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Introducción 

El objetivo de esta tésls es realizar una tipificación seroló­

gica de cepas de Mycobacterium tuberculosis , aisladas reciontemente 

de pacientes tuberculosos en nuestro Pafs. La tiplflcaclón se hará por 

medio de pruebas homólogas y cruzadas, entrn las fracciones antigé­

nicas extraídas de cada una de las muestras y sus respectivos antisu,!;l. 

ros en doble inmunodifus!ón. La ó las fracciones antlgénlcas presen­

tes en la mayor parte de las cepas serán empleadas posteriormente en 

el montaje de un método de diagnóstico de la tuberculosis, que sea -. 

sensible, rápido y especf!lco. Los actuales métodos no cumplen con -

estas especlflcactones, además de que algunos son costosos y en otros 

se corre el riesgo de la diseminación del bacilo ( 17, 31 ) , por lo que 

son poco apllcables a grandes poblaciones humanas para Unes epide -

mlológlcos y da diagnóstico. 

La necesidad de opt1m1zar los métodos de dlagnóstlco de la -

tuberculosis emerge de la importancia que esta enfermedad tiene en. la .. 

salud públloa nacional, como se"demuestra. en los datos ep1demfo16ql'.'" 

coa que siguen. 
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Panorama Eplderrí1ológico e.le la 'l'Uberculosls. 

De 1960 a 1975, la tuborculosls ocupó del 7o. al 150. lugar 

en la lista de morbilldad* entre las enfermedades transmisibles ( Cu!! 

dro I) ( 4, 19, 20) y del lo. al 4o. lugar en la lista de mortalidad** 

por enfermedades transmisibles (Cuadro U ) ( 4, 19. 20 ) . 

En la gráflca 1 aparecen sei'\alados los datos anuales de ca-

sos de tuberculosis pulmonar registrados desde 1961 hasta 1975, en 

ella se pueden apreciar ascensos notables en 1963 y 197 l, con 17, 501 

y 18,499 casos registrados res¡:;ect!vamente ( 4, 19, 20). El promedio 
~ 

de casos en ese lapso de 15 ai'\os es de 11. 743 casos anuales. ·La ten 

dencla general de la curva es oscilante por lo que no se puede evaluar 

el descenso de casos en loa aílos subsecuentes a 1975. En la misma -

gráflca 1, aparecen los datos anuales de defunciones por tuberculosis-

pulmonar, comprendidos de 1.961hasta19'/4, e.n la que se aprecia un -

ligero incremento de defunciones por esta enfennedad ( 4, 19, 20 ). El 

promedio resultante· en ese lapso .da 14 aflos es de 7, 381 defunciones 

anualmente. 

* Morb1lldad: Número de enfer¡nos entre 100, 000 habltanfo.9 

** Mortalldad: Número de deíunclo.nes entre 100, 000 hábhantcs 
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Cuadro III 

Dat.Os de Casos, Morbllldad, Defunciones y Mortalidad por tuberculosis 

pulmonar en los Estados Unidos Mexicanos de 1960 a 1975. 

Afio Casos Morbilldad Defunclonos Mortalidad 

1960 34.B 
1961 13,500 37.3 6,739 18.6 
1962 15, 733 42.0 6,754 18. 1 
1963 17,501 45. 3 6,885 17.8 
1964 15,834 39.6 6,814 17.0 
1965 15,496 37.5 7,036 17. o . 
1966 12, 131 28.4 7,057 16.5 
1967 14,305 32.2 6,920 15.6 
1968 13,800 30. l 7,845 17.l 
1969 15,033 31. 7 7,955 16.8 
1970 15,663 31.9 8,434 17.2 
1971 10,499 36.4 7,829 15.4 
1972 ·17,766 33.7 7, 77.4 14.8 
1973 13,577 24.9 7,806 14.3 
1974 ll, 345 20.1 7,486 12.9 
1975 10,964 18.2 

Total 221, 147 524.1 103.334 229. l 

-X 14,743 32.8 7,381 16.4 

'.· : 

batos tomados de la Salud Pública de México ( Marcial, 1972¡ BuÍnes,1917) 
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En la gráfica 2, aparecen los datos de morbUldad anual de 

la tuberculosis pulmonar, registrados de 1960 a 1975.( 4, 19, 20 ). 

El promedio obtenido en ésos 16 ai'tos es de 32.8 casos en 100,000 

habitantes anualmente, y en ellos se puede obseivar una tendencia 

hacia la disminución de la morbilidad, según lo llustra la pendiente 

de la curva ( -1 • 2 ) • E1\ la gráfica 2 aparecen además los datos de­

mortalldad anual por tuberculosis pulmonar, registrados de 1961 a -

1974, ( 4, 19, 20 ) • El promedio obtenidos en ésos 14 ai'tos es de -

16.4 defunciones en 100,000 habitantes anualmente, y la tendencia 

de la curva es hacia la disminución de la mortalidad con una pendle!l 

te de -0.33. 

El Cuadro IV muestra las clfras de casos, morblJldad, defu11 

clones y mortalidad por tuberculosln pulmonar ,en cada entidad fede -

raUva, para los o nos 1971, 1973 y 1975 ( 4, 19, 20), en la que se -

puede observar que los estados má::i afectados para esos al'los son: -

Veracruz, Chiapas, Chihuahua, Nuevo León, San Luis Potes[, Coahl.Ji 

la y Baj.:i California Sur. En este mismo cuadro, se puede observar que 

en algunos estados el número de defunciones por tuberculosis excede 

al número de casos de la misma, lo que Indica la 1nadecu1.1üa capta :-­

ción de casos y-muertas ocurridos en cada localldad, y por lo tan.to -

la escasa confiabilidad de las cifras expresadas. 
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Aguascalientcs 
Baja California 
B. Cal. Terr. 
Campeche 

