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RESUMETN

. CASTANEDA RAMIREZ ALFREDO. Heterogeneidad del derivado protéi-r

co purificado (DPP) empleado en la prueba de tudberculina aue -.

- se realiza en bovinos en 1la Repiblica Mexicana. (Bajo 1la direc

cién de: MVZ Raymundo Iturbe Ramirez y QFB Mario Huesca Contre

N ras).‘ .

/;La:tuberculoéiﬁlbovina-és una enfermedad infectocontagibsa-cau

sada por el Mycobacterium bovis que tambien afecta al hombre.
El metodo més utilizado para el dlagnostico de esta zoonosis -

en bovinos es la prueba de intradermorreaccién de la tuberculi

na (PT) por las ventajas técnicas y econdmicas que of:ece; Sin

. embargo en esta prueba se presentan reacciones inespéqificas -

inherentes al DPP que'para'realizarla se utiliza. En este estu

dio se utilizaron las técnicas de electroforesis en geles de -

poliacrilamida~duodecil sulfato de sodio (EGPA-DSS) y la inmu-

hOéiectrotrahsferencia (IET) para analizar los electroferoti-—

pos y la antigenicidad de los mismos en 8 muestras del DPP bo- -

_vino empleado en México. Los resultados mostraron variaciones

en la concentracién de proteinas en estas muestras. Los elec-w

o trofefOtipoé obtenidos por BGPA-DSS evidenciaron~1a_presencia

de bandas cuyos pesos mqleculafes (PM) aproxiﬁados fueron de -
98, 65, 63 y 55 kilodaltones.(Kd) designadas A, B, Cy D res——

'pectivamente. Las diferenclas observadas se hicleron més evi--

dentes al emplear sueros inmunes ant1 M. bovis BCG y ant1 M,

"tuberculosis H37Rv en la IET, pues se manifestaron 2 bandas o

PM aproximado de 60 y 24 Ka' ‘designadas E y P con el ‘segundo qg

tisuero. Se concluye que las diferencias en los electroferoti-

‘_pos obtenidos en’ este traba;o, as{ como la variacién antigéni.
ea observada en ellos, puede contribuir a la presentacidn de -

. reacciones no espec{ficas en la PT in vivo realizada en bovi--

nos. La heterogeneidad mostrada con los DPP bovinos s0lo se ha
informado anteriormente para el DPP humano.»



- INTRODUCCION.
La tuberculosis es vna enfermedad ihfeétoédntagiosa

crénica causada por distintas variedades del bacilo tuberculo-

so, E1 M. bovis produce 'la’ enfermedad en bovinos ¥ puede afec=

ter al hombre asi{ como a otras especles animales, por lo que -
ea considerada una zéonosis (12,27,26,45)."

Se estima que 1a prevalencia de la tuberculosis bovi
na en México es de un 40%. Debido a esto, se con51dera aue la.
venfermedad esta distribuid# en todo el territorio nacional, és
:tando solo un 2. 2% de la poblacidén bovina (aproximadamente 36
i"mlllones) dentro del programa ‘de control de la Campafia Naclo--
nal Contra 1a Tuberculosis establecido en 1934 (17,43,60). ‘
' ' Las ,erdidao econémicas que ocasxona ¥ el riesgo de
saludrpﬁblica que representa esta enfermedad, enratizan la ne=
cesidad de un d1agnost1co adecuado para el exito de . los progra
mas de control y erradlcacién de 1a misma (7, 12 20, 45).

Los metodoé mis utllizados para el dlagnostico de esgs

.i ta zoonosis se basan en-la evaluacién de 1a respuesta inmune Y -

‘el a1slam1ento,e identificacidn del agente etioldgico, que . aun

) ‘qué.costdso ¥y tardado,_cbnstithye 1z pruébaydefinitiva'de la -
"3 infeccxdn (8,21,27). o Y ‘ 7

B Entre l1as pruebas 1nmunolégicas tenaientes a evaluar

',la respuesta humoral se encuentran- fijacidn de complemento ——

(FC), aglutinacldn (4}, hemoaglutinacion (HA), ‘econtrainmunce——
-,1ectroforesis (ci=), floculaczén con’ bentonita (FB) e inmuno—- .
ufluorescencia (IF). Para .evaluar la respuesta celular estan: -
transformacién blastogenica (TB), inhiblcidn de 1a migracidén -
.de macrofagos (rar) e 1ntradermorreacion o prueba de tuberculi'
na, (pT) (8,21,39,42 ,54 58,63,70). B

La PT es la prueba comunmente'empiéada pare el diag-



.. nédatico de la tubercﬁldsis bovina en nuestro pais por las ven-
~tajas técndcas y econdmicas que ofrece y‘que ne han sido supe-
radés por otras técnicas (26,30). Esta prueba se basa en la in
vduccién y evaluac;on de una reaccldn de hiperseneibllidad me——
" diada por celulas (HMG) que, en animales infectados con el M.

