); el de
Von Pirquet (1907); el de Von Pirquet con adrenulina; el de piurche
gelatinado, do Mord y otros min. Bl mbtodo que nconsuju la Campufia
Nneional contra la Tuberculosis es el de Mantoux por ser confiable
y reproducible.

Experiencias nacionales e internacionnles hacen recomendable
ol uso de dos unidades de PPD en lugar de una, La induracién cutfe
nea oue se produce con dos unidades es del mismo tamaflo que 1la pro-
vocada por una unidad, pero es mfs coneistente y por lo tanto facie
lite la lectura, Por lo anterior a partir de 1964 en México, el PPD
se distribuye exclusivamente en dosis de 2 UT lus que estén conte=

nidas en un décimo de centfmetro cdbico del diluyente y equivalen

a 0,00004 mg. del producto seco, La cantidad inyectada intradérmi-

camente es generalmente de 0.1 ml,

P
i
'
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Reacecionen n lu tubarculinu;

Unn persona aue no hy tenido contiacto con el tacilo tuberculo-
80 no reacciona a el PPD-5, Una persona que ha tenido primoinfec~
cién con baciloa tuberculomos reacciona deearrollando una indura-
eibn de mAs de 10 mm. de didmetro, edemn, eritema y, en ocasioney
en reacciones fuertemente positiver, forms necronis central en 24
a 48 horas, La prueuz se lec entre 48 y 72 horas despubs que la -
prueba ha sido aplicadn, Una respucsta positiva consiste en 10 mm.
o mis de eritema o indurucidn, Las prueban poritivus pucden peraas

necer por varios dfms y lae reacciones débiles tienden a denupure-

cer rédpidamente,

"L prueba de la tuberculina se huce positiva de 4 a 6 semarac
despude de la infeccibn (o de la inyeccibn de bucilos avirulcntos).

Puede ser negativa cuando hay infeccibn tuberculosa debido a
que s¢ desarrolla "anerpia" causada por una tuberculosis masivi, -
narampifn, earcoidiosin, enfermedad de Hodgkin o drogas inmunogu~
presoras.

la reaceién a la tuberculina me prencnta entre 6 y 8 nemanns
deppubs de adquirida la infeccién o de la vacunucibn con BGG, des-
pubs de la vacunucibn la reacclbén se mantiene pooitiva por 3 a o -
afios.

Interpretacidn de la oruebas

Una prueba de tuberculina positiva solo indica que el indivi-
duo ha sido infectado por bacilos tuberculosos en el pasado; no ine
dica que exieta enfermedad actual activa,

Las peraonas sanus tuberculianopositivas tienen cierta resis-
tencia a la enfermedad diseminada, pero tienen el riesgo de despa-
rrollar la cnfermedad debido a la activacidn de la primoinfeccibn.
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Uso_de_la prueba;

La prueba de la tuberculina constituyc unu purte importante -
de las diversas medidas comprendidns en todo programa contra fuberh
culosis, encuestas sobre la incidencin y prevalencia de la infeccibn
tuhercklona, descubrimiento de casos y vacunacibn con BCG. Fn vacu-
nacibn con BOG sus indicaciones son; investiguciones previus a die
cha vacuna puara incluir en ella a los no reactores y, en estudion
pont-Vacunalés, para conocer la conversibén o "viruje" tuberculini-
coy déterminar por culnto tiempo se mantiene la reaccibn que se =

interpreta como expresién de inmunidad.

Fn epidqmiologia su ugo principal es para diferenciar 1asAper-
sonis a las aue se debe aplicar vacuna BCG de lae que no deben re=

cibirla. En trabajos rutinarios de vacunacién, el PPD se emplea en
México en las personus de los 6 meses a 20 aflos de edad y siempre
debe preceder & la vacunacién con BGG.
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MATERTIAL Y METODOS

Las muestran utilizadas para este estudio fueron obtunidas en
un periodo comprendido entre julio de 1984 a febrero de 1935, Se
analizé toda muestra proveniente del Hospital Angel Leailo y Hospi-
tal Militar (ambos en Guadalajara, Jal,) con solicitud de bacilose
copin y sumaron un total de 378 muestrag, .

Las muestrne de expectoracibn, orina, pus, lfquido cefalorra=
quideo, jugo ghstrico, etc. fueron recogidas en reciglentes adecuas
dos, estériles y debidamente etinuetudos.

Se analizaron tres muentraa sorindas de cada paciente 3i ae
trataba de expectoracidn, luvado bronquiunl o jugo glstrico. 8i ers

‘orina diez muestras seriadas y si consistia lu muestra de LIR, pug,
tejidos, ete, con una sola muestra por paciente fué puficiente,

En expectoracibn o pus se practicé frotis directo, se fijé =
con calor y se coloreb por el método de Kinyoun; asimismo tratfin-
doge de muestras de orina, jﬁgo ghotrico, tejidos, ICR u otro tipo
de 1fquido se procesd por el método de concentracibn y se practichd
frotis fijado al calor para posteriermente colorearse por el méto-
do de Kinyoun. '

Se buscaron al microscopio bacilos &cido alcohol rosistenteg
{BAAR) -por todo el frotis reportfndose de acuerdo al siguiente eg-
quemal

NEGATIVO: No presencia de BAAR

FESCAS0S: 1 a 10 BAAR en todo ol frotis

POCOSs MAs de 10 BAAR en todo el frotis

NUMEROSOS; uno o m&s BAAR por campo

Cuando la mueptra resultaba poeitiva se procesé por el método
de Petroff o simplemente por concentracibn y con este materiul se

inoculd con pipeta Pasteur estéril en medio de Lowestein-Jeasen,
incubéndose a 37% con una atmbsfera de 5-10% de COgpe
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En un inicio se reviearon los medios & los cineo dfne do su -
aiembra para detectar la presencin de micobucteriqn de ereciniento
rdpido, posterior a écto se revimiron cada semana durunte ocho see
manap, anotando sicmpre caracterimticas morfoldgicas, de pigmenta-
cibn, nimero y textura de las colonias. Siempre que hubo demarro=
110 en el cultivo se realizé frotis y coloracidn de Kinyoun de las
colonias para comprobar la presonciu de BAAR y desciartar unuy proe

bable contaminacibn.

Posterior a lus ocho semaning de incubncién de los cultivos con

degarrollo se procedid a hacer la clasificacién bioquimica de las
micobacteriin de acumrdo a la referencia (27). Hasta aqui el trae-

bajo se realizé conjuntamente,
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Obtencidn de 1u orotefnns

Y1 clanilicadan biooufmicamentbe las mleob.icteriae ae procedid
# pasarlas del medio de Lowesteln-Jensen a tubon contelendo 12 ml,
de medio 1lfquido de PBY (Proskuver y Beck, modificacién de Youmans),
ge incuburon a 37 °c por seis semanas pari permitir que se formara
una pelfcula de colonias en la superficie del medio, Como control
ée utilizd una cepa virulenta de M. tuberculonis, previamente iden-
tificada en Estados Unidos (cepa HyyRv).

Posteriormente esta pelfcula se pasé cuidadosamente a frascoc
estérilos conteniendo 150 ml, de medio lfquido PBY (dow fruscos por
cada cepn), procurundo siempre inocular la superficie del medio, se

.incubiron a 37 % por 6 a 8 pemanas, Transcurrido cate tiaapo lon

frascon se esterilizaron a 15 lba. de presibn por 20 minutos y el
medio de cultivo se filtré con papel filtro,

Las células ee lavaron tres veces con agu4 caliente y se seciu-
ron al aire libre.