Coa huila 
Colima 
Chiapas 
Chihuahua 

Distrito Federal 
Durango 
Guanajuato 
Guerrero 

Hidalgo 
Jalisco 
MP.xlco 
Michdncán 

More los 
Nayarit 
Nuevo Le6n 
Oaxaca 

Puebla 
QucrMaro 
Quintana Roo 
San Luis Potosr 

Sinaloa 
Sonoro 
Tabasco 
Tamau11pas 

TlaX:cala 
Veracruz 
Yucatán 

Casos 
75 

852 
··-2:)5 

119 

797 
125 

l, 191 
1, 088 

1, 102 
227 
245 
773 

364 
674 
-123 
992 

166 
180 

2' 313 
460 

340 
353 

4 
515 

745 
599 
653 
731 

55 
2;077 

14 
2 

Morbi­
lidad 
21 l 
90.7 

171.11 
44.6 

69.3 
49.0 
73 1 
64.8 

15.2 
23.4 
10.4 
46.3 

29.7 
19.6 
9.9 

41.4 

25.2 
31,S 

127.7 
20.5 

13 .1 
69.4 
4.2 

39. o 

55.4 
51. 9 
79. 7 
47.6 

15.C 
51. (\ 

LB 
0.2 

36.4 

Cuadro I\I 

1971 1973 
Defun­
ciones 

42 
209 

35 
43 

3 JO 
67 

380 
356 

775 
120 
144 
194 

279 
289 
272 
285 

68 
109 
325 
275 

295 
100. 
11 

404 

241 
279 
127 
400 

56 
l, 119 

127 
93 

7,829 

f\.'lorta-
lidad 
1J.8 
22.3 
25.6 
16. l 

27.0 
26.3 
23. 3 
21.2 

10.7 
12.4 

6. 1 
11. 6 

22.7 
8.4 
6.4 

11. 9 

10.3 
19. 1 
17 9 
12.2 

11.4 
19,7 
11.5 
30.6 

.17. 9 
24. 2 
15.5 
26. 1 

12,9 
2'1.9 
lG,2 
·. 9. () 

lS,4 

Casos 
41 

498 
103 

36 

712 
103 

1,065 
l,352 

750 
176 
250 
952 

216 
517 
333 
516 

87 
174 

1,414 
267 

330 
56 
29 

419 

583 
24G 
131 
639 

45 
,) ,505 

.25·. 
7 

Morbi­
lidad 
10.8 
47.7 
68.6 
12,4 

59.4 
37.3 
61. o 
76, l 

9.7 
17. 4 
io.o 
53;6 

17. o 
14. l 

6.8 
20.5 

12.0 
28.4 
71,l 
11.3 

12.l 
10,3 
26.9 
30.4 

39.8' 
· .. l,9.9 
14.6 
313:7 

Defun­
ciones 

23 ·~ 19.4. < .. r 
26 i ·.ji, 
36 
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Morta- Morbi- Defun- Morta-
lidad Casos lid ad e iones lldad 

6.1 6 l. 4 30 7.4 
18. 6 217 18.2 195 17. 2 
17.3 69 40,3 25 15,3 
12.4 56 17.4 38 12.3 

24.5 1 ;·oo7 77.3 283 22.2 
26.4 37 12.1 58 19.6 
23,B 832 44.3 381 20.9 
18,9 1,098 56.4 338 17. 9 

7.7 470 s.s 542 6.5 
10,6 91 8.3 115 10.7 
7,0 249 9. l 15 9 6.0 

10.3 45,3 23.2 170 9.0 

24+4 170 12. :¡ 279 20.7 
7,3 254 6.3 286 7.3 
7.6 295 5. 1 435 a.o 

l'O. o 383 14.0 251 9.4 

12.4 56 6.8 8fl lL2 
16.8 122 18.0 105 16.0 
18.2 593 26.5 334 15. 6 
11. 7 380 16.B 356 15.8 

13.9 3ití 11. o 365 12.6 
. 22.9 83 13.. 9 100 17. 2 

2.8 14 11. 4 11 9,5 
29.4 520 34,9 341 'l3. 4 

14.0 250 15.2 214 13,6 
. 22.0 204 14.9 l~l9 15;0 
. 14,4 232 23.0 106 n.o 
25. 6· 459 25. l. 349 19.13 

. ,] • 3. 17 3,5 Z5 ,._. t; 
::i.~ 

1,929 40>6 l, 134 24. 7 
91 10.3 119 13.9 

1 º·· 1 55 .s. 2 

18;2. 7,486 
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Tlplflcaclón Se ro lógica de Mlcobacterlas. 

La tlplflcaclón serológlca. implica la agrupación de Individuos, 

teJldos ó células de acuerdo a caracter!stlcas antlgénlcas comunes. 

Los estudios de clastflcación serológlca realizados en cepas 

da mlcobacterias ó géneros relacionados, se utilizan prinr,;!palmente -

como un criterio más en la ubicación correcta de las er¡pecles ( 17 ) , -

dado que por otros criterios ( morfológicos, bioquímicos ó ílslológlcos) 

resulta difícil claslf1c<:rlas, sobre todos aquellas denominadas micoba~ 

teriaa at(picas. Estos traba Jos se emplean además para establecer rel!, 

clones entre virulencia y tipo serológico, con aplicaciones en el diag -

nóstldo de la tuberculosis ( 26 ) • 

Pocos estudios do tiplflcaclón serológlca se han llevado a ca.;. 

bo en una especie determinada de micobacterlas. Las 1~speciee más es­

tudiadas son .M.t tuberculo¡¡ls, ( 34 ) y .M· J!J!!\!m.. ( 7). Los ¡joUsac6r1-

dos y núcleoprote(nas de M., tuberculosl§ y BCG fueron muy similares -

serológlcamente cuando se hicieron reaccionar por lnmunodifusión ( ID) 

e lnmunoalectroforesis ( IEF ). Los ai:\t{genos de varias cepas de .M.,. tu­

bergulol}iS y .M.,.,.QQyjL dieron reacciones cruzadas con cada uno ele los 

s~r:os antlpollsacáridos. 
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Existe una gran cantidad de bibliografía acerca de la tlplflca­

ción serológica de mlcobacterlas, s In embargo la diversidad de las té.Q. 

nicas empleadas para dicho fin las hace poco comparables entre sí. Por 

ejemplo, de acuerdo a la fracción empleada en las pruebas de tipiflca­

ción se pueden agrupar en tres clases: 

A) Las que utlllzan antígenos presentes en el citoplasma bac­

teriano ( 6, 15, 23 ). 

