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INTRODUCCION

El encéfalo y la médula espinal, partes vitales del sis-
tema nervioso central, se encuentran protegidos contra las in
jurias de diversa Indole por tres sistemas bien definidos: -
tres membranas delgadas unidas muy estrechamente llamadas me-
ninges, el liquido cefalorraquideo (L.C.R.) que actda como -

amortiguador y, la barrera hematoencefdlica.

El liquido cefalorraquideo es producido en los plexos co
roideos (pelotones de capilares de los ventriculos cerebrales)
como resultado de la filtracidn del plasma sanguineo, cuyo -
proceso es regulado activamente por las células de revestimien
to de dichos plexos que vienen a conformar lo que se conoce -
como barrera hematoencefilica, supuesta a ser impenetrable por
los agentes microbianos, ciertos cristaloides, antibidticos, -
etc. Durante procesos inflamatorios se altera la funcidn prima
ria de estas cadlulas de revestimiento y la barrera hematoence-
falica pierde su permeabilidad selectiva y permite el paso de
microorganismos, proteinas de alto peso molecular, toxinas, me
tabolitos, etc. hacia el espacio subaracnoideo, de aquf que, -
en condiciones patoldgicas el L.C.R., sufre alteraciones en sus
caracteristicas fisicas y composicidn citoquimica normal que -
se reflejan en diversas manifestaciones neurolégicas que acom-
pafian y/o caracterizan este tipo de patologlas. Cuando el pro
ceso inflamatorio alcanza las meninges, el estado se denomina
meningitis y si la respuesta inflamatoria se debe a una infec-

cidén bacteriana se denomina entonces meningitis bacteriana.
Las meningitis bacterianas se clasifican como:

a) Meningitis primarias, cuando el proceso patoldgico que -
sigue a la infeccidn se localiza primariamente en las me

ninges.

b) Meningitis secundarias, cuando el proceso patoldgico de-

rivado de la infeccidn se inicia en otra parte del orga-



nismo de donde parte hacia las meninges por via hemdtica

o linfatica (4).

Caracteristicamente se ha observado que las meningitis -
primarias son producidas en su mayoria por cocos grampositi -
vos 0 cocos gramnegativos; las secundarias en cambio, tienen
como agente etioldgico bacilos gramnegativos enté@ricos y otras
bacterias menos comunes (4). Se ha demostrado que las princi-
pales especies bacterianas que intervienen en las meningitis -

primarias son: Streptococcus pneumoniae, Neisseria meningiti -

dis y Haemophilus influenzae tipo b (4,9)

La Neisseria meningitidis es un coco gramnegativo inmdvil,

que no forma esporas y generalmente se agrupa en parejas. Son
organismos de tamano pequefio (0.6-0.8 m) que pueden adoptar -
formas atipicas por procesos de autdlisis parcial. Estadn recu
biertas de una pared celular constituida por una capa densa y

por fuera de &sta generalmente se encuentra una capsula cons -
tituida badsicamente por polisacdridos que son especificos de -
grupo por lo gue son usados para la clasificacidn de estos mi-
croorganismos (10). Serold8gicamente los meningococos han sido
clasificados en grupos A, B, C, X, Y y 2. Recientemente se ha
aislado un nuevo serogrupo gque ha sido clasificado como grupo

L; todos ellos, exceptuando los grupos B y D, producen un poli
sacdrido capsular que es el antigeno responsable para la espe-

cificidad de grupo (16,25).

Las Neisserias patdgenas son bacterias relativamente difi
ciles de cultivar en el laboratorio porque son muy sensibles a
la desecacidn, a las variaciones de temperatura, a los agentes
fisicos y quimicos e incluso a trazas de metales que estuvie -
sen presentes en el agar de cultivo o caldo de peptona. Su -
crecimiento se ve estimulado por una atmdésfera del 5 al 10% -
de CO2 y por la adicidn de suero o sangre a los medios de cul

tivo simples (10).

En el huesped, el meningococo infectante se aloja prima-

riamente en la nasofaringe, donde se reproduce y de donde par-



*e hacia la sangre produciéndose una fase de bacteremia des -
pués de la cual ocurre la meningitis purulenta aguda. Casi -
mundialmente la meningitis meningocbdcica ha demostrado la ten
dencia de presentarse como brotes epidémicos y se les conside
ra casos prioritarios pues son muy transmisibles, de ahi{ que

es necesaric el rastreo de contactos y el tratamiento preven-
tivo de los mismos para evitar una expansidn abrupta de la en
fermedad la cual en el gquinguenio 78-82 alcanzd en nuestro -

pais una tasa de mortalidad del 10% (23).

Ya qgue la debida y oportuna terapia antimicrobiana es lo
mas importante para la resolucidn satisfactoria de los casos,
se hace necesaria la identificaciédn rédpida y segura del agen-
te etioldgico. Debido a ésto se han disefiado con este propd-
sito pruebas que se basan en técnicas cromatogrdficas, de ra-
dioinmunoensayo, contrainmunoelectroforesis y de anticuerpos
fluorescentes para la identificacidn de diversos agentes bac-
terianos. De entre todos estos sistemas se prefirid la inmu-
nofluorescencia para realizar esta investigacidn porque conta
mos con la metodologia, los materiales y el equipo necesarios,
asi como con la experiencia de personas gue la practican en -

el pais.