Como paso siguiente, al sobrenadante obtcnido de cada cultive
ge afladié 0,75 gr. de sulfato de amonio por mililitro de mecio (piu-
ra obtener una solucidén saturada de sulfato de amonio) y se dejé ea
refrigeracibn toda la noche, Posterior a ésto se extrajo con pipeta
Pasteur toda la protefna contenida en la superficie (de cnda culti-
vo) y se centrifugb a 10,000 rpm. durante 20 minutos en centr{fugn
sorball cabezal SS-34,

El precipitado resultante (la protefna) fué disuelto er agun
y sometido a diAlisis a 4 % contra PBS (buffer salino de fonfatos)
durante 2 a 3 dfas para eliminar el sulfato de amonio y posterior-
mente se concentrd por hiperventilacidn, el concentrado de cada PPD
ge diatribuyd en alfcustas y se sometid a congelacién., Por el mbto-
do de Lowry se determnind de cada PPD lu concentracidn de pretefna
y por el método de Antrona la concentracibn de carbohidratos.

Se hizo a loe diferentes PPD una electroforesis en geles de -
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poliacrilamida y una inmunoelectroforesis en gel de agar contri un
ouero hiperinmune procedente de un conejs previamente inmunizado -
con ¢élulas muertin y adyuvinte incompleto de Preund,

Posterior a dsto se procedid a estandarizar el PPD a 40 ng/0.1 md)
(2 UT) en eolucién salina el cuil se esterilizé por filtro milipore
de 0,22y y se envasd en frascon color &nbar eotériles.

De acuerdo 2 la inmunoelectroforesis, electroforesis en geles
de poliacrilamida y a la reaccién biolbgica en una persona PRD po~
sitiva se selecciond el PPD procedente de la cepa nlmero 18 purd -
realizar el estudio comparativo con el PPD comercial en unu pobla=
cibn de 100 personas aparentemente sanas.

Otros procedimientons

Se trituriron finamente lus células Qe la cepa HyqRv de M. tu-
bereculonis y se pesaron 0,06 mg, para preparar el antigeno, cuyo =

volumen final fué de 6 ml, habiéndole agregado_el adyuvante de Preund.
Con eate antfgeno se inmunizd un conejo aplicfindole 1 ml. semanale
mente durante 6 semanas despuds de lus curles se sangrd para obte-
ner antisuero mnti-células HyqRv,

Posteriormente se le aplicaron a este conejo los ditefentee -
PPD obtenijos para observar la reaccidn biolbgica a lis 48 horas,

Se obtuvo un conventrado de PPD a partir de la cepa Hi37Rv de
M. tuberculgsis con el cual se prepard un antigeno que me utilizé
para inmunizar otro conejo, aplicindole 1 ml, semanulmente durante
10 aemanas, despubs de las cunles se sangrd y se obtuvo antisuero
anti~-PPD, Posteriormente se le aplicaron a este conejo los diferen=
tes PPD obtenidos,

Como paso final se hicieron inmunoelectroforesis y doble in-
munodifusién de cada PPD, usando como antisuerc, el obtenido 3 ==
partir de la cepa control Hy7RV de M, tuberculosis.

|
{
i
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METQDO DR _PRETROPR.-

Bl método de Petruff fué introducido en el aiio ¢¢ 1315 y ha
demoatrado ser el mis eficiente de los métodos de concentracidn,

Se busa en la adicién de NaOH al 4,5 como descontaminante pues
destruye todo organismo no &cido resistente; la mucstra se neutra-
1liza con HG1l 2§ usando previamente fenolftalefna como indicador, ELl
NaOH por actuar como mucolftico tiene la ventaja de ayudar a homo-
genizar la muertra, ademis promuevae la concentracién por centrifu-
gacibn,

Para 11 utilizacibn de este método se debe conniderar aue ol
hidréxido de sodio es téxico para el bacilo tuberculoszo y por lo -
t'wito debe unarse a la menor concentracién ponible soin que propor-
cione una tasa dc contuminacibn muy alta. Hay variucidn en ¢l uno
dol porcentaje de NuOM en el luboratorio y ésto generalmento ocu-
rre cuindo en climas templados las muestras se examinan despubs de
ser reunidas, mientras nue en regiones tropicales puede ocurrir que
un retardo aumente los microorganismon difercntes a lin micobuctew

riae en la muestra.

Procedimientos

« Se afiude un volumen igunl de NaOH al 4% en aproximadumente
4 ml, de muentra en un recipiente adecuado (asegurindase =
oue el recipiente que contiene el NaOH no se ponga en cone
tacto con el cuello de el frasco que conticne la muestra.

~ Agitaree con 1la mano o en una mfuina mezcladora durante 15°,
- Gerrar los tubos herméticumente.

~ Centrifugar a 3,000 rpm, durante 20* tomando las debidus pre-
cauciones como la de balancear el contenido de los tubos.

NO ABRIR LA CENTRIPUGA; FESPERAR HAUTA UN RATO DESPURS QUE SE

HAYA DSTFNIDO POR COMPLETO 2ARA EVITAR LA SALIDA DE AEROSOLE3.

- Degcartar el sobrenadante en un recipiente adecuudo contoe
niendo fenol al 10%, secando con papel secante cuzlquier epe
currimiento en el exterior de el cuello de el tubo,
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- Agregar al sedimento unn gotn de fenolftuleini y neutralizar

con HCL1 PN, Evitando aue el pH finnl no suva ni muy Acido ni
muy nlecalino,

« Tom.r con pipeta pPasteur estéril de este pedimento y sembrar

la pendiente del medio de Lowestein-Jensen y con el residuo
preparar los frotis (cuando la muestra se requiera por con=
. centracién),

- Incubar los medios con una atmésfera de 5-10% de CO, en po-

sicién horizontal durante toda la noche y luego por 8 semae
nas mis en pouvicién vertical,

METODO DT KINYOUN (coloracién en frio de DBAAR).-

Este método fub descrito en 1915 por Kinyoun. lLa ventaja de
este método de Kinyoun sobre el de Ziehl Neelmen, es que requiere
menos tiempo para colorear y no requiere calor, Con la adicibn en
1a superficie activa del agente detergente tergitol 7, el tiempo
de teffir oe puede reducir, ’

El término Acido alcohol resistente puede ser definido con el
significado "no se decolora ripidamente por 4cidos y otros medios,
dicha bacteria®, El mecanismo responsable de la resistencia &cido
alcohol de 1la cual depende, es la composicibn de 1ipidos de las cé-
lulas o bien de la integridad fisica de la célulu misma. La colorae
cién primaria es de fucsina bisica que es un colorante triaminofe~
nil metano (rosalin), é&ste es actualmente una mezcla de para=rosa=
1lin, rosanilin y dimetil fucsina, este -colorante imparte un color

rojo a los bacilos de la tuberculosis,

Reactivoas

1,- Carbol fucaina:
Fuceing bASiCa seeesessscccavsncee 4 BT
Cristales de fenol essesssassssces 8 gre
Etanol 95% eesececornsescnvacscass 20 ml,