B) Las que utllizan antígenos obtenidos de membrana plasmá­

tica y prlnclplamente de pared celular ( 3, 10, 12, 13, 30, 35 }. 

C) Las que emplean exoant{genos encontrados en el medio de 

cultivo como producto da auto lisis bacteriana, en forma de flltrado cry_ 

do, tuberc:uloprote!na ó PPD ( S, 11, 14, 18, 22, 28, 29 ). 

Los métodos de extracción de antígenos en los estudios se.ro­

lógicos son también muy variados. En el trabajo de Sir ( 28), los. poli; 

sacáridos fueron extraídos con urea; Bojalil ( 3 } extrajo y purificó pc)­

llsacárldos con hldróllsls alcallna y solventes orgánicos, respectilla -

mente: Schaefer ( 24 ) inactlvó las copas por calor y obtuvo fracciones . 
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con metanol caliente; Xwaplnskl ( 14, 15 ) lnactlvó las cepas con 

fonnaldeh!do. 

La inmunización de animales de laboratorio se efectúa con 

fracciones antlgénlcas ( 14~, 15 ) ó con bacilos intactos. 

Las pruebas lnmunológ!cas empleadas en la tlpiflcaclón de 

mlcobacterlas son Igualmente muy variadas, algunas de éstas son: 

l) lnmunodlfuslón ( 14, 15, 21);, 

2) lnmunoelectrofóres ls; 

3) lnmunoelectroforesis bldimenslcinal ( 1, 2 ) ; ., 

4) Electroforesis en patrones disconNnuos ( 1, 2 ) ; 

5) FlJaclónde complemento ( 7, 13, 27, 33); . 

6) Aglutlnaci6n ( 30 ) ; 

7) Schultz-Dale ( 8, 9 ) . 

Los estudios de tiplflcaclón serológ!ca más completos sori, ~ 
. ' . 

los re. alliados por l(wapinskl ( 14, 15 ) con ántfr;¡enol! cltopl&smicos -. ' . . . . - . 

de 79 cepas de mlcobacterlas hechos reaccionar por doble tnmunodl!y_ 

slón ( DIDl frente a 15 antlsueros; obtuvo, l 7 gn.1pos de citoplasmas 
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con uno a tres detennlnantes antlgénlcos para un serogrupo. Kwapinski 

informa de una buena correlación entre serogrupos citoplásmicos y los 

grupos ó especies distinguidos morfológica, cultural, bioquímica ó n­

slológicamente (Cuadro V). 

Como puede verse, no existen criterios uniformes para la ti­

pificación serológica dentro del grupo de las micobacterias, lo que las 

hace poco comparativas entre s!. 

En vista de la escasa sistematización en la clasiflcación de. 

micobactedas y de que tal vez éstas var!en con distintas reglones geg_ 

gráficas y con el tiempo, nosotros simplemente evaluaremos en cepas 

mexicanas obtenidas recientemente la presencia de cuando menos un 

sistema antlgénico común, con el fin de utlUzarlo en el montaje de un 

método diagnóstico más aensible y rllpldo que los existentes. 



Cuudro V 

C1aslficacl6n serol69ica de micobacteria s µor detección de foctores 

antisueros estandard en pruebas de in1ninoprccipit<ict6n. 

H37Rv BCG P-15 P-19 P-24 357 101 27 l 

Cepas de Micobacterias a b e ¿ e g h 

11666, Rav., Coph. + + + 
5692, BCG + + + + 
H37 Rv + + .+ + + + 
DB, DL, JHM + + + + 
DGG, w + + + + + 
8139 + + + .¡. + + 
240, 271 + + + + + 
237, Ts, COI: + + 
101, p +· + 
357, CDC '!-
15463 + 
P-21, P-22, P-24 + + 
P,-18 + + + 
P-6 + + 
p.;.¡5 + + 
P-19 + + + 
An, S-10 + + 
S-7, Dr + -
14467 
She'ard, Klrchberg 
607 
15754, 192•19 
19980 
l9542, 1176':, 32007 
256, 378 
13808, 3200), 3Z003, 
32005 
927 
1.4468, 23001, 23032, 
23041 
14352, 19340, 23036 
23009, 23022 
11440 
19237 
19276 
6821,23003 

30001, JOOOZ, 



itopl<is:ma con 

1968) (16). 

K!rch- grupo tipo de 
:a tsG berg 11564 6841 15483 serol69ico citoplasma 

k m n o 

1 abe 
1 abe h 
2 abe g!h 
2 abe gh 
2 abe ghfi 
3 acd fghb 
3 acd fgh 
4 ~d fgh 
4 ad [ghll 

+ 5 af 9hk 
+ 6 bo 

6 b eh 
6 b ehd 
7 cdgh 
7 cdgh Jk 

+ 7 cdgh el 
8 cde 
8 cde u 

+ + 9 el mn 
!O dk 

+ 11 .;: n 
+. 11 el - . 

12 gi 

+ lZ gl )¡ 

\2 i;íl mf · 
+ 13 h 

+ + 
13 h !m 

t + 13 h 1m 

13 h jn 
13 h n · 

+ 13 h r.i 
14 j 
14 

+ 14 
15 

ts 
16 11.l. 
14 mt 

+ .16 
. 17. 
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Dlseno 

Se obtuvieron las fracciones antigénlcas ( proteínas, lípldos 

y pollsacárldos ) de l O cepas de bacilo de la tuberculosis recojLdas re-

clentemente ( 1975) por el IMSS. 

2 Se obtuvieron antlsueros de ratón Balb C, contra cada una 

de las 10 cepas de..M.i.. tut?erculoels (Sueros experimentales ) • 

3 Se obtuvieron gama globullnas de borrego dirigidas contra· 

una cepa de referencla usada mundialmeri't.6, ,M.. tuba1-culo;;is H~.7 Rv. 

4 Se hicieron reaccionar en DIO todas las fracciones antlgé -

nlcas fronte a todos los antlsueros de ratón, y frente a las gama globu-

llnas de borrego antl-M. tuberculo!!ll! H37 Rv , como se ilustra. en el -

cuadro VI. 

5 Se hicieron reaccionar en IEF, todas las fracciones antig&-, 

nicas frente a todos los sueros de r~tón y frenta a las gama 11lohullnas 

de borrego anti- ..M..i. tuberculogls H37 Rv. 