En el pasado se han llevado a cabo investigaciones sobre
la efectividad de las pruebas de anticuerpos fluorescentes pa

ra identificar bacterias como : Streptococcus del grupo A, -

Pasteurella pestis, Escherichia coli enteropatdgenas, Trepone-

ma pallidum, Haemophilus pertussis, Neisseria gonorrhoeae, -

Corynebacterium diphtheriae , Salmonella typhi y Shigellas, -

Listeria monocytogenes, Haemophilus influenzae, Streptococcus

preumoniae y Neisseria meningitidis (8) ., Por ejemplo, Metz-

ger y Smith produjeron reactivos para la identificacidn de -

Neisseria meningitidis por medio de la inmunofluorescencia y

aunque ellos no aplicaron sus conjugados y técnicas a proble-
mas diagndsticos clinicos, se impresionaron con el valor po-

tencial de la inmunofluorescencia para el diagndstico rapido



y especifico de meningitis agudas causadas por meningococcos,

neumococos y Haemophilus influenzae (8). Grossman y colabora

dores reportaron en 1964 que los conjugados para H. influen -

zae y N. meningitidis que manejaron mostraron excelente poten

cia y especificidad. La mayoria de reacciones cruzadas fue -

ron obtenidas con N. gonorrhoeae y N. catarrhalis (reciente -

mente ubicada en el género Branhamella) ninguna de las cuales
puede ser importante en el L.C.R. Ellos no obtuvieron mucha

correlacidn entre la tincidén de AF y los cultivos en el senti
do de que ni la tincién de Gram ni la tincidn de AF fueron -
tan sensibles como los cultivos para la deteccién de los me -

ningocos o H. influenzae (8,9). Page y colaboradores obtuvie

ron una correlacidén mucho mayor entre la tincidn de AF y los

cultivos para H. influenzae (8). Los resultados de Biege -

leisen y colaboradores, en el gran nimero de casos que estu-
diaron, indican muy buena correlacibén entre AF y cultivos, y
probaron que la técnica es altamente sensible para la identi
ficacidn de los organismos con los que trabajaron (meningo-

coco, neumococo y H. influenzae tipo b) y que ademds tiene

la virtud de permitir la deteccidn de células bacterianas in-

hibidas o muertas por las drogas (2).

Tomando como punto de apoyo los prometedores resultados
de estos estudios previos, producimos en nuestro laboratorio
los antisueros conjugados para montar y evaluar en cuanto a
especificidad y sensibilidad, una prueba de inmunofluorescen
cia directa para la identificacidén y clasificacidn seroldgi-
ca de la Neisseria meningitidis en el L.C.R. (o en el sedi -
mento del mismo) de pacientes con diagndstico presuntivo de

meningitis bacteriana.



OBJETIVOS DEL TRABAJO

El presente estudio tiene por objeto producir en el labo
ratorio antisueros para Neisseria meningitidis .enlazados a ma
terial fluorescente (antisueros conjugados). Los conjugados
se usaron en una prueba directa de anticuerpos fluorescentes
para identificar y clasificar los meningococos en el extendi-
do o el sedimento del L.C.R. También se evalud la bondad de
la prueba por medio de la comparacidn de los resultados obte
nidos con la AF con los que p}oveen los métodos de uso ruti-
nario para la identificacidn como el frotis directo colorea-

do por Gram y cultivo.

También se estudid la habilidad del conjugado para reac-
cionar especificamente con la bacteria en cuestidn, eliminan-
do en lo posible las reacciones cruzadas entre los distintos
serogrupos, asil como con otras bacterias, de manera que pudig
ra ser usada con cierto grado de confianza para identificacidn

y clasificacidn.



MATERIALES Y METODOS

Poblacién Estudiada:

Se estudiaron 100 muestras de ligquido cefalorraquideo -
‘'L.C.R.) obtenidas por puncidén lumbar practicada a 88 pacien
tes con diagndstico presuntivo de meningitis bacteriana en -
diferentes instituciones de salud del pais (Hospital Rosales,
Hospital de Ninos Benjamin Bloom, Hospital de Maternidad, Hos
pital San Rafael y Hospital Centro Ginecoldgico). Todas las -
muestras de L.C.R. fueron tomadas por un médico y distribui -
das en dos frascos estériles que fueron llevadas al Laborato-
rio y sometidas a un estudio fisico, citoguimico, bacteriolé
giLco y de 1nmunofluorescencia. Este trabajo se realizd en el

periodo comprendido entre Enero de 1984 y Abril de 1985.

Para llevar a cabo el presente estudio se utilizaron los
siguientes materiales y reactivos, que incluyen aquellos que
pueden ser obtenidos comercialmente asi como los gue fueron -

preparados en nuestro laboratorio:

- Cepas patrdn de Neisseria meningitidis obtenidas de ais-

lamientos de muestras de L.C.R.

- Sueros hiperinmunes de conejos contra los antigenos espe
cificos de cada serogrupo, producidos en nuestro labora-
torio.

- Isotiocianato de fluoresceina (E. Merck Art. 24546)

- Microscopio de 1luz ultravioleta con filtro 0Gl + BGl2 +
barredor amarillo.

- Muestras de L.C.R. de pacientes con sospecha de meningi-
tis bacteriana.

- Laminas portaobjeto (menos de 1 mm de espesor) con circg
los de aproximadamente 7 mm de didmetro marcadas con la-
piz de diamante; laminillas cubreobjeto (22 x 22 mm).

- Medios de cultivo: agar sangre, agar chocolate, caldo -

de tioglicolato y caldo de tripticasa sovya.



Antisueros hiperinmunes para tipeo por aglutinacién en

lamina de Neisseria meningitidis de los grupos A, B y -

C (Grupo A Art. 2228-50, Grupo B Art. 2229-50, Grupo C
Art, 2230~50, DIFCO).

Cdmara himeda (para uso en el procedimiento de colora-
cidn por anticuerpos fluorescentes).

Solucidn de montaje para laminas coloreadas para inmuno-
fluorescencia.

Aceite de inmersidén de baja fluorescencia, de preferen-
cia grado A.

Columna de Sephadex G-50 (para la separacidn de las glo-
bulinas conjugadas con el material fluorescente).
Colorantes para la tincidén de Gram .

Reactivo de Nessler.

Azul de Evans al 0.005%.

Acetona pura.

Agua destilada.

Solucidn saturada de sulfato de amonio.

Timerosal 1:10000 (preservador).

Anhidrido carbdénico gaseoso.

Jeringas descartables de diversa capacidad con aguja -
N2 25 para el procedimiento de inmunizacidn de los cone-
jos.

Cristaleria como: erlenmeyers de 500 y 125 ml, pipetas
seroldgicas de 5 y/o 10 ml, tubos cénicos plasticos o -
de vidrio (graduados), pipetas Pasteur estériles, probe-

ta plastica graduada a 100 ml, etc.