"~ bovig aparece entre '48 ¥ 72 horas después de la aplicacién in-
tradérmica de 0.1 ml de tuberculina (derivado protéico purifi-
cado), que contiehe de 2 a4 mg de proteina’por mililitro (e——
quivalentes a's- 000-10 000 UI de tuberculina) (23,35,37, 40 41,
»151). -En esta reaceldn intervienen principalmente linfocitos T
que al lxberar sus linfocininas inducen una infiltracidn de mo-
-nocitos, 11nfocitos y macréfagos as{ como aumento en la permea
b:lidad vascular, gque . se manifiesta como una inflamaci6n en el
sitio de inoculacién (4,8,27,31,53,64).

’ ‘ La PT se puede realizar en bovinds;mayores de S me——
Thseé y,experiﬁentélmente requiere un tiempo de'a a 10 semanas -
. después de efectuar—la‘infeqci6n, para que 1la HMC sea evidente
"f(4i8;é7).r ‘ ' k
» ‘El empleo . de la tuberculina en bovinos se 1n1016 en
‘1891 (51 59) v desde entonces se han realizado. multiples estu—

"“>dios de este producto dando como resultado moqificaciongs en -

“su proceéo de-elaboracién, su potencia, la regidn anatémice em
‘pleada para aplicarla y la utilizaciGn simulténea de tuberculi
- nas diterentes ‘a la bovina, todo esto con 1a finalidad de dis—

f~m1nuir al minimo ins reacciones 1nespec£f1cas que se observan

s al efectuar la PT 'y que tienen un origen diverso (21,22,37, ,52),

Se han producido y utilizado ampliamente 3 tipos de
tuberculinas- 1a primera fué 1a’ tuberculina vieja de Kbch(fv),
consistente del- £iltrado ‘de un cultivo de M, tghgrgulosigten -

: _caldo-glicernl,»esterilizado ¥y concentrado con calor hasta lza.




décima perte de su volumen original (4,16,21,26,57). Por otro
lado, esta 1la tuberculina en medio sintético concentrada con -
calor (MSCC) que es el filtrado de un .cultivo de Mycobacterium '

Spp en medio sintético. ‘esterilizado y concentrado con: calor a o

11a tercera parte de su ‘volumen inicial (5,21) y finalmente, el
derivado’proteico purificade (DPP) que consiste del filtrado -
" de un cultivo de uxgggagxerium gpp en medio sintético, esteri-

lizado con calor, précipitado coh dcido triclofoacético 0. sul-
Vféto de amonio y posteriormente resuspendido con una solucién
 de fostétos (4,5,7,16,21,27). _

o Como- se observa, el proceso de elaboracion de las di
forentes .tuberculinas se lleva a cabo en condiciones en 188 ==
.cuales muy probablemente gran parte de las proteinas son desna
turalizadas, 1o cual podria contribuir a la presentacién de -
reaccionea no especificas en 1a PT (16,21,26, 27). i
) -~ _Las reacciones inespecificas observadas en bovinos -
- que. sin estar infectados por el . M* h_xia responden a la tuben—
culina (ralsos positivos), pueden gser causadas por el: contacto ‘
- con otras especies de chobacterium (grupo !WOEI.'I"'~ o micobacte--‘.
rias atipicas) ¥ con bacterias de los: géneros ugg_;gig y Cory-
B nepag;g ;gg, con quienes ge ha estableczdo que existe relaci6n
_antigénica (4 8,13,14,25,38,61, 64). Por otro lado, las causas
' de que bovinos infectadoa ‘no reaccionen ala. tuberculina (fa1- “
‘sos.negativos) pueden estar relacionadas con: 1) el individuo
;probado (inrecciones concomitantes, desérdenes metabdlicoa, el
ﬂiuso de drOgas inmunosupreaoras, edad, gestacidn, nivel ‘de pro-—- -
"ducciGn, tensién y estadoﬁnutr;cionalrprincipalmente), 2) 1la -
vtubérculida,empleada,(mél manejo y/o almacenamiento); 3) el mé
todo de aplicacién (dosis inadecuada o inoculacién no intradér
mica):‘4) la lectura e interpretacidén de los resuliados obteni

®,_ Mycobacterium other than tubercle bacillus.



dos y 5) larreg16n énatﬁmica utilizada (1a piel del cuello es
- més, sensible que la del pliegue enocaudal (4,46,47, 57 61,64).
) Debido a que en la actualidad la’ tuberculina més- fre