6 La frecuencia y distribución da reacciones poslUvas entre 

las pruebas homólogas y heterólogas ( (.'.;uadro VI), sirvieron para detiu. . 

minar las relaciones antlgénlcas entre las 10 cepas dá M.. tubergulosls · 

esüidiadas. 



' C ú" a d r o VI 

Dlsei\o experimental. 

en contra de las fracciones antl9énlcas de las cepas de .M, ---=-="""""......., 

· rracclof\es anti9énicas 

de la cepa i 

de. la cepa 4 ••• 

Anti.suero de ratón 
contra la cepa 1 

Antlsuero de ratón 
contra ia cepa 4 ••• 

' ' -

Antlsu~ro -de>ratón 
contra la cepa so. 
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Material y Métodos. 

A. Crecimiento y cosecha de las cepas de M~ tuberculosi§ , 

lA. Se obtuvieron cincuenta cepas da .M, tuberculosis ais -

ladas de cincuenta pacientes tuberculosos del Centro Médico Nacional, 

IMSS, en medio de Lowensteln Jensen. 

2A. Se resembraron en tubos de ensaye, conteniendo 7 ml de 

medio enriquecido de Dubos. Se incubaron a 37° C durante dos semanas, 

para facilitar su adaptacl6n al medio líquido. 

3A. Se resembraron las cepas, cada una en dos matraces, con 
~ . .· 

medio do cultivo sintético de PBY y, conteniendo un trozo de madera de -

balsa estéril de l cm por lado. Sobre la madera se deposltarlon algunas 

gotas del medio de cultivo de Dubos con las bacterias en suspenslon, .~ 

ra permitir as! el crecimiento del bacilo en la superficie del l!quldo .nutrten 

. te. Se incubaron los matra-=es a 37° C durante dos meses; al cabo d~ !os 

cuales' apareció una colonia color amarlllo paja de aspecto rugoso de ...... 

mlcobacterlas. 
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4A. Las colonias sobrenadantes del paso anterior, se 

resembrar<Jíi en tres matraces· conteniendo l 00 m de PBY, lnculJá!i, 

dose a 37° C durante dos meses, hasta crecimiento total. 

SA. Al final se cosecharon únicamente 26 cepas por fil 

traclón en papel Wathman 4, lavando las micobacterlas con buffer 

de fosfatos salina (~BSL pH 7. O, hasta eliminar totalmente el me­

dio de cultivo, el cual se desechó. 
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B. Desengrasado y lisis del bacilo. 

lB. Se desengrasaron 10 de las 26 cepas cosechadas del 

paso SA. Esto se reallzó resuspendlendo un paquete celular de tres 

gramos de peso húmedo aproximadamente, de cada cepa, en 100 ml 

de una mezcla metanol-acet1>na (3; 1 v/v) a 4° C durante 72 horas. 

28. Las bacterias desengrasadas fueron cosechadas nue­

vamente por filtración en papel Wathman 4 y lavadas con PBS, hasta 

obtener un flltrado trañsparente, el cual se desechó junto con el !U 

trado de metanol-acetona. 

38. El paquete celular de~:engrasado y lavado de cada e~ 

pa se resuspendló en 30 ml de PBS y se sometió a ultraaonido con un 

sonlcador Branson modelo B-12, en períodos alternos de un minuto 

de ultrasonido con un mlriuto rle resceso, hasta completar 15 minutos 

de sonicttción efectlva. La temperatura de la mezcla se controló con 

un baf'lo de acetona y hielo seco. Todo este proceso se reallzó en 

uria campana con luz ultravioleta, para eliminar los baclloe presen-: 

tes en los aerosoles formados durante la sonlcac!ón. 
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C. Obtención de fracciones antlgénicas. 

( Cuadro VII ) 

lC. Las bacterias Usadas por sonicaclón, se centrlfugaron 

a 12,000 g a 4° C durante 30 minutos, para separar los restos celula:... 

res Y las bacterias ::ir.terns del sobrenadante conteniendo los antígenos 

solubles del citoplasma. 

2C. Del sobre na dante del paso anterior se precipitaron las 

proteínas con una solución saturada de sulfato de amonio, hasta alean. 

zar una concentración final de 50% de sal. Se centrifugó esa mezcla a 

12,000 9 a 4° e durante 30 minutos para separar las proteínas preclpi­

tadas, las cuales se resuspendieron y dializaron en PBS hasta la ell­

minaclón completa de sulfato de amonio. El sobrenadante s:i desechó. 

El volúmen final de PBS conteniendo las proteínas fue de 5 ml, ,ge en 

vasó y almacenó a O" C. A esta preparación se le designó Fracción Pr:Q. 

tálea ( Pr), y se empleó como antígeno en las pruebas de.DIO e IEF. 

3C. El precipitado del paso lC, conteniendo restos celula­

re.s y bacterias completas, s.e resuspendió en l 00 ml de sosa al l % y 

se colocó en un baí'lo de temperatura constante a 70° e durante 24 ho-
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ras, con agltaclón (3). Se obtuvo una mezcla homogénea, producto de 

la hidrólisis alcalina y, esta mezcla se centrifugó a 12, 000 g a 4º C 

durante 30 minutos. 

4C. El sobrenadante del paso anterior se dlallzó contra agua 

corriente a temperatura ambiente, 18° C, durante 72 horas . Posterior -

mente se concentró a 10 ml por "pervaporaclón a temperatura ambiente. 

5C. A la preparación del paso anterior se le ellmlnaron los U 

ptdos y proteínas por el método de Sevag ( 1934), agregándole igual 

cantidad de una mezcla de cloroformo-butano! ( 9: l v/v) en un embudo 

. de separación y con agitación constante durante un minuto. Se centrlf,!!. 

gó a 12, 000 q durante 15 minutos, formándose tres capas, la superior 

conteniendo polisacáridos la lnte1:media de aspecto lechoso contenten 

do proteínas desnaturallzadas, y la Lnferlor ( cloroíormo-butanol ) con 

teniendo sustancias llp{dlcas. 