Agua destilada ssessvsscsesrsenses 100 ml,
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a) digolver la fucsinua en alcohol en un matraz,
b) a 11 rolucibn de fucaina, ngreg:r 100 ml. de agua destil.u-
d+ lenbunente mientris re sgita,

fundir el fenol a 56 °C en bado maria inmediataments antee
de usarse.

d) efiadir el fenol fundido al colorante,

~

c

2,= Alcohol-acidos
alcohol et{11c0, Al 95% evesesenssreasencass 97 ml,
[CY1 concentrado sseesscoccssvensoncresasase 3 ml,

{(agregindo el Acido en el alcohol para que no se'proyecte)

3.- Contraste:
Azul de motileno eesesesesecsvessancersvans 9,3 gr,

Agua deatilada eesesecevcvrsvssssenersanese 103 ml,

Procedimientos

« Preparar un frotis tomando con pipeta Pasteur una gota la -
cual se extiende sobre un firea de 2-3 cm.

o
= Pijar el frotis con una plataforma caliente a 65 8 75 ¢ por
dos horas o usar un mechero con flama y pasar el portaobje-

tos sobre éate tres veces. No sobrecalentar.

= Cubrir con colorante de Kinyoun por 5 6 10 minutos,
- Enjungar con chorro de agua corriente,

- Decolorar con alcohol f4cido.

= Enjuagar con agua corriente,

« Decolorar el frotis hasta rosa descolorido.

= Enjuagar con agua corriente,

= Cubrir el portaobjetos con contraste por 15-30",

- Enjuagar con agua corriente y secar al aire.

- Examinar con aceite de inmersién al microscopio, limpiar -
los lentes despubs de cada especimen, especialmente ei ey
positivo,



3?7

Renorte;

Debe ertahlecer el método de tincibn urado y el nlmero de ba=
cilos vietos en el frotip, reportindo bajo el miguiente eanquemas

NEGATIVO: No presencia de BAAR

ESCAS0S: 1 a 10 BAAR en todo el frotis

POCOS: M4s de 10 BAAR en todo el frotis

NUONEROS0St Uno o mia BAAR por campo

HEDIO PF LOMRITEIN-JENSEN.~

Bl medio recomendndo para Micobacterius es el medio de Lowes=
tein-Jenoen, eo un medio simple de prepurar, a buse de huevo coagus
1ado y puede ser usado para aiglumiento, identificaciédn y‘prueb@a
de gensibilidad a micobicterias.

El medio deserito por Jensen en 1932 contiene almidén de papa,
posteriormente omitido por &1 mismo en el ailo de 1955,

Fa un medio completo que conticne varion fosfatos, sulfatos y
citratos, anf como glicerol, el cual proporciona curbdn y energfa
por la oxidacién del sustrato inorganico.

También contiene asparagina como fuente de nitrégeno {aminode

eido que acelera el crecimiento).

Principio:

El uso de un medio con bare de huevo para aislamiento primario
de micobacterian tiene dos ventajas:
l.- E1 medio soporta una amplia variedad de micobacterius.

2.= E1 crecimiento de micobucterius en huevo es satisfactorio
para la prueba de la niacina,

La principal desventaja de los medioe con base de huevo es la
de la contaminzeién por organismos proteolfticos, que pueden provoe

"vocar la licuefaceién del medio,
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La modificacién de Jensen ul medio de Lowestein emplea una -

concentraciébn moderadn de verde de malrauiin pura evitar el creci-

miento de 1n mayorfu de los contaminintes, 4 1t vez aue ¢4 potencia

al rdpido crecimiento de pomibles micobuacterias.

Péraulas
(Medio nane)

AQPAraging ceesscsesesssessesrissrecsesseraness 346 gr,

FoRTato mONoDOLABLICO servovssersscssrssassennse 244 g1

Sulfato de MUENES10 eeviescesosnsssererserrcnns 0u24 gT

Citrato de magnesio ceescesscsscrsssrossnncsess Job gr,

Harinn de patata sssesesevsscscsrsresecsnceanss 30 gr,

- Verde de maliquitn sesessverscrsosssrsrncseneee 004 gr.

(Complemento)

(G1licerol csveseesssnacessereerevsreasssocnssess 12 ml,

Agua deatiladn seceseranisrissnritsosarissenrane 600 ml,

Huevo homogenizad0 sevseecesessscosscossssssnsee 1 1%,

Procedimiento:

l.-

3=

Sem

Para hidratar 1. base se ouspende 37,2 gr. de €sta en (0J

ml., de agua destilada o desinsnizada que contenga 12 ml. de

glicerol y se calienta hasta ebullicibn con agitucibn conn=

tunte.

Eaterilizar en autoclove durznte 15* a 15 lba. de preszién

y enfriar hasta 45-60 ‘.

Se preparan 1,000 ml. de una suppensibn uniforme de huevo

fresco, que haya sido recogida y suspendidua bajo condicio-

nea asépticas.

(nota: antes de quebrarse los huevos so lavin con ajgua des-
tilada y jabdén y posteriormente con alcohol yodado).

Bajo condiciones de gran asepciu se ufinde la bage estéril
a la suspencibn de huevo, se mazcla completumente, evitane
do la inclusién de burbujas de aire.

Distribuir el medio completo en tubos estérilee, preferene
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temente con tapbn de rosca, en cantidades de 9 ml. 0 cada
tubo, evitndo rievmpre la formacidn de bturlujun,

6.~ Cerrur harméticamente el tapbn y voloear loe tubon en ol
coagulador en pogicibn horizontal de tul manera que per-
nita que el medio forme un plano inclinado con e} tubo -
pero sin llegar a tocar el tapbn. Coagular 4 85 ¢ durane
te 45,

7.~ Sacar los tubos de el coagulador e incubarlos a 37 °c por
48 horas pura comprobar su csterilidad y guardarlos en re-
frigeraci6n bien tapados para evitar su desccacibn.

No usarse después de 4 meses.

Ia respuenta tipica al cultivo se obtiene despubo de 2 u J =
pemanas dc incubacibén a 37 Oc con una otm. de 5-10% de 002. donde
las colonimo de M., tuberculosis son rugosas, secas, irregulares y
semejantes a "migae de pan".

MEDTO LIAUIDO PIY,.~

Medio 1{quido de Proskaver y Beck (modificacién de Youmanas).

Fe un medio l{quido sclectivo para micobacterias,

Contiene glicerol como fuente de carbono; asparagina, aminobe
cido que acelera el crecimiento de lus micobacterias por proporcio=
narle el nitrbgeno; sales minerales de Py, K, 5, Mg. )

Bl bacilo de 1la tuberculosis por ser aerobio estricto debe nem=
brarse en la superficie del medio 1fquido en el cual forma uni pee
1{cula granulosa gruesa.

Pérmulat

ASDATALING sesecesccsrsesnsssrascvssorsccsscsssscscss 5s0 T
Poafato e potasio MONODLASLICO sesescrcosscssscsesss 50 £P
Sulfato de potasio esvessvoccecne

R R R R

Citrato de magnesio .ceesseecces

ceseesisans
CLliCErol seseccrescvccoscassossscscosanscscaccsnces 20 M1,

Aua degtilada CoDeDe eosssscsssesscessescsecsscnss 1 1,
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Procedimicntos

Log ingredienter pe disuelven en agua destilain por sepura-
do cada uno de ellos, en el orden dndo.