“cuentemente empleada ‘es el DPP (que no es totalmente proteico

“T* ni purificado), se ‘han’ utilizado diferentes técnicas para el —'

“‘estudioc ‘de su comp081cidn asi como la participacidn de sus com
'ponentes en la reaccidn de HNMG . (16,32). Entre las técnicas em—
pleadas (que han pr0porcionado mayor informacién en la identi—

_flcacién de antigenos micobacterianos) ‘se encuentran las de ul

”t‘tracentrifugacién, de cromatografia y la electro’oresis en ge-

les: de poliacr:.la.mida (EGPA) (2,16,56).

Los nrimeros expnrimentos de e’ectrofo*es!s efectua—

'  “&08 para analizar la. composicién del DPP fueron realizados por

P, Seibert en 1942 (16,61) empleando el filtrado de un. cultivo
’de_n.»tgpgrculosig no- sometido a calor, en el que pudo determi
léar 1a pge9encia de ﬁroteinas y\pdlisacéridbg.vPosteriormente.
Dahiéi'y"Affronti (16),vutiliZéhddyla inmunéelectroforeéis de-
:mostraron que esas: proteinas Yy polisacaridos representaban a -
su- vez varios antigenos. )
Utilizando EGPA, Affronti y col (3) encontraron ai-

: “Vversos componentes antigenicos en el DPP humano (DPPh), s1endo

j?de bajo peso molecular (PM) los. que mostraron mayor actividad )
en.la PP (& 10 Kd). En 1972 Moulton y col. (50) determinaron — -
:1a presencia de fracciones especitieaa e inespeciricas con pre
dominio de - componentea de alto PM (3-20 Kd), por medio de cro-
matograffa. En 1978, Gupta y Landi (29) aislaron a partir del

DPPh,‘pbr medio de crométogférih de 1ntercamﬁio ionico, 2 frac
ciones peptidicas que mostraron mayor potencia y eapecificidad
que e1 DPPh, ‘cuando- fueron probados ‘en cobayos previamente sen

vsibilizados con cepas hom6logas y heterélogas de Mm_m



Sin'embargo. el estudio de la composicién del ‘DPP bovino(DPPb)
.ha recibido poca ‘atencién.

' Nuevas 1nvestigaciones informan. de variaciones entre
las micobacterias. Asf, aungque M, berculosis y M. bovis son
consideradaa serologicamente homogeneaa con el empleo de anti-‘

”cuerpos policlonalee y pueden diferenciarae unicamente POL ==

- pruebae morfolégicas, bioquimicas y de virulencia en animales,

coates ¥y col. (11) observaron diferenciaa antigénicas entre e-
1las v aun entre cepas de 1a misma ~especie por medio de anti--
.. cuerpos monoclonales (AcM),VsituaciGn que tambien se ha eviden
'U‘ciado por’ inmunoelectrotransferencia (IET) de proteinas de se-
u'crecién (33)- , . S

‘ vinalmente, 1os estudios e *raccioném ento ael - DPP
sugxeren que este producto es una mezcla de. constituyentes an~-
'tigénicos de bago My de alto PM, ademés de’ que contienen ———
-gran cantidad de polisacéridoa, por. 10 que es posible aue exis

"tan variaciones en 1& comp051cidn del DPP de un lote a otro —_— ;“

”‘(16 26).a7,.-7*

ZLHIPOTESIS. ‘ R i
R Las varlaclones antlgen;caa entre cepas de ]L hgx;g

'evidenciadas por medio de AcM e IET- y los métodos empleados enF
) 1; elaboracién del DPP, probablemente traen consigo variac;o-—

nes en la constitucién de ‘eate producto contribuyendo con eato .

e la presentacién de. reacciones inespeciticas y a la heteroge-

ne1dad de 1&8 respuestas obtenidas al ut:lizar el DPP- en la rrf
_para el diagnéatico de tuberculosis.‘ L




OBJETIVOS. ' - , -
» 1) beterﬁinar los efectroterotipos de diferentes -—=
1;muestraa del DPPb que es utilizado en México para el diagndsﬁ;
co de la tuberculosis bovina empleando EGPA. »
2) Realizar un andlisis antigénico de los electrofe-
_ rotipos por medio de IET;:ehpleandb sueros inmunes aﬁ%iﬂ!,,ﬁgg
‘berculesis Hy7Rv y anti M. bovis BCG pues protefnas que presen
tan eleétroferotipos iguales o similares pugden resul tar anti-

vgénicamente diferentes, lo que solo puede ser evidenciable con
la IED. . ‘ ' o ‘




.MATERIAL Y METODOS.