6C. La capa superior del paso anterior se dlaÜzó contra agua 

corriente a temperatura del laboratorlo, durante 72 horas y se des pro -- · 

. telnlzó, agregando Igual volúmen. de una soiuclón s(lturada de sulfa --
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to de amonio a 37° C durante 30 minutos. Después se colocó a 4ºC 

durante 60 minutos y se centrifugó a 12,000 g durante 20 minutos, 

para separar las proteínas precipitadas. El sobrenéldante se dializó 

contra agua corriente, a 4° C durante 72 horas. Posteriormente se 

concentró a 10 mi y se le agregó S ml de ácido trlcloroacétlco al 5%. 

La proteína precipitada se eliminó por centrifugación a 12, 000 g, a 

4° C durante 15 rnlnutos. El sobrenadante se dializó contra PBS y se 

concentró a 10 ml. 

7C. El sobrenadante del paso anterior, Ubre de lfpidos y. 

proteínas, de aspecto cristalino, conteniendo los polisacáridos fué 

tratado con 10 volúmenes de etanol absoluto frío, dejando la mezcla 

reposar durante 24 horas a 4º C. Posteriormente se centrifugó la mez­

cla a 25, 000 g, durante 30 minutos a 4° C. El sedimento Re disolvió 

en S ml de PSS, con diálisis intensiva en PBS. Este sedimento se al­

macenó y designó: Fracción Pollsacár!da ( Ps ) • Al igual que las pro­

teínas del paso 2C, se empleó el Ps como antígeno en las pruebas -

de lnmunodlfus Ión. 

BC. La capa intermedia del paso SC, se desecó a tempera­

tura ambiente, se resuspendló y dializó erí PBS. Se almacenó. 
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9C. La capa inferior del paso SC, se evaporó a 35°C, 

el precipitado se resuspendió y dializó en PBS. A esta parte se le 

designó Fracción Lip(dlca ( Li ) , y se almacenó para ser usada 

como antígeno en las pruebas de 1nmunod1fusión. 
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D. Lista de Cepas 

La extracción de las fracciones antígenas se realizó única-

mente en 10 cepas, las cuales se designaron con la letra C seguido 

de números arábigos, éstas fueron: 

Cepa No. Clave del IMSS 

C-1 1(1 79 5B ES 24 IV 75 

C-4 10 73 21 ES 16 IV 75 

C-10 10 84 09 ES 30 IV 75 

c-12 10 97 58 ES 

C-20 10 76 59 ES 21 IV 75 

c-21 11 25 88 ES 27 VI 75 

C-31 11 18 59 ES 18 VI 75 

C-33 11 31 37 LPS l vm 75 

C-45 11 96 2S ES 30 IX 75 

e-so 161 .E 

De cada una de ellas se obtuvieron tres fracciones ( proteínas; 

Pr; polisacáridos Ps: y l(pldos U.), lo que da un total de 30 fraccu,>nes 

antlqénicas. 
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E. Determinación de Protefnas. 

La determlraclón de la cantidad de proteínas se llevó a 

cabo por medlo de la técnica de KJeldahl (36 ) • 

F, Determinación de Pollsacáridos. 

La determlnac16n de polisacáridos se llevó a efecto por 

medio del método de Fenol-Sulfúrlco. ( Oubois, 1956; 37 ) • 

G. Detennlnaclón de Hpldos. 

La determinación de los l!pldos totales se llevó a cabo por 

medio de la técnica de Zi:Hlner y Klrch, ó reacción de sulfofosfi:>-val­

nlllina , (SPV) • ( 39 ) • 
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H. Ohtenclón de sueros de ratón anti _M. tuberculosis 

( Sueros experimentales ) 

lH. Se formaron 11 lotes con 5 ratones Balb C por lote. 

ZH. Cada lote se Inmunizó c on una de las 1 O cepas emple~ 

das como fuente de antfgeno, dejando un lote testigo. 

3H. Los ratones recibieron dos inmunizaciones con O. S mg 

de .M,. tuberculo§ls muerto por calor, mezclado rn O. 4 ml de adyuva.11 

te Incompleto de rreund, por v fa subcutánea, con un intervalo de l S 

días entre las dos inmunizaciones. Quince d{as después, cada ratón 

recibió una tercera estlmulaclón con • l mg de bacilo en O. 2 ml de 

PBS' por V ra subcutánea. 

4H. Se sangraron los ratones 0 d{as después de la última 

lnmunizactón. Se separó y congeló el suero para ser usado posterlo.r 

mente en las pruebas de lnmunodlfuslón. contra las fracciones antlg,i .·· 

nlcas obtenidas en C. 
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I. Obtención de gama globullnas de borrego anti .M, tuberculosis H37 Rv 

II. Se inmunizó un borrego con 5 mg de M. tuberculosis H37 Rv, en l ml 

de adyuvante Lncomplefo de Freund, por vía intramuscular. 

2I. 6 mese9 después se dló un segundo estfmulo con la misma dósls de 

bacllo y adyuvante. 

31. 3 meses después se sangró el borrego y se separó el suero del que 

se purificaron las lnmµnoglobullnas por prnclpltaclón con sulfato de amonio, 

las que se usaron posteriormente, en las pruebas de lnmunodlfuslón. 

v 

J. Doblelnmunodlfusión. 

lJ, Las pruebas de DID se reallzaron por medio de la técnica de Oucher-

lony (39) utlllzan<b agar fundido al 1 % en PBS, pH 7. O. 

2J. Se colocaron las fracciones antlgénicas obtenidas de las cepás de 

M. tuberculQsls en los pozos perl!érlcos y los antlsueros en el pozo cen:-

tral, hasta llenarlos de tal manera que se reaUzaron todas las comblnaclones. 

posibles entre los sueros dlrlgldos contra las 1 O cepas de .M, tuberculosl§ y 

sus respectlvas fracciones antigénlcas como se ilustra en la fotograf{a 3. 
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3J. Se guardaron los geles en cámaras húmedas a tempera­

tura ambiente d1.irante 72 horas. 

4J. Después de ese tiempo se observaron macroscóplcamen . 

te las bl!ndas de precipitación por medio de luz indirecta con fondo obs­

curo. 

SJ. Se tii'leron las bandas con azúl Coomassie. 
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K. Inmunoelectroforesls 

lK. Se colocaron 4 ml de agar fundldo_1.1l l% con buffer 

de boratos pH 8. 6 por cada portaobjetos. 