Preparacion del Antigeno:

de
na
N¢

ro

Se utilizd una cepa fresca que tuviera menos de 24 horas
crecimiento con la cual se prepard una suspensidn bacteria
de turbidez comparable con la de un tubo patrdén McFarland
3. La suspensidn se prepard recogiendo el crecimiento pu-

comprobado de Neisseria meningitidis obtenido en dos pla -

cas de agar sangre o agar chocolate, e inoculiandolo en 45 ml



de caldo de tripticasa soya. De esta suspensidn se tomaron -
aproximadamente 25 ml y se trasladaron a un tubo esté&ril con
tapdn de rosca y éste es el volumen que se sometid al proce-
dimiento de cridlisis, el cual es un simple procedimiento de
congelaciones y descongelaciones repetidas que da por resul-
tado la lisis bacteriana sin alteraciones en la estructura -
antigénica, la cual si se ve afectada por el calor o las sus
tancias quimicas. La suspensidn bacteriana fue congelada con
una mezcla de CO2 en cubos gque se agregaron al recipiente que
contenia acetona pura y donde estaba colocado el tubo con di-
cha suspensidn; después de congelada la muestra inmediatamen-
te fue descongelada en un bano de agua de chorro (a temperatu
ra ambiente), procedimiento gue se verificd por cinco veces -
consecutivas. La suspensidn criolizada fue preservada de la
contaminacidn agregdndole timerosal al 1:10000. Para compro-
bar si la bacteria estd muerta después de haber sido sometida
a este tratamiento, se realizd una prueba de viabilidad de 1la
misma, la cual consiste en sembrar una alicuota de la suspen-
sidn criolizada en una placa de agar sangre o agar chocolate
gue se incuba a 37°C a una atmdsfera del 10% de COZ. Si a -
las 24 horas se observa crecimiento é&sto nos indica que la -
suspensidn todavia tiene bacterias vivas y debe repetirse el
procedimiento de cridlisis; en cambio, si no hay crecimiento
significa que la bacteria estd muerta e inmediatamente se -

procede a la inmunizacidn del conejo.

Esquema de Inmunizacidn:

Se utilizd un conejo adulto joven (2-3 meses) de 3 - 3.5

kg de peso gue fue inoculado en una vena marginal de la oreja.

Dia de inocu
lacidn

Volumen ino-

0.5 ml 2 ml 2 ml 3 ml 4 ml
culado




Una semana después de la Gltima inoculacidn, se realizd
un sangrado de prueba para ver qué titulo de anticuerpo aglu
tinantes se ha alcanzado hasta ese momento, pa:a la cual se
obtuvieron 2 ml de sangre completa (sin anticoagulante) a =
partir de una vena periférica de la oreja (usando aguja N°?
21), que se centrifugd para obtener el suero, del cual se -
prepararon diluciones seriadas 1:2 hasta 1:32, luego se rea-
1iz6 una prueba de aglutinacién en lamina (utilizando la ce-
pa homdloga) y se tomd como titulo aquella dilucidn en la que
todavia se observd una reaccidn franca. Si el titulo de anti
cuerpos aglutinantes es muy bajo (menor de 1:8) es necesario
repetir el esquema hasta obtener un titulo aceptable vy habiég
dolo alcanzado, se procede a la obtencidén del mayor volumen -
posible de sangre del animal. La sangre se extrajo por pun-
cién directa al corazdn, utilizando una jeringa de 50 ml, -
usando aguja N? 18 estéril; esta sangre se depositd en 4 tu-
bos pyrex (capacidad 15 ml), tapdn de hule, siliconados, es-
tériles y se guardd en refrigeracidn durante toda una noche
para obtener una mayor cantidad de suero, el cual una vez se
parado fue repartido en 4 tubos estériles conteniendo alicug
tas de aproximadamente 8 ml; 3 de ellos fueron almacenados a
-80°C para su _conservacidn y uno se utilizé para la determi-
nacién de las proteinas totales, albiiminas y globulinas, sien
do este Ultimo dato el mids importante pues en base a él se ~
calcula la cantidad de material fluorescente con que debe ser
conjugado el suero, El Cuadro I contiene los resultados de -
las determinaciones del contenido proteico (total y fraccio -
nes) segilin el método de Biuret, de los 3 antisueros produci -

dos.

Conjugacidon del Antisuero con Isotiocianato de Fluoresceina

a) Preparacidn del concentrado glubulinico.

El fraccionamiento del suero de conejo con sulfato de -
amonio, tradicionalmente es hecho mezclando voliimenes -

iguales de suero y una solucidn saturada de la sal o una
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apropiada dilucidén de la solucidn saturada para producir
una concentracidn final del 40 al 50%. Cuando la concen
tracién final es del 50% se obtiene un mayor rendimiento
de globulinas pero el precipitado contiene una cantidad
apreciable de albGmina. Cuando la concentracidén final -
es del 40% se obtiene un rendimiento mds bajo de globuli
nas altamente purificadas sin la alblmina contaminante.
Estudios recientes han demostrado que la albGmina tiene
una marcada afinidad por el isotiocianato de fluorescei
na; por lo tanto, la fluoresceina conjugada a la llama-
da "fraccidn globulinica" de un suero precipitado con -
sulfato de amonio al 50% podria contener una cantidad -
apreciable de albiimina conjugada. Este material puede

causar una considerable tincidn no especifica (19).

Procedimiento:

ln

En un erlenmeyer de 125 ml se prepara una dilucidn -
1:10 de 5 ml de suero puro, utilizando agua destilada

y obteniendo un volumen final de 50 ml.

Con movimiento rotatorio del frasco y poco a poco (pa
ra que la precipitacidn sea homogénea) agregarle a es
ta dilucidn 34 ml de solucidn saturada de sulfato de -
amonio. Mezclar perfectamente, tapar con papel y dejar

en reposo durante una hora a temperatura ambiente.

Centrifugar la solucidn en 2 tubos cénicos de 50 ml -
de plastico a 5.000 rpm por 20 minutos. Remover el so

brenadante con una pipeta pasteur.