Cada uno de los componentes debe ectar bien disuelto antea
de adicionar el siguiente,

Despuéds de afladir el glicerol, ajuctar el pH a 7.0 con NaOH
2N,

Pasar 9 ml, de medio a tuboo de vidrio con tapbn de rosca.
Faterilizar en autoclave a 10 lbo. de presibn por 20°.
Incubar a 37 °c por 24 horam para prueba de esterilidad.

Inocular la superficie del medio con asa estéril.

. Recomendaciones:

Bl uso de agua bidestiladn puede ser esencial o no da2pendien-

.do de lu pureza del agua disponidble ya que el agua dentileda

contiene surtancias que pueden inhibir el crecimicntd dol -~
bacilo de la tuberculosis, por lo que es recomendubls ol umQ
de agua bidentiludn.

Algunug veces el medio enterilizado tiende a formar un pre-
cipitado, lo cuul puede deberse ul uso de una temperaturn -
muy alta, un largo perfodo de esterilizicidén o n eierton --
lotes de magnesio, Dicho precipitado entl compuesto de fose
fato de mugnesio y puede ser removido por filtracibn a ira~
vés de papel filtro.

Eote medio puede ser reesterilizado y ecmpleado ein quo ine
terfiera en los resultados,
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METODO DE LOWRY (Determinacién de Proteinas).-

La cuantificacion colorimétrica de protuinn por upo de rence
tivo Polin-Ciocalteu depende del contenida de tirosina y triptéfa-
no de la protelna,

El desarrollo de la intensidad de color puede variar con di-
ferentes protelnas por lo que es egencial establecer una ourva de
calibracidn basada en ol anflisis del nitrégeno para la meucla de
protainas a investigar. Se obmerva una relacidn lineal entre la
cantidad de proteina y la intensidad de color aseguida al tratamiene
to con el reactive de Folin-Ciocalteu por lo que la concentracidn
de protefna debe diluirse y ensayarse de nuevo si la primera deter-
minacidn 44 una densidad Sptica arriba del limite superior de ia
curva de calibracidn.

Su rango de ensayo estd aproximadamente en 0,05 y 0.2 mg‘de
proteina y tiene un incremento de sencibilidad veinte veces mayor
que el método de Biuret.

Reactivon:

~ Solueidbn A:
pulfato de cobre pentahidratado al 1% esececeeveresse Oud @l
tartrato doblé de eodio y potasio al 2% cieesecessses Ol md
carbonato de sodio al 2% en NaOH Oul N avevesccenesss 10 01
(20 gr. de NagCo3 en 400 @l do NaQH 0.1 N)

-~ Solucién de alblmina bovina (100 gamas/ml) ~~~--pEstindar

- Agun dentilada

~ Reactivo FPolin 1 N
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Procedimientos

1.~ Se coloeca en tubo de cnsaye 0.1 ml de las dllualoms de
la muestrs (1510, 13100 y 131,000),

2.~ Se completan a 1 aml con agua destilada.

3.~ Se incluyen dilusiones del esthndar de 100, 50 y 25 vgr/ml
¥y un blanco con agua destilada.

4,« Ae affaden 3 ml de la "solucidn A" a cada tubo. .

5.= Se ngitun dejéndosc posteriormente en reposo 10' a teumpe-
ratura ambiente,

6.~ Se afiaden a cada tubo 0,3 ml del reactivo de Polin 1 N.
Te= Se agitan y dejan 30" en reposo a temperatura ambizante,
8.~ Se efectda lectura en el espectofotémetro a 750 wmU,

9,- Se grafioca concentracién contra densidéd bptica,

Notas
1 ol de alblmina = 100 Agr/ml = eat&ndar de 100 gr/ml
estAndar 50 4gr/ml = 0.5 ml albimina se complotan &

1 ml con agua
ssthndar 25Mgr/l = 0.2.5 ml albdmina | 4o teq 40
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METODO DE ANTRONA (Determinacién de Azlcares).-

En la estimacidn de carbohidratos en presencia de proteinas,
los métodos de andlisis de azdcares basados en la reduccidn, o en
la rotacién 6ptica, no son aplicables, porque lus proteinas poseen
poder reductor, y capacidad para rotar el plano de la luz polarigza=-
da, Debido a ésto, recientemente se han desarrollado numerosas reace
ciones de color paru determinar cantidades relativamente pequeflas
de carbohidratos en presencin de cantidades grandes de proteina,

A 1la reaccibn del método de Antrona se han hecho numerosas =
modificaciones, las cuales han sido desarrolladas desde su intro=
duccibn por Dreywood, esta reacoibn se basa en la formacibn de dee
rivados de furfural,

Este método ticne aplicacién en la determinacién de hexosas =

totales,

Reactivog:
- Antrona al 2% en HpS0) al 96% (preparar al momento).
- Solucién estandar de galactosa (100 gamas/ml = 0.010 mgs/1Q0al)

Progedimientos

l.~ Se hacen dilusiones de la muestra,

2,~ Se depoéitan 2 ml de reactivo de antrona en los tubos y
se ponen an baflo frio de 10 a 15° ¢,

3+= Se coloca un blanco con 1 ml. de PBS 0 agua dentilada y
2ml. de reactive,

4.~ Se elabora un 2stindar de galactosa conteniendo concentra
ciones de 100, 50 y 25 gamas/ml.

5.- Se homogeniza sin sacar los tubos del medio frio,

6.~ Se coloca la serie de tubos en bafio maria & ebullicién due

rante 16 min,
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7.- S0 pagan al baiio de agua fria.
8.~ Se lee o 625 mU en el espectofotbmetro,

9,~ Se grafica concentracién contra densidad éptica.

PBS (Buffer de fosfatos £alinog).-

- Preparar una golucién 0.15 M de Naeﬂpo4 sesssenee 21,29 gr/1t,
~ Preparar una-solucién 0,15 M ge KH2PO4 eessseases 20,41 gr/lt.
- Hacer una mezcla de las soluciones anteriores en proporeién
de 8 volimenes de solucidn Na,HPO, + 1 voldmen de ‘solucién
KH,P04. .

Preparir una solucidn 0,15 M de NaCl seseesevocee 8477 gq/lt.
= Se toman volimenes iguales de la mezcla de soluciones de =

fosfatos y solucidn ealina 0,15 M.

Ajustar pH a 7.2 ‘ -
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ADYUVANTY D PREUND,~

Preund en 1947 fué el primero en demostrar la capacidad que =
tienen las emulsiones de aceite en agua, y especialmente de agua =
en aceite, para hacer aumentar las respuestas inmunitarias. Desde
entonces se han estudiado diversos udyuvantea aceitoson de compo=
sicidn diversa. El deacuprimiento de que la adicidn de micobacte=
rias a las sustancias aceitosas aumentaba la accibn adyuvante fué
un gran adelanto y el origen del adyuvante completo de Preund el
cual es el mds empleado cn el animal,

El "adyuvante incompleto de Preund" (AIP), es una emulpibn =
simple de agua que contiene el antigeno en aceite mineral, Rl agen=
te emulsionante puede ser lanolina o arlacel A, que es un monolea=
to de manida. Se presenta en forma de emulsién cremosa en la cual
gotas de agua muy pequefiasm que contienen al antigeno estin rodea=
das de aceite mineral, E1l “adyuvante completo de Freund" (ACP) ee
obtiene con el AIP, pero agregindole micobdacterias muertas,

Tiene como gran ventaja el AIC y ACP el que aumentan de mae
nera importante la producoién de anticuerpos y hasta se vuelven =
inzundgenas laa donis de antigenos que no lo eran espontineumente,

Adyuvante incompleto de Preund.-

.