_2K. Se dejó solldlflcar a temperatura ambiente y guardp 

en cámara húmeda a 4° e durante 12 horas. 

3K. Se horadó para lnmunoelectroforesls (dos orificios ) • 

4K. En los orif!clos se colocaron las fracciones antlgén1-

cas de M., tuberculosis . 

SK. Se colócó la placa en la cámara de IEF con buffer de 

boratos pH 8. 6 y con papel flltro se formaron los pueiltes entre la_s pl.!!. 

cas y el buffer. 

6K. Se corre durante 30 minutos con 250 voltios. 

7K. Pasado ese tiempo se hace u1n canal d_e 2 x 70 mm·. 

entre los dos orificios dond(! se habían colocado tos ant(genos. 
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BK. En los canales se colocaron los sueros de ratón 

ó borrego. 

9K. Posteriormente se colocó la placa on una cámara 

húmeda a temperatura ambiente dura~te 48 horas. 

l OK. Se observaron las bandas de precipitación por me­

dio de luz lndlrecta. 

11 K. Se lavaron las placas y se colorearon con azúl de 

Coomassle. 
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L. Coloración de las bandas de lnmunopreclpltado 

lL. Se lavaron las placas con cambios continuos de PBS 

durante tres d(as. 

2L. El último cambio se hizo con agua destllada durante. 
J 

treinta minutos. 

3L. Se cubrieron las placas con papel filtro y secaron a 

temperatura ambiente. 

4L. Posteriormente se cubrieron co.n azúl de Coomassle 

1 % en solución acuosa de ácido acético al 7% durante 1 O minutos. 

SL. Se decoloraron con ácido acético al 10%. 
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Resultados. 

El el cuadro VIII aparecen las C<'ritl.rlridas de proteínas, 

polisacáridos y lípldos obtenidos en las fracciones antl9énlcas 

correspondientes a cada una de las 10 cepas tratad1:1s. Se puede 

observar que el rendimiento de proteínas y polisacáridos en alg]! 

nas cepas, fué muy bajo. ( cepas 12 3 3 y 50 ) y que la fracción 

Identificada por nosotros como l!pldos no contuvo cantidades di! 

tectables de Hpidos en la técnica empleada. 

Las conc1antraclones fLnales de todas l"i; fracciones an­

tlgénlcas, se ajustaron a 2 y a 4 mg/ml para k,If pruobal!i de lnmQ 

nodifuslÓn. 
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Cuadro VIII 

Cantldadeti de proteínas, pollsacárldos y Hpldos 

correspondientes a le!! 10 cepas estudiadas. 

Proteínas Polisacá- Lipldos 
Cepa en mg. rldos 

C-1 14.0 5. l 

0-4 9.9 4.4 

c-10 4.6 4.1 

C-12 3.5 2.3 

c-20 9.B 13.9 

c-21 8.3 9. l 

C-31 e.o 7,2 ---
C-33 3,3 2.2 

C-45 7.0 9.7 

e-so 2.0 1.0 
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Fracciones Protétcas.- En el cuadro IX aparecen los resulta­

dos de las reacciones de DLD. entre los sueros experimenta les y testigo, 

frente a las fracciones protélcas de las 10 cepas de M. tuberculosis 

estudiadas. La concentración de cada fracción protélca fué de 2 mg/ml. 

Como se ve, los sueros que más reacciones positivas dieron, fueron el 

4 y el 31. Las fracciones protélcas que más resultados positivos pre­

sentaron, fueron las de las muestras 1, 20 y 31. No se obtuvieron rea_g, 

clones homólogas positivas a excepción de la 1 y 31. En general los d!l 

tos sugieren una pobre respuesta Inmune de los ratones con el esquema 

de inmunización empleado. 

En e 1 cuadro XX, aparecen los resultados de las reacciones 

de DID,entre los sueros experimentales y testigo, !rente a todas las 

fracciones protélcas d~ l.as muestras de M. tuberculosis estudiadas. 

La concentracíón de cada fracción fué de 4 mg/ml. En todos los sueros, 

a excepción del suero 33, se obtuvieron resultados positivos. El suero 

31 rué el que presentó más reacciones poaitlvas. Las fracciones protéi• 

cas de las muestras 12. 33 y SO, no reaccionaron frente a los sueros 

experimenta les. La fracción de la muestra 31 , fué la que reaccionó con 

más número de sueros experimentales. ;..as pruebas homólogas l y 31-

fueron las únicas que reaccionaron positivamente. 



e u a d r o IX 

Cuadro .de resultados de DID de las fracciones protélcas ( 2 mq/ml ) 

frente a sueros experimentales de rat6n• 

S-1 S-4 s-12 S-20 S-21 S-31 s-33 s.:.4s 

C-1 + + + + + + 

C-4 + 

c-10 + +. 
' 

.C-12 + + -
c.:.20 - + + + 

c-21 + + 

c-31 + + + 

C-33 -. 
"". + 



C u a d r· o X 

Cuadro de resultados de DIO de lae fracciones protéicas ( 4 mr;Vml ) . . . 

frente a sueros experimentales de ratón. 

S-1 S-4 S-12 s-20 S-21 S-31 S-33 S-45 S-50 

C'""l. + + + 

C-4 
+ 

c-10 + + 

C-12 

C-20 + + + 

·-
c-21 + 

C-31 + ... + + +. 

C-33. 

C-45 + 

C"'.'50 
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En el cuadro XI, aparecen los resultados de las pruebas de 

IEf de las fracciones protéicas ( 4 mg/ml) de 9 cepas de M: tuber­

culosis , frente a 5 sueros experimenta les, suero testigo y gamaglQ. 

bullnas de borrego inmunizado con_M. tuberculosis , H37 Rv. En és-

ta se apreció que las gama globullnas reaccionaron positivamente fren 

te a todas las reacciones protélcas, a excepción de la fracción protél 

ca de la muestra l Z. El suero experimental 1, no reaccionó en ninguna 

comblnaclón. Los sueros 4 y Z 1 reaccionaron con la mayoría de las -

fracciones protélcas. En las fotografías l y Z, aparecen los resultados 

de IEF, entre las fracciones protélcas ( 4 mg/ml l de las cepas 1, 4, -

20 y 21, y las gama globullnas de borrego anti M: tugerculosts H37 Rv, 

en las que se aprecia una sola banda de precl.pltado, desplazada hacia 

el cAtodci. 