Reconstituido el sedimento con agua destilada al volumen
inicial que se obtuvo del suero diluido (50 ml) y repe
tir los numerales 2 y 3, El sedimento obtenido debe -
ser reconstituido utilizando en esta ultima fase buffer
fosfato salino. Agregar de nuevo 34 ml de sulfato de -
amonio y poco a poco con movimiento rotatorio mezclar

bien, tapar y dejar en reposo durante una hora a tempe
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ratura ambiente.

5. Centrifugar en 2 tubos cdnicos de 50 ml a 5.000 rpm -
durante 20 minutos y luego remover el sobrenadante con

una pipeta Pasteur.

6. Pasar con lavado quimico (con unas gotas de buffer fos
fato salino) el sedimento de un tubo al otrxo tubo y -
reconstituir el sedimento total a la mitad (2.5 ml) -
del volumen inicial del suero puro procesado, utili -

zando siempre el buffer fosfato salino.

Hasta este punto el concentrado globulinico contiene sul
fato de amonio a una concentracidn tal que no hay riesgo
de contaminacidén, pero este concentrado globulinico debe
ser sometido a un proceso de didlisis para eliminar el -
sulfato de amonio que contiene. El concentrado globuli-
nico es trasladado a un saco de didlisis (que fue probado
previamente que no poseia agujeros) el cual es anudado en
ambos extremos y colocado en un erlenmeyer de 500 ml con-
tra un volumen grande de buffer fosfato salino, mantenién
dolo asi durante por lo menos una hora. Cuando se ha cam
biado el buffer fosfato salino por lo menos 3 veces (a in
tervalos de .una hora) se prueba la presencia de sulfato -
de amonio en el l1fquido agregando unas gotitas de reacti-
vo de Nessler a un volumen pequeifio de buffer fosfato sali
no de diflisis; si se observa un color amarillo ladrillo
en el buffer &sto nos indica que todavia hay sulfato de -
amonio en el concentrado globulinico, entonces se conti -
nia con el proceso de didlisis hasta lograr que la reac -

cidn sea negativa (19).

Una vez eliminado el sulfato de amonio, si hay peligro de
contaminacidén y si no se puede llevar a cabo la conjuga -
cib8n el mismo dla, se puede quardar el concentrado globu-
linico dentro del saco de didlisis en un recipiente esté-
ril en refrigeracidn y el dia siguiente verificar la con

jugacidn.



b)

c)

12

Preparacidén del Conjugado

En este caso para calcular la cantidad de isotiocianato
de fluoresceina (FITC), se usd la relacidn de 0.025 mg

FITC/mg de proteina .

Pesar en balanza analitica la cantidad correspondiente

de fluoresceina. Preparar 5 mls de un buffer carbonato
bicarbonato de la siguiente forma: en un tubo de ensayo
poner 2.5 ml de solucidn de carbonato de sodio 0.5 M., -
y agregar 2.5 ml de solucidn de bicarbonato de sodio -
0.5 M, mezclar bien. Esta solucidn nos darid un pH aproxi
mado de 9 - 9.5, que es el mids adecuado para la reaccidn
porque a este rango de pH es mayor la afinidad del iso -

tiocioanato de fluoresceina por las proteinas.
Procedimiento:

l. Poner en un erlenmeyer de 125 ml 0.5 ml del buffer an-

teriormente preparado.

2. Agregar gota a gota los 2.5 ml del concentrado globu-

linico (lo que estaba en el saco de didlisis).

3. Lavar el saco de di&lisis con 0.5 ml de buffer y agre

garlo a la mezcla.

4. Disolver la fluoresceina en 0.5 ml de buffer y agre-

garlo a la mezcla.

5. Finalmente agregar 1 ml de buffer para completar 5 ml

que corresponden al volumen de suero puro trabajado.

6. Mezclar bien, tapar con papel y dejar en reposo en la

oscuridad a temperatura ambiente por dos horas.

Separacidn del material fluorescente no conjugado

Antes de usar la columna de Sephadex G-50 (PHARMACIA -
Uppsala-Sweden), debe ser lavada tres veces con buffer
fosfato salino. El Sephadex es un dextran modificado,

inerte, con esfera hueca y poros calibrados, sin afini-
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dad por ningdn antigeno o anticuerpo y sin carga eléctri-
ca alguna; por estos poros pasan moléculas de fluorescei-
na no conjugada permitiendo asi la separacidén de fluores-

ceina conjugada (19).

Cuando se cumplen las dos horas de reaccidén, pasar la -
mezcla por la columna de Sephadex, de la cual se obten -
drédn tres soluciones diferentes que se colectaran en tres
tubos identificados como 1, 2 y 3, siendo la solucidn 2 -
el antisuero conjugado gque se utilizar3 para la colora -

cidén de muestras de L.C.R. por anticuerpos fluorescentes.

Técnica para Coloracidn por Anticuerpos Fluorescentes:

Se utilizaron frotis de L.C.R. de pacientes con sospecha
de meningitis bacteriana, hechos en lamina porta-objeto marca-
das con circulos. El objeto de estos circulos es delimitar el
drea donde ha sido colocada la muestra (antigeno). Se utiliza
ron también ldminas control, impregnadas con suspensidn ligera
de neisserias preparadas con buffer fosfato salino de los sero

grupos correspondientes.

Si el L.C.R. estd turbio no es necesario centrifugarlo, -
pero si estad transparente debe centrifugarse para una mayor -
concentracidn de las posibles bacterias presentes y por lo -

tanto mayor oportunidad de encontrarlas en la preparacidn.

Tomando en cuenta que aparecen residuos o elementos inde
seables en las muestras, asi como restos de medios del cultivo
que se pudieran haber arrastrado con el crecimiento bacteria -
no con el que se prepararon las suspensiones para los extendi-
dos control, y que estos elementos pueden dar lugar a interfe
rencias en la lectura de las laminas coloreadas, debe llevar-
se a cabo un lavado previo de las laminas a colorear introdu-
ciéndolas en buffer fosfato salino durante cinco minutos. Des
pués de transcurrido este tiempo, se secan al aire a tempera-
tura ambiente y ya estan listas para tratarse con el conjuga-

do inmunofluorescente.