Reactivoss
ALl

= Aceite mineral al 85% ( ,\rvnvanee
« Lanolina 15%
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Procedimiantos

= Pundir lanolina a 69 °c (teniendo cuidado de que no se que=
me).
= Epterilizar a 15 1bs., de preasidn por 15 minutos.

= Al adyuvante se le agrega ‘/v del antfgeno a inocular y se
homogeniza en el vortex hasta obtener una eaulsidn perfecta.

INMUNOPRECIPITACION .=

Pundamentos:

Cuando un antigeno y un anticuerpo se introducen en un medio

¥ gelatinoso en diferentes puntos, all{ se difunden y pueden formar-

se precipitudos en el punto en que se encuentran, cuando s preatan,

1as concentraciones de ant{geno ¥y anticuerpo,.

Inmunodifusién Dobles

Es una adaptacién de la técnica de inmunoprecipitacién en tue
bo, en donde las moluciones de ant{geno y anticuerpo, colocadas en
pozos diferentes, difunden libremente en el gel y dnn precipitados
a equivalencia, Tiene como ventaja el permitir una comparacién dfe

recta entre distintas preparaciones de ant{geno.
Qonsiste en colocar distintas preparaciones antigénicus en -
diferentes pozos dispuestos sobre un circulo en cuyo centro se en-

cuentra un pozo donde se introduce antisuero,

a) Reaccifn de identidads cuando se introduce una preparacién

de antigeno simulténeamente en dos pozos adyacentes, los =
trazos de precipitacidn ee retinen y fusionan cuando 1o ==
dos pozos que contienen ol antigeno no eetén muy separados.
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b) Renceibdn de no dentidid: cuando en don pozos udyacentes oe

colocan dos solucionen antigénicns distintas y loo truzos
de precipitacién se cortan,

c) Reaccisn de identidad parcials cuundo dos soluciones antie

génicas dan lugar a reacciones cruzadas y una de ellans hae
ya servido a la produccibébn del antisuero, las bandas se fu=

sionan,

IDENTIDAD IDENTIDAD
PARCIAL

NO IDENTIDAD



43

INMUNOELECTROFORESTS (IRR) .-

Combina 1la difusibén por separacibn electroforética y la pre-
oipitacién inmunitaria de las proteinas. Por 1o cual la identifi-
cacidn y 1la medicién aproximada pueden lograrse para laas proteinuu
individuales presentes en el suepo, orina o algin otro ligquido bio-
18gico.

Técnion;

Una laminilla de vidrio cubierta con agar fundido o con agarc-
sa en solucién amortiguadora (pH 8.2, potencial ibnico 0.025).

Se excava unu depresibén larga y estrecha para el anticuerpo y
un pozo para el antigeno., La muestra del suero (Ag) es coluvcada en
el pozo para el antfgeno y se’ separa en un campo eléctrico con una
diferencia de potencial de 3.3 v/cm durinte 60-120 minu%os, Despubs
se coloca el antisuero en la depresibn y se deja difundir el suero
¥ los anticuerpos durante 18 a 24 horas.

POZO LLENADO CON ANTIGENO

RRIRATEN
—_= 6 :/-s

LINEAS DE PRECIPITACION
{ PROTEINAS)
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GRLET DT POLIACRILMIDA.-

Tanto 1~ scnoibilidad como 1z resolicibén de una téenica por -
electroforenis se ven altumente aumentadas usando un medio do no=~=
oorte nue consiste en un polimero sinté&tico, como 1o es la polia=
erilamida, Tiles geles con no ibnicon y pueden producirne en dife-
rentes tumufos de poro, Obtran propledades devenbles son inercio —-
quimicn, trmoparencly rigidez y termoentabilidad. Lu separaicién
do loo componenten de uni mezela ocurre tunto por el tamaiio (peso
molecultr) comd por la carga {electroforesis).

Los geles de poliacrilamida estn formidos de mezclan de acri-
lamila (monbmero) y N,N-Motilenbisncrilumida {co-monbmero), al cual
ae ha agregado un iniciador de rudicales libres. La propagacifn de
los radicalas libres puede ser iaducida quimicamente con persulfa=-
to de wmonio o fotoguimiecwmente con riboflavina y lusz UV.

ELl propbsito del N,N,N*,N'-Tetrametiletilendiamina (PEMED) es
la ccnnerv.zcién.dc loe radic:tles libres., El enlazamiento crazado -
produce una matriz de gel, el tamailo del pore, del cual dopeade la
concentracibn totil ‘do monémero y co-monfmero y tambidn ln propor=
eibn de Big y acrilamida.

Para moléculas que varfan en peso molecular, puede cambiarse
el tamafio del poro alterando también la conceatracibn totnl del -
gel o la concentrucidn del enlazador cruzado,

Los geles de poro grande, como se requieren para supramolécue
lan, sor ejemplo: DHA y virus, son inobtenibles cox acrilamida. Sin
embargo pueden prepirarae geles apropiados de agirosa o mezclas de

poliacrilamida y ugarosa.

Los geles de poro pequelo para fraccionamiento d2 péptidos, =

estin formados por el incremento del enlazador cruzado y también -.

agregwndo urea 8 M,
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Deben uparse solventes durante la polimerizacién y electrofo-
resis, en log cuales los componentes de la mueatra puedan ser re=
sueltos oin precipitacidn., La urea y el dodecil sulfato de sodio -
(9DS) son los agentes mis cominmente usados. AdemAs de ser un agen-
te solubilizante, el SDS es una proteina desnaturalizante que se -
une a la.protefna, Como el SD3 se unc con aproximadamente la mitad
del nimero de residuos de amino4didos en una cadena polipeptidica,
lag curgas nativas de 1a mayoria de lns protefnas son moditicadan
y se obtiene una carga neta negativa aproximadomente conatante por
unidad de masa, Las moléculas de la mayor{a de las protefnus llegan

a ger purticulas de peso molecular alto, pin embarge la excepeién

~ son lao proteinas de muy alta cargs, aquellas de bajo peso moleou-

lar o aquellas con enlaces quimicos cruzados.

Se obtendrd un peso molecular exacto de lms muestras descono-
cidas si se incluyen estindares de peso molecular conocido, Dichos
marcadores deben estar presentes en el mismo gel con la muestra -

desconocida.