DERIVADO PROTEICO PUHIFICADO° Del DPPb que se’ emplea
en nueatéo pais para el d:lagn6st1co.de tuberculosis bovina, se
obtuvieron 8 muéatrés de aiferentes lotes®, los cuales fueron
conservados de acuerdo con las especiﬁ.cacionea del productor
) haata su uso. ) )

PRE‘PARACION DB MUESI‘RAS: Pa.ra ev:ltar la 1nterferon—-'
cia de otros componentes y poder determinar la cantidad de pro-,
teina de las muestrasg ‘obtenidas, se dializaron contra una solu'
cién amortiguadora de foafitos (SAF) 0, Oll, PH 7.2 con 6 cam—-—
bios de 2 litros cada uno en un periodo de ;36 horas- (h) a “a%¢.
lLos componentes conocidoa que se pretende elimina.r sons fenol, :
glicerol 'y '.l.'ween BO“ loa 2 primeros utilizados como preserva
tivos y el dltimo’ ‘para evitar 1la adsorc:.on de- profeinas a las
paredes de los recipientes en que se. almacena (4,5,7).

DETERMINACION DE PROTEINAS: Una vez efectuada la dié
lisis, se procedié a determinar la cantidad de proteinaa‘v en ca .
da muestra, utilizando el método de Lowry y col. (9,68).

. ELECTROFORESIS “EN GBLES DE POLIACRILAMIDA—DUODEOIL -

" SU‘LPATO DE SODIO (BGPA.-DSS)- Se- llev6 a cabo. con base en la ——
técnica descrita por Laemmli (36), preparando por dupl:l.cado g_

L les de 14 cm de 1argo, 12 cm . de ancho y 0.15 em de grosor. ’ '

De cada una de las muestras ya dia.lizadaa, se. toma——

U ron 60 microgramos (/Lg) de proteina que fueron sometidos._ a. d:l

. gestién’ protéica durante. 5 minutos () a 100°¢, para lo cual,

" me afle.di.é a cada muestra ‘una aoluc16n—coetel de I‘ria HC1 0.05M.
pH. 6 8 ‘(conteniendo 1% de. 2-mercaptoetanol 1’ de DSS 0.74% -
de: cido etilendinitrilitetracético, 10%€ de glicerol ¥y azul de

- bromofenol) a partes :lgualea. Poateriormente, se coloc6 una --_j

mueatra por carr:ll (150/..1 como volumen méx:l.mo de 1a mezela - ’

'# Productora Nacional ge Biolégices Veterinarios. )
‘OPouoxletuenesorutm mnolcato : :




broﬁéina—coctel) ¥y se realizé la electroforesia"' con una solu-
cién amortiguadora (TIris base 0.3%, glicina 2% y DSS 1*) con -
pH 8.6 en geles con 10% de acrilamida, bajo condiciones de am-
pera;e constante y volta;]e variable ut:llizando 15 m:i.lia.mperes
(mA) para’ el gel superior. e :lncrementaindolo a 30 mA al entrar‘
las muestras al gel inferior. La solucidn amortiguadora se man
tuvo en agitacidn constante 'y se utiliz§ un sistema de refrige
racidn para mantener la temperatura a 4°c. ‘

Al final:l.zar la EGPA-DSS, los geles se tifieron con -
una solucidén de azul ‘de Coomasie al 0.125%, _metanol al 50% y -
Scido acético al 10% durante 12 h. Una vez efectuada la tin-—-
‘cién, 's_é procedi-a destedir loz geles'a 2590 con ana solucidn
" lavadora (metanol 50% y dcido acético 10%) durante 4 h en cons.
 tante agitacidn y después con una segunde solucidén lavadora —-
_ (métariol 5% y dcido ‘acético 7%) hasta hacer evidentes los pa-—
" trones obtenidos. ' o

INMIHIOELECTROTRANSPERENCIA (IET)' Los duplieados de :
losg’ geles ‘obtenidos ¥y no teﬂidos, ge transf:l.rieron a papel de
nitrocelulosa (PN)P en una cémara de transferencia utilizando
‘ una solucién amortiguadora (Tris base O, 3’, glicina 1.5% y me-:

tanol ZM) una corriente de 2 amperes durante 1 h., La 80lum— . -

l. cién; amortiguadora se mantuvo en agitacion constante, utili za.n' )
“do ‘un’ sistema refrigerante para mantener 13 temperatura a 4°
--(24 66). ‘ o : :

) : Posteriomente, con el fin de blogquear la’ adsorc:.én
ineepeeifica, se nrocedid a incubar el PN con una soluc16n ae