14

Procedimiento:

Dejar secar los frotis a temperatura ambiente y luego fi
jarlos suavemente al calor (mechero). Esto es muy impoi
tante tomarlo en cuenta, porque si la fijacidén se hace -
con calor fuerte pueden destruirse las bacterias y obte-

ner resultados falsos negativos.

Preparar una dilucidn de trabajo del antisuero conjugado
agregandole una solucidn de azul de Evans al 0.005%, de
acuerdo al titulo de anticuerpos correspondientes al con

jugado.

Colocar en camara himeda las laminas (controles y mues -
tra) y cubrir los frotis con el antisuero conjugado co -~
rrespondiente a cada lamina. Dejar en reposo a 37°C por

30 minutos y en la oscuridad.

Lavar las ladminas 3 veces con buffer fosfato salino du-

rante diez minutos cada vez.

Dejar secar al aire libre y en posicidn vertical y mon-
tar entre ldmina y laminilla con solucién de montaje y
observar en el microscopio de fluorescencia, utilizando
para su observacidn aceite de inmersidén de baja fluores-
cencia (Cargille inmersidén oil type LF, indice de refrac

cidén 1.515, American Optical N¢ 6140).

Observaciones:

a)

b)

En el proceso de "coloracidn", cuando se coloca la gota
del antisuero conjugado sobre los frotis a colorear, de-
be tenerse mucho cuidado que ésta no se esparza sobre -
la lamina sino que quede dentro del circulo marcado en -
la misma para que no queden partes secas en el lugar don
de se encuentra el frotis (antigeno), con el objeto de

obtener una buena "coloracidén".

El objeto de colocar las laminas durante el proceso de =

. . . 2
coloracidn en una camara himeda, es evitar la desecacidn
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del antisuero conjugado sobre los frotis, lo cual da por
resultado una mala coloracidn que conduce a interpreta -

ciones errdneas.

c) Cada vez que se prepare el buffer fosfato salino es bien
importante tomarle el pH. Con un pH inadecuado, se co-

rre el riesgo de echar a perder las laminas coloreadas.

Titulacidn del Antisuero Conjugado

Preparar con buffer fosfato salino una suspensidn bacte-
riana que no contenga demasiados microorganismos de la cepa a
ensayar gque puede ser de cualquiera de los serogrupos aisla -
dos. De ésta se hace un frotis en ldmina. Al mismo tiempo,
hacer diluciones del antisuero conjugado correspondiente 1:2,

l:4, 1:8, 1:16 y 1:32 (usando como factor de dilucidn 2).

Dejar secar las laminas al aire libre y fijarlas para -
luego colorearlas por la técnica de anticuerpos fluorescen -
tes descrita. Se establecieron patrones de reaccidn califi-
cados como positivos 4+, 3+, 2+ y 1+ (dudoso) y negativo pa-
ra determinar el titulo de anticuerpos fluorescentes. La ma
yor dilucidn gque todavia da una reaccidn positiva 4+ es el -
titulo del antisuero conjugado. Los resultados obtenidos pa
ra los diferentes antisueros se detallan en el Cuadro II. En
el caso del grupo B no se cumplid la positividad 4+ sino que

fue de 3+ hasta llegar a 2+.

Especificidad del Antisuero Conjugado.

Para comprobar si el antisuero no conjugado y conjugado
es especifico y no presenta reacciones cruzadas con otras bac
terias, se realizaron pruebas de aglutinacién en l&mina y co-
loraciones por anticuerpos fluorescentes con aquellas bacte -
rias que se encuentran frecuentemente en L.C.R. como son: -

Streptococcus pneumoniae, Haemophilus SP-. Staphylococcus -

aureus (coagulasa +) asi como bacterias de su mismo género -

como Neisseria gonorrhoeae.




RESULTADOS

Se estudiaron 100 muestras obtenidas de 88 pacientes, -
de las cuales 43 resultaron positivas por cultivo a diferen-
tes especies bacterianas. Las tres especies bacterianas que
se aislaron con mas frecuencia de las muestras examinadas -

fueron: Streptococcus pneumoniae (19 casos), Neisseria menin

gitidis (10 casos) y Haemophilus sp. (5 casos). Se aislaron

con menor frecuencia: E. coli, Salmonellas, Klebsiellas, En-

terobacter, Pseudomonas y Proteus (Cuadro III).

Los antisueros conjugados gque fueron producidos en nues-
tro laboratorio fueron probados para especificidad tanto inme
diatamente después de su obtencidn y conjugacidn, como a lo -
largo del estudio, cuando se pusieron a reaccionar con culti-

vos puros de Streptococcus pneumoniae, Neisseria gonorrhoeae,

Haemophilus sp y Staphylococcus aureus, asi como con las di-

ferentes bacterias presentes en las muestras estudiadas. No
sSe observaron reacciones cruzadas entre los diferentes sero-

grupos de N.meningitidis aislados durante el estudio ni con -

las otras bacterias que se pusieron a reaccionar con dichos -

antisueros (Cuadro 1IV).

Cuando se hizo el enfogue al campo oscuro (sin ilumina -
cidén ultravioleta) de las preparaciones coloreadas con los -
antisueros conjugados, aungque no pudo obtenerse ninguna otra
caracteristica pudieron observarse las diferentes morfologilas
correspondientes a las diferentes especies bacterianas pre -

sentes en las muestras (Cuadro V).

Usando la observacidn microscdpica del frotis coloreado
por Gram, tincidn por AF y cultivo fue posible la identifica-

cidn de Neisseria meningitidis en 23 muestras. sélamente 10

de las mismas fueron cultivo, Gram y AF positivés. En las 13
muestras restantes que fueron cultivo-negativas la tincidn de
AF did resultados positivos en 11 de ellas y la observacidn -

de labacteria en el extendido coloreado por Gram fue posible
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en 7 de estos 13 casos. La tincidn de AF mostrd una mayor

sensibilidad para la deteccidn de la bacteria (Cuadro VI).