Preparacibn de geles en Tris-5D3-Glicina (para protefnas).-

GEL INPERTIOR (Gel de 1074 de acrilamida, para un peso molecus= d
lar de 10,000 a 70,000 daltons). ‘

Aerilamida 307 sevscocvenasasscsarssssasasersioe 10 M1,
Acrilamida 1 % seseeececsascscecevsocssesseses 349 ml, .
Te5 ml, !
8.2 ml,
SDS 81 10% seevescvrasstoccccsasscssccenscasnes 043 ML,

TEMED sevsveoeenseastassssaosnconsssesssensossse 0,02 ml ,
Persulfato de amonio 10% (10 BZ/m1l) seeesssese 0,2 ml

Solidificar por doe horas.
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G4 ZU?H;TOR:
Acrilamidi 309 seveaseveieasrarseccsianiessrnsns Job ml,
Acrilamidit 13 evveesasocevossonensecncsresaaness P Mly
Tris HOL 2M pH 648 sueesvecssncassvessnsascreass 005 ml,
SDS 81 20% seeeverearecsroancosascecarsssssasees 001 ml,
Persulfato de amonio (10 Mmg./Mle) seseesercsnqes Qo2 ml,
Agua destilada seee
TEMED eovssecavsesnes

seeeseseasecvesseessesss 11,5 ml,

ervesessoneessessvessssne 0ol ml,

AMuadir 0,1 ml, de muestra y Q.1 ml. de coctel y dejur en baflo
Marfa hirviente por 2 minutos,
Afadir 0.0% ml. de entn mezcla en los geles y correr a 10 mA

por placa (gel) hasta que corra toda la muestra.

BUPPER DB GUl4RA (Trie Glicina 5X).-

Tris bABE cusessesesssessassssenee 12 8Ty
S11CIiNA cevesvvrasosavessnssscsses 5726 gT

Agun destiladn vecevssocrosesnsnes 1 1t

Pura oreparar corridas

Tris Glicina sesesveeccesesansease 200 ml,
SD3 21 108 eeeesnresascarcesseesss 8 ml,

AGUR CoebuPs sesessescccsrocsssaress 1 1t

Mezcla para diluir la muestra (COCTEL):

SD3 .......;-..................... 0.3 gr.
UYercapto etanol cesvesscccsssssese 100 mi,
EDTA cevconecrncnnarercnnnnenciens 0.0074 gr.
G1licerol sesessecssrocsssssesscnes 1 ml,

Tris HCL 0,05 M pl 6.8 vesveresvss hasta 10 ml.

Azul de Bromofenol s.seeeeseeesese UNOS gra. para dar color

|
|
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Para sacar y cecar el Gels

Acido ucltico 108 cesvsvarvsnsenssesessseass 15¢
Dimetil sulféxido (DM1S0) vesesssessscssssens 30°
Dimetil Bulf6xid0 seeceesseconrsevescsrsssss 300
DM30 + Difenil oxazont 224 seeeecssesssssees 3 horas
Ho0 wauee

Secar ;.

Criessssissstescnssarscsrersres 300

teeseesesesnssesreccensssssnse 2 horas

Pincibn:

Azul de Coomassie seveesssssorcosvonsesevecs 300 mgo,
Metanol al 307 esessesscssscrorscssnecsoanss 150 ml,
Acido acltiCo seesevsesenssncssaassssonsesse 50 ml.

HoD veseevunssnnassseeransenassssrsennaisans 500 mi,

Se usaron como estindares de poso molecular el Citocromo ¢ con
un peso molecular de 12,600 daltons y albimina bovina con peso moe
lecular de 60,000 daltons.
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METODO DE MANTOUX .~

Ratinariamente la praeba se debe aplicar en 1lu cara uvxtvinn -
del antebrazo izquierdo, aproximadamente a la mitud de su longitud.

Si es necesario practicar otras pruebas la segundn se aplicard
en 1a'carn palmar del nntebrizo izquierdo, tumbién en lia parte me=

din de au longitud y siempre en el orden indiecado.

Se inyeeta intradérumicamente en el antebruzo izquierdo, mantee
niendo el bisel de 1la aguja haciu arriba, un décimo de centimetro
clibico de 1n dilusién de la tuberculina, La inyeccién debe produe
cir una plpula pAlide de aproximadamente 8 a 10 mm. y con un peri-
metro bien definido, dando el aspecto de corteza de naranja o piel
de gallina, Para medir con exactitud la cantidad aplicada la jerin-
ga deberd estar gradunda en centécimon de centimetro cdbico ¥y bien
ajustada,

Es importante que la prueba no se aplique 6n el mismo lugar
que sec hizo anteriormente pues las recucciones & la tuberculina di-
fieren de las obtenidas en otro lugars apirecen mis pronto, se di=
gipan pronto y son mis violentas, presentando una mﬁyor frecuencia
de flictema y por lo tunto cuando se hagan repeticiones periédicas
de prueban se deberd seguir sistemiticamente el método de rotaciba.

Se recomiendz no usar jeringas que hayan sido usadas con coe-
cidioidina o histoplasmina pues son productos biolbgicos diffciles

de remover y darfan lugar a error,




CAPITULO IV

"RESULTADGO S"
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Se analiraron un total de 378 muestras con solicitud de baci=
loscopia procedentes del lospital Angel Leaflo y Hospital Militar -

de Guadalajara obtenifndose los siguientes resultados.

MUESTRAS OBTENDY  BACILOSCOPIAL+ )] BACILOSCOPIA(-)
HOSPITAL ANGEL LEARNO 174 8 196
HOSPITAL MILITAR 204 5 199
TOTAL 378 23 * 355

* 3 muestras con buciloscopia negativa
su cultivo resultd positivo.
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Lao muestras que tuvieron crecimiento en el medio liquido PBY

fueron sicte y los resultados de las pruebas realizadas a los dife=-

rentes PPD fueron log siguientes.

CONCENTRACION

CONCENTRACION

CANTIDAD DE

NO. OE cULTivOj  ESPECIE DE PROTEINAS |DE CARBOHIDRATOS |WMUNOELECTROFORESIS {concenTrADO DE
PPD OBTENIDA

3 Y. tuborcalosts | 2,0049/mi 263 ag/mt (+) 40mi

13 M. tubercubosls 2,50C ug/mi 240 4o/ ml (+) 35mi

3 M juberculosis 8,300 »q/mi 1,150 s /mt {+) 5 m!

14 M fubereulosis 1,450 59/ml 380 49/m! - {+) 1Y}

16 M. kansasli 3,300 g/l 178 yo/ml (+} 5l

18 M, tuberculosis 2,100.4q/ml 500 ug/ml (4) Sml

CONTROL C_,::ﬁ il 2,176 0/ml 2,600 49/ml (4 Sl

- Se hizo la intradermoreaccidn en conejo inmunizado por seis

semanapg con células de la cepa control (H37Rv). Aplicéndose los
PPDy comercial, control, 3 , 5, 13, 14, 16 y 18.

RESULTADO: reaccibn negativa a todos los PPD.

- Se hizo intradermoreaccidn en conejo inmunizado por diez

uemmaa‘ con PPD obtenido de la-cepa controel (H37Rv). Aplicéndose
los PPD: comercinl, control, 3, 5, 13, 14, 16 y 18,

RESULTADOs reaccibn negativa a todos los PPD,

- Se aplicaron los PPD a una persona tuberculinica positiva

para medir la reaccién biolégica.

RESULTADOS:

PPD comercial 25 mm
"PPD control 20 mm

PPD 18
PPD 16

20 mm
10 om



RESULTADOS DE LA _INMUNORLECTROFORESIS

POZO PARA |
EL ANTIGENO
{PPD)

Ag: PPD CONTROL
CEPA H37 Rv

DE M tuber -
culosis.

Ag: PPD 3

Ag.PPD 5

Ag: PPD 13

RANURA PARA EL ANTISUERO (Acs)
OBTENIDO - DE SENSIBILIZACION A
CONEJO CON CELS.