: a.lbum:i.na al O. 31‘ en SAP-Tween 20" (o. 1$) durante 12 h a 4°c. -
En foma sinulténea R4 para comprobar que 1la transferencia de -

‘las rracciones separadas por EGPA-DSS se ha ‘efectuado, se pro-

a. Bio Rad Proteu, ‘dual vertical slab. Gel electrophoresis cell.
" Bio Rad Lab. 32 ND & criffin Av. Richmond, Cal. 94804 USA.
be SNC. Pure nitrocellulose BA-85, 0.45.m pore sl:e_ Schleicher &
Schwell Inc. Keene N.H, 03432 west Germany.
C. TE series transpost electrophoresis unit. Hoefer Sea -
- mants, 654 Mionesota St., Sn, Pco. 94107 USA, - en“f”c Instru
d. Polioxtetilenesorbitan monolaurato.
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cedié a tefiir el gel por la técnica arriba descfita.

' . Una ves transcurrida la incubacién con 1la solucién -
de aiﬁdminé, se lavd el PN utilizando la solucién SAP-Tween 20
(0 l%) con 3 cambios durante 30°, para después enfrentarlo a -

un suero’ hiperinmune anti M. bovis BCG 6 M, tuberculosig H37Rv e

durante 3 h a 26°C en . agitacién constante. Posteriormente, se

'lavdJel PN en la forma antes descrita y se enfrent§ a un com—-
plejO'Proteina A-Biotina® durante 1 h a 26°C (la Protefna A ac
. tué como segundo anticuerpo) Efectuado .esto, se 1av6 nuevamen
te el PN en la forma ya mencionada.

. oy Realizado lo anterior, el PN se enfrents a un comple
_ Jo. Estreptavidina—Biotina-Peroxidaaa durante 30°a 26°c y dea—
© puéa me lavs 2 veces con SAP-Tween 20 (0.1%) 10°cada una’ ¥y en

"seguida con SAF por 10°’para eliminar el Tween 20._Pinnlmente,

- para revélar las fracciones tiansteriéas al PN, se emple6 éomo
1auatrato una solucién con 30 mg de 4-cloro-l—na£tol en 10 ml -
~ de metanol Y 50 ml de SAF con 0.1% de per6x1do de hidrﬁgeno al
"?30% hasta hacer evidentes 1aa proteinas a las que se fijaron -

'*filos anticuerpos del suero hiperlnmune. La reaccién se detuvo -

7;°°n agua dbrriente al ocurrir 1lo anterior.‘

., Biotinylated Proteln A and Blotin-Streptavidin system. Amersham
International plc, . white Lion Road, Amersham Buckinghamshire,
England, HP7 9LL. . °
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~ RESULTADOS.

Los resultadoa que se muestran aoh el producto‘de 4
experimentos realizadoe por duplicado. )
. En la tabla no. 1 se pueden observar las concentra—-—
, ciones de proteina a.proximadas (r=0.96) en los DPPb analizados
‘las’ cualea se expresan en miligramos por m:ll:llitro (mg/ml). n
contenido minimo encontrado fué de 0.82 mg/ml en la muestra —-

no. 1 ¥y el méximo de 2. 67 mg/ml en la no.’ 8..
T La fotografia y diagrama no.l mueatran los electrofe

.rot:lpos obtenidos de los DPPb por med:lo de EGPA—DSS. Es pogi-~

) ble observar en ellos la presencia de 4 bandas cuyos PM aprox:l
'madoa (1-0 96) fueron de 98, 65, 63 y 53 Kd 'S que se designa.—-
ron A, B, C ¥y D *espectivzmenta.

) . El resultado del analisis a.nt:lgénico de los electro-
ferotipos. realizado por medio de IET empleando el suero inmu-, ;

ne ant:l. L. _b_ogis BCG avirulenta, se muestra en la rotagrafia ¥y .

diagrama no. 2. Bn eston. 8e puede apreciar con mayor claridad

"ylas bandas encontradas -en BGPA,-DSS esf{ como algunas d:l.foren._-— R

clas pues unicamente las muestras 2, 5, 6 y 8 Presentaron un -
»patrdn de bandas sim:llar al obtenido en EGPA-DSS. Bn las mues-
" tras 1, 3 ¥y 4 1as bandas B y‘c' des’aﬁareciez;éh ¥y solo se puede*
.4_“.‘_‘ ver la banda D en ellas. En la muestra no. 7 desé.parec;i.éii'a'--