En la foto>iraHa 3, aparecen las bandas de preclp.ttación en 

un sistema de DIO, entre las fracciones proté1cas ( 4 mg/ml ) de 9 mue.§. 

tras de M. tuberculosis , frente a gama globullna de borrego anti M. J.J! . 

-berculosls H37 Rv. En todos los casos los resultados son positivos -­

apreciándose una banda de identidad entre las fracciones protélcas. 



C u a d r o XI 

Cuadro de resultado¡¡ de IEF de las fracciones protéicas ( 4 mg/ml) frente a suéro; 

experimentales de ratón y gama globullna de borrego anU M.tuberculosis H37 Rv~ .. 

Garpa 
S-1 S-4 s-12 s-20 s-21 gfobu'Unas 

C-1 + + + ++ 

C':"4 + + ++ 

c-10 + + ++ 

C':"l2 + -
c-20 - + ++. 

0':"21 .¡. + - + ++ 
•' ' C•3.l + + .+ H 

0.:..45 

e-so 



• 

4E: 

Pr l 

Pr 4 

Pr 20 

Pr 21 

cla una sola banda de precipitado dospiaznda haci<l el cátodo, 



Pr 50 

Pr 31 

pas. 

,1-,. .' 

Pr :!l 

Pr l Pr 4 

Fr 10 

Pr 12 

Pr 20 
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Fracciones de polisacáridos. - En el cuadro XII, se señalan 

los resultados de las reacciones de DID, entre los sueros experlmen. 

tales y el suero testigo, frenta a las fracciones de polisacáridos ---

( 2 mg/ml) , de las 10 cepas estudiadas de.J!L. tuberculosis. Aparecen 

reacciones positivas en los sueros l. 45 y SO. La mayoría de las frag, 

clones de polisacáridos, dieron una ó dos reacciones posltlvas a exce,e 

clón de los polisacáridos de las cepas 4, 33 y SO. No se observaron -

reacciones homólogas pos !Uvas. 

En el cuadro XIII, e parecen los resultados de las reacciones 

de DIO, de los sueros experimentales y del suero testigo, frente a to; . .-. 

das las fracciones de ¡x>llsacárldos ( 4 mg/ml ) de las cepas de !ili .ll,!. 

berculosls estudiadas. Sólo se obtuvieron resultados positivos en los 

sueros 12, 21 y 31. En las fracciones de polisacáridos en las cepas 

4 1 31 y 50. En general los resultados de las reacciones fueron nega -

tlv1:>s. 



C u a d r o XII 

Cuadro de resultados de DIO de. las fracciones de pollsacátidos ( 2 mg/ml) .. 

frente a sueros de ratón, experimentales y te.stlgo. 

·. 

. S-1 S-4 s-12 s-20 s-21 S-31 S-33 s..:.is s-so 

+ 
c~1 

c-4 

c.-10 + 
. ''..;. ~-·, 

C-12 + 

.·.·c;.zo + - -
c-21 + .. ,.. 

- ~ -



C-1 

c;.4 

C-10 

C-12 

c-20 

C-21 

C-31 

C-45 

e-so 

Cuadro XIII 

Cuadro de resultados de DID de las fracciones de pollsacáridos ( 4mg/ml), 

a los sueros de ratón, experimentales y testigo, 

S-1 S-4 S-12 S-20 S-21 S-31 S-33 S-45 

+ +, 

; - -, -
-
-

,, - ' 

+ 
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En el cuadro XIV, aparecen los resultados de las pruebils 

de IEF de las fr<Jcclones di;, polisacáridos { 4 mg/rnl), de 9 mues­

tras de M: tuberculosis, frente a 5 sueros experimentales, suero -

testigo y gama globulinas de borrego inmunizado con M. tuberculo­

fil H37 Rv. Aquí apreciamos que las gama globullnas de borrego, -

reaccionaron positivamente con todos los polisacáridos de las 9 C§. 

pas, a excepción del de la 31. Todos los sueros experimentales -­

reaccionaron negativamente a excepción del suero 20. En las foto -

grafías 4 y 5, <1p<1recen los resultados de IEF, entre las fracciones 

de polisacáridos ( 4 mg/ml) de las cepas 20, 21 y SO y las g-!lma -

globulinas de borrego antl M •. tuborculo1il.§. H37 Rv. Obsérvese una 

banda de precipitación desplazada ligeramente hac1e el cátodo. 

En la fotograffa 6 , a p11recer1 las bandas de precipitación 

en D!D, entro las fracciones de polisecfül'ldos ( 4 mgim l ) de. 9 ce­

pas de M. tube1culosl11, frente a gamn globullnas do b.o:rego anti -

M: tuberculosis H37 Rv. Se aprecian bandas de Identidad entre los 

pollsacárldos de todas las cepa a, 



c.-1 

c-4 

c,..10 

· .c-12 

C-20 

C-21 

C-31 

e u !I d r o. XIV 

Cuadro de resultados de tEF de las fracclones de polisacáridos ( 4 mg/ml), . 

frente a sueros da ratón experimentales y testigo. y gama globullriás 

de borrego anti .M, tub9rculo1Jts H37 Rv. 

Gama 
s-1 S-4 s-12 s-20 s-21 GlobuUnas S-T 

.- ++ 

·++ 

+ ++ 

,.. 

+ -



5J 

Ps 20 

'· 

l'~:»tuqrL1fíü t~ 

Ps 50 



' .., 

Ps 1lS 

P:J :.u 

p~¡ l 

p::; 31 p9 21 

F'.)t:·:.qr~.:ff.:! t~ 

p¡_; 4 

Ps 10 

Ps 12 

Ps 20 
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Fracciones Llpfd!cas. - En el cuadro XV, aparecen los resul­

tados de las reacciones de DlD, entre los sueros experimentales y 

testlgo, frente a las fracciones llp{dlcas de las 1 O cepas estudiadas. ·­

El suero 31 tuvo 5 reacclones posltlvas y el suero 20 una. No hubo -

reacciones homólogas posltLvas. En genera 1 los resultados de las rea.Q. 

clones fueron negatlvas. No se concentraron estas fracciones, nLse 

hicieron reaccionar frente a gama globul1nas de. borrego anti .M: tuber 

culo,sls H37 Rv. 