DE LA CEPA CONTROL OE M.
tuberculosis ( H37 Rv ).

Ag.PPD 14
\o./
o Ag. PPD 16
~S .
Ag: PPD 18
<




" RESULPADOS D La DOBLE INMUNODIHUSION *

|_POZO PARA EL ANTISUERO OBTENIDO |
o et~ o | DE INMUNIZAGION A CONEJO CON CELU-

. LAS DE CEFA CONTROL DE M. fuber -

° oj‘\ gulosls (H37Rv)

~~ .
POZOS PARA EL Ag { PPD)

PPD CONTROL
° PPD 3 PPD CONTROL
[ .
. .
[ ] @PPDS D
' BPD o] [ JC]
[3
® Oppp3
PRD 4 o °

" DIAGRAMA ESQUEMATICO DE LOS RESULTADOS DE LA
ELECTROPORESIS EN GELES DE POLTACRILAMIDA *

] r R E r B r ] [GEL SUPERFOR

GEL INFERIOR
10%

R L A T R O O
D PPD PPD FD PP PPD PpD 8 Toua
CONTROL 3 6 13 14 6 (g Clogomo dbwmin

# citocromo ¢: peso molecular
#salbumina  bovina. peso moleculor

RESULTADO: Se encontrd un antigeno comin en los PPD 13,14, 16 y IE el cucl tlene un PM comprindido
entre  €0,000 y |00,000 daltons, misma qua no so halld precents en los otros PPD.

l%beggo controlas de PM

i
|
|
i




De acuerdo a los resultados obtenidos en la inmunoelectrofore=-
sis, determinncibén de protefnan y la reaceién biolégica en unu per-
oona PPD positiva se pelecciond el PPD procedente de la CEPA NUMERO
18 pura realizar el estudio comparativo con el PPD comercial en ung

poblacibn de 100 persmonns aparentemente sanas.

como pamo siguiente se procedié a la estandayizacién del PPD
18 a wna concentracién de 40 ng/0.1 wl (2 UT) en solucidn salina,
ge obtuvieron 50 ml de PPD 18 el cual se eateriligd por filtro milie

pore de 0,22 y se envasé estérilmente en frascos color &mbar cone
teniendo 10 ml cada uno.

CONGENTRACION FINAL DEL PPD 18: 42 ng/0.1 ml ( 2 UT).



WMW
PPD COMERCIAL Y _PPD NACIOHAL

e e i
NO, JiHEVI] SLs0 OSTAT a0 B FECA {CONEG TEGTGH
le= 20 aflios M 1,70m 85 kg st 1972 10 mn 17 am
24 20 P 1¢60 54 ol 0 Q
Je= 20 ® 1.63 54 3 0 0
4. 20 F 1.64 44 ol 0 0
Gew 4 M 1.74 62 ol 1974 Q. Q
64 23 P 1.63 52 -3 0 8
T o= 20 P 1.70 T2 8 1974 0 8
8 o~ 22 R 1.74 54 st 1982 0 9
9em 20 jid 1.67 63 sl 9 ?5
10, 21 P 1.58 54 sl 4 11
1le- 21 M 1.78 64 si [ 11
12~ 23 P 1.60 49 g1 0 10
13, 22 P 1.61 56 no 0 19
14,- 92 4 1.69 54 si 3 3
15, 21 F 1.57 47 sl 0 [
16~ 22 P 1.57 47 si Q 2
170~ 24 P 1.63 54 8l o 3
18,- 23 by 1.68 63 sl 4 7
19,~ 23 i 1.70 58 al - Q 2
20~ 25 M 1.72 67 ai, 3 18
2lee 23 u 1.70 T4 sl 1972 0 16
22,~ 2?2 ! 1,78 70 el 1370 0 Q
?le~ 24 P 1.60 57 ai 1972 8 14
24~ 24 P 1.5% 55 ai 1970 0 19
25,~ 22 " 1.72 62 ai 1972 0 14
26, 23 ® 1.72 67 sl 1875 0 14
2T 23 P 1,60 57 ai 20 20
28~ 3 M 1,75 62 ai 1984 [¢] [¢]
29.~ 24 P 1.65 62 i 1975 0 4
30~ 26 ¥ 1,70 65 si 0 15
31~ 24 jid 1.90 82 ai 1972 4] 3
32~ P2 M 1.80 100 ol [ 13
33.- 19 ! .72 63 si 1979 0 3
34~ 22 4 .72 70 si 1971 0 [
35.~ 26 b3 1,63 53.5 si 1979 0o 9
36 26 ? 1463 65 st 1970 [} 0
37.- 19 F 1.71 57 3! Q Q
38.~ 18 ' 1.70 65 si o 10
39,~ 22 i 1.67 65 si 1972 [ 13
40.- 21 M 1.80 84 si . 1971 (4} 9
4l.,- 20 P 1.63 53 oi 11 17
42.= 29 X 1.88 15 gi Q 0
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13.=  25anos W I1.70m 60 kg 81 [y T |
44.- 19 o 1.75 53 si 0 0
45,~ 19 P 1.60 53 ai 5 11
46, 20 i 1,70 08 8i 0 0
47.- 19 F 1.56 43 a0 0 3
48,~ 19 P 1.55 56 si ] 12
49,~ 20 P 1.60 49 8l 0 2
50,- 19 b 1.64 54 si 0 8
51, -19 P 1.65 49 si 0 7
52.- 19 P 1.60 54 si 0 7
53.- 19 N 1,68 63 ei 0 3
54, 19 ¥ 1.64 58 sl 0 4
55.= 19 P 1.52 47 si 0 0
56,0~ 19 P 1465 51 si 6 9
57.~ 19 P 1.62 55 31 0 0
58, 22 P. 1,62 68 ai 0 0
50,~ 20 P 1.6 53 si 0 5
60.- 19 P 1.60 60 si 0 4
6l.~ 28 P 1.58 3 si 0 0
62, 20 P 1.68 60 si 0 4
63,~ 26 M 1.80 79 si 0 0
64,- 24 M 1.72 90 sl 0 1l
65.- 23 P 1.62 47 i 1970 0 0
66~ 21 P 1.60 55 si 0 0
67~ 21 M 1.72 63 8 0 0
68, 26 P 1,65 52 el 1968 0 0
69.~ 35 ¥, - 1.75 71 no 0 0
70.- 19 P 1,60 45 si 0 0
71.- 28 M 1.75 75 si 1366 6 12
72,- 35 ¥ 1.70 85 no 0 7
73.- 20 M 75 70 si 0 0
4.~ 20 N 1.79 80 si 1974 0 0
75.~ 19 M 1.78 77 si ] 0
76.=- 24 M 1.68 66 ol 0 [
TTe= 21 M 1.89 90 sl 1979 [*] 0
78.- 20 M 1.85 84 s 1979 4 9
79~ 20 M 1.75 65 si 0 0
80, 20 ) 1.85 84 st 0 0
81.- 19 n o 1.82 70 38 0 0
82.- 19 M 1,70 71 8l 0 0
83, 21 M 1.7 82 el 1975 0 0
84, 22 M 1.72 65 8i 0 0
85, 19 M 1.75 70 oi 0 0
86,- 21 M 1.78 72 si 0 0
87.~ 22 M 1.75 75 no 0 0-.
08, 22 ¥ 1.78 70 si ] 0
89, 20 " 1,70 67 o1 1978 0 0
G0, 20 M 1,82 85 __  gai 1978 o) 1




o
=

Gl.~ 21 afios N..° 82 kg sl 0 mm ¥
92~ 23 M 1.74 72 [:33 1969 0 0
93,- M3 M 1.480 80 ol 14975 0 0
94 .- 21 M 1.81 11 ol 1971 0 0
5,- 22 ] 1.76 73 oi 0 0
96~ 26 M 1.75 65 8i 0 0
9= 21 |} 1.70 57 no 0 0
28,- 21 P 1.65 51 [:3 0 9
9% 22 M 1.70 82 si 0 o1
100,= 20 bid 1,65 52 8 0, yi