i ,banda A y se preaentaron la B. (] y D (tabla no. 2)._

De la misma forma, al - utilizar e1 suero ' inmune anti

M. Ehs._!;!?_?_& H37Rv virulenta en la IE'!, se obtuvieron 1los = . .

resultadoa -que aparecen en la. fotografia. y diagrama no. 3. En

8 este caso el patr6n dae bandas es més 1ntenso, siendo d:l.ferente
ken todas 1as mnestras a su. respectivo electrorerotipo. Aquf —=
fdesaparec:l.d la banda A de las muestras 5,. 6, 7 b 4 8 y 1a banda
" C.en todas. Las bandas By D se hicieron evidentes en las mues
tras no. 1, 2, 4, 5, 7y 8. En 1as nuestras -2, 3, 4 y 7 se ma-
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.nifestaron 2 nuevas bandas, deﬁominadas B y P con PM aproxima-
do (r=0,96) de 60 y 24 Kd respectivamente. La banda E también
se hizo evidente en 1la muestra no. 'l y la no. 6 solo presenté
ia banda B (tabla no. 2). En el dltimo carril (no. 9 no seﬁéla
‘do) se obserwva el patr&n caracteristico de un extracto de pro-
Tteinas de aecrecién provenientes de un cultivo no sometido a -
calor de M. tuberculosis Hy7Rv (virulenta).

En el experimento testigo realizado para descartar -
el pegaje inespeci{fico empleando un suero normal de cone jo, no

se hizo evidente marca alguna (datos no mostrados).
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DISCUSION.

"Se sabe que en el proceso de elaboracidn del DPPb se
producen pérdidas de protefna por la aplicacidn de calor(100°¢C
‘para la inactivacidn del M. bovis), la autolisis de cultivos -
viejos y el empleo de &cido tricloroacetlco o sulfato de amo--
nio pera la- p;ecipitacidn'de lgs_tuberculoproteinas,;situgcic—
- nes qﬁé pﬁgden originar variaciones en su comﬁosici&n de forma
similar a 10 que ocurre con el DPPh:(16,18,26).

) Diferencias en la concentracidn de proteina,como las
encontradas en este trabajo, asi'comd la heterbgeneidad de los
electrbferotipos dbtenidos en la EGPA-DSS sugieren: a)dlferenp
té proceso de elaboracién. b)variaciones en el mismo proceso,

c)alteraciones en los productos empleados para su conservacidn

";y almecenamiento y d)diferencias en las cepas de M. p_x;g uti—v

lizadas, Varios autores han sefialado que el contenido de prote
inas en el DPP puede ser diferente de un lote a otro, por lo -
que solo puede ser evaluado y homogeneizado en su actividad'--
fblolég;ca misma que - esta relac:onada con su actividad inmunogé
nica €1, 21,22, 23)

‘ Lepper ¥ col.(40) demostraron en 1979 (en Australia)
que la reaccién al DPPb de animales infectados naturalmente —_—
con_u, ho ’ varia en. intensidad de una regién a otra, vpor 1o
C.que se requiere de diferentes concentraciones de proteina para
vinducir ‘una respuesta que pueda ser evaluada Yy reproducible. -
Por otro lado, Francis Y. col. (22) mencionan que el contenido -
_de tuberculoproteinas en el DPPb es un factor determinante en

" la sensibilidad v eapacificidad de la PT.

La heterogeneidad de 1os eleetroferotipos obtenidos

i:ynO'puede,ger atribuida a la téqqica de EGPA—DSS pues. se obser-
‘va que los marcadofeé de PM no mudsfran altérébi6n'a1guﬂa{ se



14

encuentran en posicién correcta y la cantidad de protefna fué
la misma en todas las muestras (60 4 g cada una). Désafortunadg
mente, no se encontraron informes de otros trabajos con 108 ——
.que puedan compararae 1oa electroferotipoa obtenidoa (ver foto :
»‘grafia Yy diagrama no. 1). ‘Los datos exiatentes a 1a fecha solo .
se refieren a sstudios realizados con el DPPh que se obtiene 2
partir ‘de M. tuberculosis (2 3).
En 105 electroferotipos mostrados se aprecian compo-
'nentes de alto PM (>i20 Kd), asi como fracciones que probable—
mente reaultan de 1a hidrélisis que ocurre durante la elabora-r
;c16n del producto y se hacen evidentes en forma discreta al -
‘ser teliidas con un colorante’ para proteln&s, como el azul de -
- Coomasie, a lo largo del recorrido de las muestras por el gel
(fotografia y diagrama no. 1). Esta situacién no me jord con ‘el
uso de una tinci6n més sensible como la de plata (datos no mog
 trados) ’ ‘
Cabe seﬁalar que Affronti ¥ col.(3) fraccionaron al
DPPh por EGPA observando la presencia de varios- componentes, -
:encontrando 1a mayor actividad tuberculinica en 1as eluciones
de las porciones con 15% de acrilamida que estimaron correspon?
der a fracclones de baao PH (<:10 Kd). Augier Yy Augier—Gibory.y 
/tambien por EGPA, obaervaron variaciones en los componentes —
'del mismo DPPh de una preparacidn a otra (6). R g
El estudio antigénico de los electroferotipos, reali