Los extendidos de las 23 muestras en las cuales se ide&

tificd Neisseria meningitidis fueron tratados con los anti -

sueros conjugados para N. meningitidis de los serogrupos B,

C y de un serogrupo no clasificado y se observaron los di -
plococos fulorescentes en 21 de ellas. De estas 21 identifi-~
caciones 17 corresponden al grupo C (80.9%), 2 al grupo B -

(9.5%) y 2 al grupo no clasificado. (9.5%)

El Cuadro VII ilustra el efecto del tratamiento parcial
previo a la puncidén lumbar y a la verificacidén de los anali-
sis del L.C.R. sobre los resultados obtenidos con la tincidn
de Gram, tincidn de AF y cultivos. Este tratamiento tal como
aparece detallado en los expedientes de los pacientes, se li-
mitaba a 2-3 dosis de penicilina sddica administrada segin la
edad y el peso del paciente, en algunos casos acompafiadas de
igual nimero de dosis de cloranfenicol o eritromicina. Tal -
como puede verse en el Cuadro, en todos los casos en que los =
pacientes habian recibido tratamiento el resultado del cultivo
fue negativo y la tincidn de AF fue mads sensible que el direc-

to coloreado por Gram para detectar el meningococco.

En el Cuadro VIII se resumen los resultados obtenidos con
la observacidn del frotis coloreado por Gram, tincidn por AF y
cultivos, en los casos de los pacientes que no recibieron tra-
tamiento previo a los andlisis del L.C.R.; como podemos ver -
en estos casos los tres sistemas de deteccidn-identificacidn -
de la bacteria fueron igualmente buenos, obteniendo resultados
positivos con todos ellos en el total de esas muestras. Es =
bien evidente la diferencia de los hallazgos en las muestras -

entre uno y otro grupo.
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DISCUSTION

El examen fisico, cito-quimico y microbioldgico del
L.C.R. sigue siendo la técnica diagndstica mas difundida -
para la evaluacidn de los casos de meningitis bacteriana.
Los reportes en cuanto a alteraciones fisicas, recuentos
celulares fuera de lo normal, variaciones en los conteni -
dos de glucosa y proteinas, hallazgos en el sedimento o en
el extendido de L.C.R. coloreado por Gram, asi como los da
tos de la historia clinica, son toda, informacidén valiosa
para diferenciar los casos de meningitis aséptica (viral) vy
meningitis bacteriana. Sin embargo, en casos aislados, no
siempre este bloque de informacidn es tan {itil como se espe
ra para la confirmacidn del diagndstico clinico (6). Por -
ejemplo, segin algunos autores, en mas del 40% de los casos
de meningitis bacteriana pueden encontrarse concentraciones
normales de glucosa en L.C.R.; igual ocurre con las concen-
traciones de proteinas aungue en un porcentaje mucho menor
(6). También el resultado del recuento de gldbulos blancos
y la fdérmula diferencial puede ser confuso y ésto se ve con
relativa frecuencia sobre todo én meningitis incipientes. -
Estos resultados inesperados se reportaron en 32 de las 100

muestras estudiadas aqui.

Aungque el examen microscépico de .los extendidos de L.C.R.
o del sedimento es hasta la”fecha una de las pruebas de labo-
ratorio mds usadas para el diagndéstico rapido de meningitis -
bacteriana, el valor de estahprueba no debe ser sobreestimado
(6). Algunos autores reportan un valor del 60-80% (9) de -
exactitud de la prueba y otros Han comprobado que el trata -
miento previo del paciente puede alterar la integridad de 1la
pared celular bacteriana a tal punto, que falsee la reaccidn

al Gram (2).

Esto ocurrid én uno de los casos que estudiamos, en gue

el paciente habia sido sometido a miltiples tratamientos con
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antibidticos por haber sufrido meningitis a repeticidén. En -
una de las ocasiones el reporte del directo coloreado por Gram
fue: "bacilos gramnegativos", habiéndose recuperado en el cul-

tivo del L.C.R. una cepa pura de Streptococcus pneumoniae, un

microorganismo tipicamente grampositivo.

En términos generales, en nuestros resultados la tincidn
de Gram probd ser mAs sensible que el cultivo y la tincidn de
AF mostrd mayor efectividad que ambos sistemas para la demos-
tracidn de la presencia de meningococos y combinada con ellos
contribuyd a aumentar las posibilidades de identificacidn del
microorganismo. Excepcionalmente en dos casos el resultado -
de la inmunofluorescencia fue negativo, habiéndose reportado
"diplococos gramnegativos escasos"” como resultado de la obser-

vacidén del frotis coloreado por Gram (Cuadro VI).

Especificamente, en los casos en que los pacientes habian
recibido tratamiento previo, la tincidén de Gram fue mas efecti
va que los cultivos (Cuadro VII) mds en aquellos casos en gque
los pacientes no habian sido tratados ambos sistemas fueron -
igualmente efectivos para la deteccidn de la bacteria (Cuadro

VIII).

En relacidn a los resultados de los cultivos del L.C.R. -
cuando ha habido antibidticoterapia previa son mds desalenta-
dores, sobre todo en el caso de la recuperacién‘de ﬂ. meningi—
tidis . A lo largo de nuestro estudio pudimos observar que =
el tratamiento previo a la puncidn lumbar en pacientes que su

frieron meningitis a Streptococcus pneumoniae no afectaba su

recuperacidn en los cultivos de las muestras correspondien -

tes; no ocurrid asi en los casos de meningitis por meningoco-
co en los cuales pudimos comprobar que el tratamiento parcial
previo a la puncidn lumbar negativizd los cultivos y en aque-
llos casos en que los pacientes no habian recibido tratamien-

to alguno, fue posible restacar la N. meningitidis de las -

muestras (Cuadros VII y VIII). Estos resultados ponen de ma-

nifiesto la gran sensibilidad del meningococo a los agentes -
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antimicrobianos, por lo gque, igual que otras patdgenas de -
su género son bacterias frigiles para cultivarlas en el la-

boratorio. El Streptococcus pneumoniae aungue es igualmen-

te sensible a la mayoria de antibidticos de eleccidn, inex -
plicablemente fue recuperado en los cultivos de las muestras
de aquellos pacientes que habian sido previamente tratados.
Por lo que concierne a la bondad de la inmunofluorescencia,
Biegeleisen y colaboradores trabajaron con la identificacidn

de Streptococcus pneumoniae, Haemophilus tipo b y N. meningi

tidis directamente en el sedimento del L.C.R. usando la tés
nica directa de anticuerpos fluorescentes (AF). En el caso

de la N. meningitidis ellos reportan positividad de la prue-

ba cuando los métodos rutinarios fallaron y solamente en un
caso la prueba de AF dio resultado negativo habiendo obteni-

do en cultivo una colonia de N. meningitidis del grupo B(2).