1.03m

1978




" RESULTADOS DRL ESTUDIO_COMPARATIVO DE BL
PPD _COMERCTAL, Y PPD NACTONAL "

100 PPD comercial . PPD naclonal, cepa |8
i o7
|
N 97%
) 7 7%
23%
A
PPD PPD
POSITIVO 3% B2 PosSITIVO  23%
] NEGATIVO  97% 3 NEGATVO  77%

PP D COMERCIAL

PPD comercial positivo { ) 10mm) = 3/100 = 3%
PPD comercal  negativo con muy leve reaccidn (¥O<IOmm) = 10/|00=IO%< PPD

PPD comerciol negativo (sin reaccién absoluta) = 87/100 = 87% negativo
. PPD comercial (+) = 3%
) PPD comerclal {-) =97%
100%
N PP D  NACIONAL,CEPA I8
L

PPD nacional positie (% 10mm) = 23/100%23%
PPD naclonal negativa con muy leve reacclon (Y0€10 mm ) =31/100=3% ) ppp
- PPD nacional  negatlvo {sin ién absoluta) = 46 /100 = 46% negativo
PPD nacional (+) =23%
PPD naclonat {-) =77%
100 %




PRD comerclal PPD noclonal 18
10
»
No. DE
. 46
PERSONAS No. DE i
0 7% PERSONAS .
23— //
" { 7 > 23% 3% 46%1
Ll Z
o/ um WIS, .
=33 PRD positivol @ 10mm} 3% [0 PPD positivo (P 1Gmm) 23%
222 PPD negativo(Y0¢i0mm) 10% PPD negative (YOCI0Omm} 31%
Qm PPD negatiw{Omm) _87% U PPD negativo (O mm ) 46%
100% 100%
RESULTADDZ:

como resultado final del estudio comparativo de la intradermo-
reaccidn a la tuberculina, el PPD obtenido de la cepa de hospital
ndnero 18 fué 20% mie pomitivo que el PPD comercial, el cual proe
viene de una cepa de M. tuberculopis de Dinamarca.

o T 1 S
Y L s
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La poblacibn que se analizé en el estudio comparativo fué de
100 personas cuya edad promedio estaba entre 22 afioa.

Incluyé el estudio 55 person:as del sexo masculino (55/100= 55%)
y 45 personas del sexo femenino (45/100= 45%). ’

De este grupo de 100 personas, 94 de ellas habfan recibido la i
vacunacién con BOG y las otras seis no.

GRAFICA QUE REPRESENTA DISTRIBUCION DE LA POBLACION
LA EDAD DE LA POBLACION ANALIZADA DE ACUERDO AL
ANALIZADA SEXO. ;
|
100 4 100 4 ;
77 4 _
* OE # pE 59
45
PERSONAS PERSONAS
22
2 |
1 T 12

10 20 30 40 50

EDADES EN ANOS [T] sexo FEMENINO- 48
SEXO MASCULINO-88

;
|
!
1
|
]
!
|
i
:
i
{
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Resultados de ol estudio comparitivo entre PPD COMERMNIAL y
PPD NACTONAL, cepa 18, donde se representa el porcentnje de poni-
tividnd y negatividad obtenido tomando en cuenta el sexo de la po-

blacién analizada.

pro comeRciAL (+)| PPo NAcioNAL 4
SEXO MASCULINO 1155 2181% 12/85% 21,81 %

SEX0 FEMENINO 2/45%4,45% 11748 = 24.45%

PPD COMERCIAL ~— PPD NACIONAL -

SEXO MASCULINO 54/55=08.19% 43/55=73.18 %
SEXO FEMENINO 4343 = 05.65% 34/45:75.55'/-
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"CONGLUSIONES"'

De acuerdo 4 log recultwdos obtenidog, re pucde concluir que
el PPD nacional obtenido a sartir de una copa de lycobacterium tu-
berculosig proveniente de hospital, reunid muchas caracteristicas
similures al P2D control (cepa “JVHV de I, tuberculosis) cntre e-
1llas, mismio bandas de protefnas en inmunoclectroforesin, doble -
inmunodifunibn, determinucibn de proteinas, intridermoreaccibn en
persona PPD positiva, nor lo cual se procedid a seleccionar el prpd
de 1a cepa 18 para realizar el estudio comaaritivo con el PPD comar-
cial en una poblacibén de 100 personas apirentmente ganas,

Por los resultadoa obtenidos en el‘proceno compuritivo se lle-
¢6 a 14 conclunibn de que el PPD de 1a copa nimero 18 tuvo una e
fectividad como producto biolégico 2074 muyor que el PPD comercinal,
10 cuul comprueba 1ln teorfa planteada al inicio de eote ectudio en
la que ne sefiala que muchos individuos de nuestro medio, adin vacu-
nados con B0G, no responden-al PPD, lo cuazl podrin atribuirse a un
estado de anergia, poco probable en individuos aparentemente sanos,
o bien a oue dicho PPD comercinl uroveniente de una cepa virulenta

de Mycobacterium tuberculosis de Dinamarca no es el antigeio enpe-

affico para cepus nacionnles de Mycobicterium tuberculosis debido

a nue puede huber cambios genéticos y ambientales y por consiguicn~
te repercutir en la composicidn quimica e inmunolégica del bacilo,

razén éor 1a cual no hay reaccién manifiesta en la pruebu tubercu-

linica.

Otra razbn oue podria expliocnr lz pocu efectividad de 1la tu~
berculinn comorcisl serfa el hecho de que su fecha de caducidsd -
no debe pasar de ceip mesen 0 estar lo menos cercana posible a eu-
te perfodo de tiempo, pues su potencia biol8gica empieza a declie
nar, Fa por eota rarén aue en la nctuclidad su fecha de caducidad
se cambié de un afio a peis meses,

Como complaementacibn de el estudio, se corrieron todos loe

PPD por electroforesis en geles de poliacrilamidn, esperindose —
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encoatrar en todoa ellos un antizeno comin que fuene el caunante -
de la reaceidn biolbgica -+ 1a tuberculing. fomo resudtiio pe abtiu-
vo un s6lo antigeno en los PPD 13 , 14 , 16 y 18 cou un peno mole-
cular aproximidamente entre 60,000 y 100,000 daltons, mismo nue no
aparecid cn el PPD control {cepa H37Rv de Mycobacterium tubcrculo=

ais) por lo cual se cocneluye oue el antf{geno que causa la rcaccién
biolbgica debe encontrarse en un peso molecular que fluctda entre
los 10,000 daltons o menos.
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