" .zado.con el suero inmune anti M. bovis BCG, evidencié méa cla-

:ramente las bandas A, B, C y D, 10 que resulta 1dégico pues la
IBT ea. una. técnica més sensible (<:l rg de proteina). Sin em—-
bargo, ‘se observé que 1a presencia de esas bandas en algunas -
muestras no corwespondi6 a lo encontrado en EGPA-DSS por la au
; sencia de hasta 3 de ellas (tabla no. 2). Esto pudo deberse a
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'“’una cant;dad insuficiente de protein= en la muestra incapaz de
reaccionar con el antisuero 6 a diferencias én'el.proceso de e
‘ laborPci6n, envasado, almacenqmiento o cepa de M, bovis utili-
‘fzada. pues ‘no- se descarta Ia posibilidad de alteracioheé”en-;x
bacterias mantenidas permanentemente ba;o condiclones de labo-
‘ratorio (15). '

" En el estudio antigénico realizado con el suero inmu

ne anti M. tuberculosis H37Rv, Se observé la desaparicidén de -

‘;'flas bandas Ay crprobablemente porque no son recomocidas por —

el suero © porque no estan en cantidad suficiente para reaccig

"‘nar con el. También se observa la aparicién de las bandas E y

P que indican la presencia de otras moleculas antigen:cas aue

'probablemente alln en pequeiias cantldades reaccionan con el eem-
‘antisuero. El reconocimiento de las bandas B ¥y D sugieren la —
G.-presancia,ﬁé antigenos comunes en ambas bacteriﬁs que se pue-—

'den*e#idenciér'por esta'téchica. Cébé’seﬂalar'que los éstudios

:x;reallzados por 1nmunoe1ectroforesis en e1 ‘DPPh han ofrecido in

1 'formaci6n limitada como lo indican Ma y Daniel asi como Turco-

b'tte ¥ Boulanger (44,67).

' ) Aidn .as{i, varios investigadores han logrado encontrar'
1»componentes de baao PM en el DPPh con. evidente actividad en- la
PT (2,3,16 29) Otroa por el contrario, describen a los de. al—
f 1to PM. como los principales induetores de la reaccidn tuberculi
"ff nica (3 16.44). : ' ; ' '
& . Si se con. ideran las caracteristicas que debe poseer

w(un componente parsa ser 1nmunogenico, es probable Jue 1a reac——

“cién de HMC que se manifiesta en bovinos infectados con el =sw
'M.,hgxig, sea producida por tuberculoproteinas de alto PM como‘
1os;observados en este trabajo y cue los de dbajo PM sean res——

ponsables de les reaccliones ineSpecificas como lo sugieren los=
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éstudios realizados por Ma y Daniel & Affronti y col. en €l ==
DPPh (3,44). Asi mismo, probables variaciones en 1= antigenici
éad de los componentes del DPPb como las mostradas aquf, pue=-
“den orig;nar alteracxones en 1a respuesta ala tuberculina, ya
'que los electroferotipos obtenidos aungue similares resultaron g
antlgenicamentevdiferentes. ) )
. Bs interesante sefialar que la banda B de este traba-
Jo, poSiblemeﬁte se‘encuentra relaeiopada con un componente de
~ PM similar (63 Kd) descrito por Huesca y'col.(34),_uora1es ¥y -
“col. 49) y Mondragéh v coly(48)'encontrado en proéeinas de se-
creczén de M, guberculosis y en paciehtes con tubéréu]dsis cau
-sada por 1a miama micobacteria. Eate conpo rente soporid mis de
JlOO°Q/1 h y resist16 los procesos degradatlvos de una linea de
macrofagos de origen murino. Asi mismo, Emmrich y c0l.(19) in-
formaron del aislamiento y clonacién de una protefna de 64 Kd
a partir de extractos de M, bovis BCG, hecho que. puede llegar
a constituirse en una importante herramienta en la produccién
ide reactivos especificos para el diagnéstlco de tuberculosls y
en 1a - elaboracién de nuevas vacunas contra esta zoonosis.
) , Cahe mencionar tambien que exlste intormacién de 0=
f‘tros metodoa en Ia produccidn del DPPh que han dado buenos re-
'aultados y que’ pueaen ser empleados en 1a produccion del DPPbL.
JAsi Choi y- col (10) informen .de 1a produccién de. DPP a partir;'

: de cultlvos de‘m, hgxig ‘inactivados con fenol con resultados —’ 

satisfactorios. Stanford ¥y col.(62) elaboraron una’ tuberculina
empleando ultraqonicados de M. g;gg ang que’ aunaue contiene an

'_tigenos compartidos por el género Mycobacterium, son més ricos

‘que-los DPP- tradicionales en antigenos especificoa. pues se e~
vita'la desnaturalizacidn. de" proteinas durante ‘su. elaboracién.