Los resultados obtenidos en nuestro estudio son comparables

a los reportados por estos investigadores aln cuando ellos -
enfatizan el hecho de que procesaron las muestras inmediata-
mente después de la puncidn lumbar, lo cual no ocurre con -~
las muestras trabajadas en un laboratorio clinico hospitala-
rio de nuestro pais. En uno de los casos que estudiamos, la
muestra de L.C.R. del paciente llegd a nﬁestras manos aproxi-
madamente cuatro horas después de efectuada la puncidén lum -
bar, en un paciente parcialmente tratado, y aungue observa -
mos una cantidad considerable de diplococos gramnegativos in-
tra y extracelulares en el extendido de L.C.R. fue imposible
recuperarlo en el cultivo, pero la tincidén de AF dio un resul

tado francamente positivo.

En referencia a la especifidad de los antisueros conjuga-

dos para N. meningitidis producidos en nuestro laboratorio

no se presentaron mayores problemas. Por ejemplo, cuando se

llevaron a cabo tinciones de AF en frotis de suspensiones bac
terianas preparadas a partir de cultivo, asi como en extendi-
dos de L.C.R. positivos a otras bacterias diferentes a Neisse

ria, los resultados fueron negativos, con excepcidon de una -
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Pseudomona sp. que probablemente correspondia a la especie ae-
ruginosa la cual posee fluorescencia propia y cuya morfologia
no puede ser confundida con la de la Neisseria (Cuadro V). -
Sin embargo, Biegeleisen y cols. (2) reportan reacciones cru-
zadas entre los diferentes antisueros especificos de grupo pa

ra N. meningitidis con los diferentes serogrupos bacterianos

(A,B y C), lo cual no ocurrid con los reactivos preparados en
nuestro laboratorio. Atribuimos esta diferencia de resulta -
dos al procedimiento de preparacidén del antigeno con el que -
se inmunizaron los animales de experimentacidén de los cuales

se obtuvo el antisuero correspondiente.

El Gnico problema que tuvimos que enfrentar fue que al -
inicio del trabajo al observar las preparaciones se evidencid
una intensa fluorescencia de los leucocitos presentes en la -
muestra que constituia una gran interferencia Optica para la
interpretacién de la coloracidn. En primera instancia se pen-
s, que esta fluorescencia de los leucocitos se debia a que -
habian fagocitado meningococos y que incluso, podia estable-
cerse una correlacidn entre tal fluorescencia y la positividad
de la muestra. Para comprobar esta posibilidad se hicieron co
loraciones de AF de muestras de L.C.R. positivos a meningoco -
cos y a otras bacterias (comprobadas por cultivo) con un re -
cuento alto de leucocitos y de concentrados de leucocitos de
sangre periférica. Los resultados obtenidos fueron los si -~
guientes: ya sea los leucocitos de las muestras de L.C.R. co-
mo los leucocitos de sangre periférica, mostraron una marcada
fluorescencia, por lo tanto esa fluorescencia no se podia -
atribuir a la causa antes mencionada y se comprobd que es una
fluorescencia inespecifica propia de los glébulos blancos. -
En un intento de eliminar esta interferencia se utilizd el -~
azul de Evans a una concentracidn de 0.005% como un colorante
de contraste que did como resultado la eliminacidn total de -
esa fluorescencia. En estos ensayos los leucocitos se obser-
varon entonces tefiidos de color rojo debido al efecto de la -

luz ultravioleta.
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Los resultados obtenidos en nuestra investigacidn indican

que la prueba de AF para N. meningitidis ostenta un grado

muy bueno de sensibilidad. Como puede verse en el Cuadro VII

alin cuando el paciente ha recibido tratamiento previo, la mis

ma es capaz de detectar las bacterias presentes en las mues

tras.



CONCLUSTIONESTS

Bagdndonos en nuestros resultados podemos concluir que,
en los casos de pacientes parcialmente tratados con -
antibibéticos la prueba de anticuerpos fluorescentes es
m&s sensible que los métodos rutinarioe de directo co-

loreado por Gram y de cultive.

El tiempo necesarlo para obtener una respuesta con inmu
nofluorescencia es prédcticamente tan corte como la ob -
servacién de un frotis tefiido con Gram y con la venta =
ja de que aln en los pacientes previamente tratados los
resultados pueden ser positivos por lo gue es una gran
promesa como prueba diagndstica de apoyo a los métodos

convencionales.

BIBLIOTECA -~ '
UMIVERSIDAD D1 TL 2 LY




A PENDTITCE

PREPARACION DE REACTIVOS UTILIZADOS

Buffer fostado salino pH = 7.5 (0.01 M, ClNa 0.85%) (19)

a) Solucidon concentrada (l10X)

Na2HPO (anhidro,grado reactivo) 12.0 gramos
NaH2PO4H20 (grado reactivo) 2.2 "
NaCl (grado reactivo) 8.5 "

Agua destilada hasta un volumen
final de 1000 mls

b) Solucidén de trabajo (pH = 7.5, 0.01 M, NaCl 0.85%)

Solucidn stock concentrada (l10XY 100 mls

Agua destilada hasta un volumen

final de 1000 mls
Buffer carbonato - Bicarbonato (22)
Limites de pH, 9.2 - 10.7

Solucidn Concentrada A.
Se disuelven 5.3 gr. de (Na2CO3) Carbonato de Sodio Anhi-
dro en agua destilada y aforar -en un frasco volumétrico

de 100 mls (Solucidn 0.5 M).