C-1 

C-4 

c-10 

.C-12 · 

C-20 

c-21 

c-.31 

C-33 

O u a d r o XV 

Cuadro de resultados de DID, de las fracciones de L{pldos frente 

a sueros de ratón, experimentales y tesUgo. 

S-1 S-4 s-12 s-20 s-21 S-31 S-33 $-45 s-so 
+ 

+ 

- ~~ 

- .. 

. -· 
~.- . 

.. 
. . 
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Discusión. 

De los resultados obtenidos en este trabajo se puede concluir 

que M. tuberculosis H37 Rv, es una fiel representante de las micobac­

terias causantes de la tuberculosis actualmente en México, porque posee 

antígenos comunes a las cepas estudiadas, tanto en su fracción proté!ca 

como en su fracción pollsacárida, por lo que luce, como un buen candld-ª. 

to para el montaJe de una técnica de diagnóstico de la enfermedad. 

Las fracciones protéicas, reaccl.onaron en general negatlvame!l. 

te frente a los sueros experimentales de ratón, no as! frente a las gama 

glubullnas de borrego anti .M, tuberculoqls H37 Rv, a las concentraciones 

usadas, Lo que indica, por un lado, la estrecha relación antlgénlca entre 

todas las cepas en sus fracciones protélcas con M, .!J!Q.~rculQ.!i!§_H37 ·Rv, 

y por otro lado la deficiencia de los sueros experlmentaies para reaccionar 

frente a estos ant{génos mlcobacterlanos. 

Las. fracciones de polisacáridos, reaccionaron negat1va1nente 

frente a los sueros experimentales y posltlvamente frente a las· gama. glo­

b.ullnas de borrego .antl _M.. tuberculosl* H37 Rv, de donde se concluyo 

que las relaciones antlgénlcas entre los pollsacárldoil de las cepa$ estu­

diadas y los de M. tubercuíoslg H37 Rv, son bastante estrechas, y que los. 
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sueros experimentales de ratón no fueron capaces de detectar tales 

slmllltudes. 

Las fracciones llpfdlcas, reaccionaron negatlvamente frente 

a los sueros experimentales. En general esta fracción es poco empleQ. 

da en pruebas lnmunológlcas, por su carácter hidrofóblco ( Kwaplnsk!, 

-' 17 l. y las ever.tuales reacciones positivas se explican en función -

de moléculas contaminantes. 

Cabe notar también, que el rendimiento de antígenos fué ba­

jo, y esto debe tomarse en cuenta para futuros trabajos de tipificación 

serológlca de micobacterlas u otros géneros, ya que dependiendo de 

la cantidad de ant!geno disponible, podrán hacerse las pruebas lnmu- · 

nol6gicas en distintos disenos experimentales. 

Los resultados negativos de la mayorfa de las reacciones de 

DIO e IEf con los sueros de ratón, so deben probablemente a deficlen-. 

clas en el pri:itocolo de lnmunlzación, pues aqu! utilizamos el que con., 

vencionalmente seguimos para otros antígenos y otras especies.anima-: 

les. Sabida es la bondad de ajustar los proto1::olos de lnmunlzaclón a 

cada comblnatorla antrqeno-anlma l para obtraner buenos resultados --­

(Lartalde 1 3B). Menos probable I pero .mucho más 1nt.ereaante. as la. -
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posibilidad de una deficiencia genética de ratones Balb C para slnte-

tlzar antlcuerpos antl-mlcobacterlas, lo que seda objeto de distintos 

planteamientos experimentales. 

La varlaclón de los resultados en los sueros experimentales 

cuando se utlllzaron diferentes concantraclones de antígenos se pue-

den e>qillcar por los siguientes motivos. 

a) Formación de bandas de precipitado poco visibles. 

b) Alteración de la reactivldad del suero, por manejo lnadecus_ 

do del mlsmo, en función del tiempo y/o contaminantes 

No hay que olvidar c;ue en las reacciones de precipitación, exi.§. 

te una zona de equivalencia y que se deben estudiar distintas combina­

torias empleando diferentes concentraciones de antígenos y antlouerpcs 

para poder encontrar dicha zona. 

La técnica de extracción de los antfgenos ei:i.lilrg~ ~ta kJs Pl!l. 

pósitos de tlplf1cación, y aunque el grado de pureza obtenido e~Jós po~ 

llsacárldos es alto, no se puede decir lo mismo para las proteínas. Así, 

es preferible seguir una técnica que además da rápida y sencllla, 

ta. ser comparable con otras ya. existentes. 
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Continuaremos este trabajo con objeto de terminar la tlplf1ca­

clón serológlcf!. de las restantes 16 cepas que se lograron cosechar, pe­

ro mientras usaremos a .M: tuberculosis H37 Rv como fiel representante 

de las micobacterlas causantes de la tuberculosis en vista de tener an­

t(genos comunes con todas las cepas examlnadas hasta ahora e lnlclarJ¿ 

mos el montaje del radlolnmunoensayo para el diagnóstico de la tuberC.\! 

lo sis. 
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Conclusiones. 

l. - ..M.:. tuberculosis H37 Rv presentó relaciones antlgéntcas con 

las cepas estudiadas en sus fracciones protéica y de polisacáridos. 

2. - Las fracciones lipídicas de las cepas e studladas resultaron 

ser PJCO reactivas en las pruebas de lnmunodlfuslón. 

3. - Surgió la pos lbll!dad de que los ratones Balb e empleados en 

este trabajo, fueran lnmunodeflclentes genéticamente para montar una 

respuesta contra las cepas de M.- tuberculosis • 

4.- La técnica de tipiflcaclón seguido por nosotros, debe slmplL-

flcarse con el !in de ampliar el nC'.maro de cepas a estudiar. 

5. ~ Se ~ermlnará con la Uplflcación con las restantes cepas cose• 

chadas y se usará a M., tuberculosis H37 Rv para el rn•::>ntaje del rl)dio.~ 

lnmuno-ensayo 1 para el diagnóstico de la tuberculosis .• 
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