Por otro lado, el aislamiento de antigenos especiticqs como. el
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6btenidp por Yano y col. a partir de ﬂ; ngyggvbcc por técnicas-
cromatOgréfieas también podrian contribuir al mejorémientovde
. la pruéba (69). Esto es esencial, pues. Rook y Stanford demos--
1rtraron en ratones consanguxneos (BALB/c) inoculados con varias-
}'especies de micobacterias, que la HMC es causada al menos’ por '
,12,reacciones 1nmun016g1cas distintaes llamadas por ellos reacea’
" eidén tipo Lisferia y reaceién tipo Koch, concluyendo que algﬁ-
. 'nas especies del. grupo MOTT tienden a producir la primefa ¥y va
“'ciles tuberculosos (M,tgpgggg;gg;g.,ﬂ,hgxig) la segunda (59).
Hay que seiialar, 31n embargo, que los compuestos del bacllo tu
~.berculoso para la PT en humanos producidos con tecnologias de
_recomblnacién genetica, ‘no brindarcn los regultados esperados
_al. ser evaluados ‘en personas. DPP positivas como lo informan To
ida ¥y col. (65).

Como se observa, existen en la actualidad metodolo-—

gias utlllzables en la produccién de DPP, que disminuyen las -,'7

;'pos;bzlldades de desnaturalizac1on protelca. Consideramos,que ‘
el meaoramlento en la elaboracidn y evaluacidn. del DPPD éh‘—;-f
k Vnuestro pais seré un factor determinante en el. éxito de progra
>'Vmas de. control y erradicacion de tuberculosis’ bovina,pues el —.
. DPPb ha dado buenos resultados cuando Sse ha utilizado adecu?da
" ‘mente y los esfueraos encamznados a sua substituci&n por otras
Ypruebaa no han brindado los resultados deseados como 10 1nfor—

man varios. autores (55,63, 67)
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CONCLUSION.

Se concluye gque la heterogeneidad de los electrofero.
tipos y las diferencias antigéﬁicas observadas en los DPPb ana
1izados por EGPA—DSS e IET eh este estudio pueden contribuir a.
le presentacion de reacciones 1nespecificas en la PT Ag viyo -
‘que Se realiza en. bovinos en la Republica Mexicana.'

: Pensamgs que seria interesante realizar, con los pro
dﬁctos agqui estudiédos, pruebgs in yive para relacionar ioé re

sultados observados con pruebas de intradermorreaccidn.

L2 S
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TABLA No. 1
MUESTRAS ~ |conrENIDO DE
. |PROTEINA (mg/m1)
LOTE No. IDERFIFICACION ,
A 18-08-85 1 0.82
A 45-10-84 2 1.81
A 45-10-84 3 1.56
A 18-07-84 4 2.00
A 45-10-84 5 1.38
A 39-10-81 6 1.76
A 45-10-84 7 1.50
A 30-09-81 8 2.67

TABLA No. 2

BANDAS OBSBRVADAS EN CADA EXPERIMENTO

MUESTRAS| TINCION. CON AZUL]IET CON ANTISUERO| IET CON ANTISUERO
DE COOMASIE ANTI-}M. bovia ANTI-N, tuberculogis

1 B,C ¥y D D B,Dy B8 o
2 B,C.y D B,C ¥y D B,D,P y B
3 B,CyD D Py B
4 ‘B,C ¥y D D B,D,F y B
5 - A,B,C ¥y D A,B,C.¥y D B,D,P y B

-6 “AyB,C ¥y D A,B,C ¥y D B ‘
7 A,B,C ¥y D B,CyD B,D,F ¥ R
8 A,B,C ¥y D A,B,C ¥y D ByD :
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Fotografia ¥ diagrama No. 1 Electroferotipos de 1as
muestras estudiadas obtenidos por EGPA—DSS.
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Fotografia y diagrama No., 2 IET realizada con el
suero inmune anti-M. bovis BCG. i .



'Fotograffa y diagrama No. 3 IET realizada con el
suero inmune anti-M. tuberculosis H37Rv.
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