Solucidn Concentrada B.
Se disuelven 4.2 gr de Bicarbonato de Sodio Puro (Na2HCO3)
en agua destilada\y aforar en un frasco volumétrico de -

100 mls (Solucidn 0.5 M).
Buffer glycerol solucién de montaije (19)

Glycerol, grado reactivo : 90 ml

NazHPO4 0.2 M (pH = 9.6 aproximadamente) 10 ml

Sulfato de amonio saturado (22)

500
SO4 (NH4)2 0 grs

Agua destilada 1000 ml
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Reactivo de Nessler (Kock & Mc Makin) (22)

Disuelva 2.25 grames de yecdo en 2 mls de agua contenien-
do 3.0 gramos de yoduro de potasio. Cuando la solucién
es completa agregue 3.0 gramos de mercurio metdlico puro
v sacuda la mezcla bien evitando que se vuelva caliente
introduciendo el frasco en agua de chorro. Continlile ha-
ciende ésto hasta que el liquido pierda todo el color -
amari1llo del yodo. Decante la solucidn acuosa sobrena-
dante e investigue la presencia de yodo agregando unas -
gotas del sobrenadante a 0.5 ml de una solucidn de almi-
dén al 1%. Diluya a 20 ml y mezcle bien. Agregue esta
solucidn a 97.6 ml de NaOH al 10%, mezcle bien y deje -

aclaraxr en reposo.



A GREGADDO

MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

£l método del anticuerpo fluorescente es una técnica -
mas complicada para demostrar reacciones antigeno-anticuerpo.
La técnica consiste en tratar un extendido o corte de tejido
con una solucidn adecuada de una globulina inmune (anticuer-
po} que ha sido marcada (conjugada) con un colorante fluores

cente (1sotioclanato de fluoresceina u otro).

Este preparado se examina contra un fondo oscuro (campo
o2scuro) iluminado con una fuente de luz brillante prdxima al
espectro ultravioleta. Esta luz hace que el complejo antige-
no anticuerpo que se forma se vuelva fluorescente y aparezca
como un objeto amarillo-verdoso brillante, contra el fondo -
oscuro, cuando estd& coloreado con isotiocianato de fluores -

ceina. (3).

Un aspecto importante de esta técnica se refiere a la -
fuente de luz, al microscopio y a diversas combinaciones de

filtros de absorcidn de calor, de excitacidn y de barrera.

La mayoria de los sistemas de iluminacidn empleados ac-
tualmente usan una lampara de mercurio o un tubo de carbono
cuyo poder varia de 100 a 1000 vatios. Hay muchos tipos de
unidades de iluminacidén en el comercio y debe procederse -
con cuidado al selecgcionar cada uno de ellos. Las unidades
m&s caras se caracterizan por un sistema cerrado y pueden -
instalarse de manera mas definitiva que los tipos mas bara-
tos, provistos de una instalacidn de luz aparte, desde la
cual hay que enfocar los rayos de luz al descubierto hacia
el espejo bajo el condensador del microscopio. Este tipo -
regqulere gue se reajuste con bastante frecuencia la trayec-
toria de la luz y produce una cantidad de luz "dispersada"

gue puede desconcertar al técnico. (9).

[BIBLIOTECA CENTRAL

BTN atal -]
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Entre mds fuerte sea la fuente de energia, se producira
mas luz pero ne selamente en la regidn de ondas cortas del -
espectro, sino también en el rango visible y en especial en
el de los rayes infrarrojos productores de calor;por lo tan-
tc, para evitar esto, es necesario colocar un filtro de calor
gque se utiliza con doble propdsito: Proteger a los filtros -
primarios o excitadores y a la muestra o el frotis a observar.
Este filtro debe tener una buena transmisidn de luz ultravio-

leta (9).

Los filtros excitadores estan hechos para absorber toda
la luz visible, 6 mids exactamente, para absorber por comple-
to toda la luz de longitud mayor que la luz excitante; por -
otra parte, esta combinacidn de filtros debe transmitir com-
pletamente toda la luz excitante de longitud de onda corta.
Ademas de estos filtros excitadores usualmente se coloca un
filtro celeste pdlido que se usa para corregir contrastes.
El propdsito de éste es hacer el fondo del campo de visibili

dad en el microscopio fluorescente alln mids negro.

Un filtro de barrera, bloqueador o secundario que absorba
la luz ultravieleta debe usarse para cada caso y sirve para
quitar todo el remanente de luz excitadora, para que solo la

fluorescencia lleque al ojo del observador. (9).

Aunque para la microscopia de fluorescencia de ciertos
preparados puede emplearse un microscopio de campo claro, re
comendamos el uso de un condensador de campo oscuro para el

trabajo habitual, ya sea de tipo cardioide o paraboloide.

La desventaja es que con el condensador de campo claro,
no se obtiene un campo de fondo tan oscuro como el que se ob
tiene con el condensador de campo oscuro. Con los condensa-
dores de campo claro debe usarse una filtracidn mayor de luz
excitadora. Los condensadores de campo oscuro dan imdgenes
con mayoyxr contraste. El gran contraste que da el sistema de

campo oscuro se debe al hecho de gque practicamente nada de -
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luz excitante entra al objetivo, con excepcidén de una peque-

na cantidad de ella que es dispersada por la muestra.

El aceite de inmersidén que se emplee para estos conden-
sadores de campo oscuro debe ser de un tipo de fluorescencia
muy baja y ademds de baja viscosidad, porque los de alta vis
cosidad forman burbujas muy facilmente y &stas arruinan el -

contraste.

En nuestro trabajo la combinacidn utilizada en el micros

copio fue la siguiente:

- Lampara OSRAM HBO 200 W/4
- Filtro de calor KGI

- Filtro excitador BGl2

- Filtro de contraste BG38

- Filtro de barrera O0OGl

A continuacidn presentamos un esquema de la composicidn
del sistema de la microscopia de fluorescencia donde estan -

sefialados sus componentes mis importantes.



Ocular

Filtro de
barrera

Condensador de
campo Oscuro

Espejo

Filtro
L&mpara Condensador excitador

TRAYECTORIA DE LA LUZ EN UN MICROSCOPIO DE
FLUORESCENCIA.
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