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Introduccidn

El objetivo de esta tésls es realizar una tipificacidn serold~

gica de cep&ys de Mycobactaerium 'tuberculos[s , aisladas recidnterﬁénte“
de paclentes tuberculosos en nuestro Pafs. La tlplflcaclén se haré por
' médlo de pruebas homblogas y cruzadas, entre las vfr‘ac'c#ones antigé~ =
nicas extrafdas de cada una de las muestras y sus raspectivos antis‘ﬁ_e;
ros en doble inmunodifustén. La 6 las fracciones antigénicas presen-
tes en la mayor parte de las cepas sgrén empleadas. posterlo‘imer;te én R e
el montaje de un método de diagndstico de la tuberculosis, que sea -
sehslble, rapldo y especlfico. Los actuales métodos no cumplen con -
estas aapeclficaclonés, ademés da que alﬁunos SON COStOS08 ¥ en otros”
se corre el rlesgo de la diseminacidn del bacilo { 17, 31 Yi por ld ‘que_‘ 5
'son poco apucabblas a grandes poblabiones humanag. para flnes ex‘avld'é iy

miolbgicos y de diagndstico.

La necasldad de optimizar los métodoa de dlaqn&stico de la -

. tuberculoals emerge. de la 1mportancm que esta enfermedad tlena an la

salud pubuca nacional como sg; damuestm en los datos apxdemmloql- .

' cos que siguen.




Panorama Epldemlolégico de ia Tuberculosis,

De 1960 a 1975, la tuberculosls ocupd del 70, al 150. lugar
“en la lista de morbilidad* entre las enfermedades transmisibles ( Cua
dro 1) {4, 19, 20 ) y del lo. al 4o, lugar en la lista de mortalidad **

por enfermedades transmistbles ( Cuadro 11 ) ( 4, 19, 20). »

En la grdfica 1 aparecen sefialados los datos anuales de 'ca‘-i :
gsos de tuberculosis pulmonar reglstrados desde 1961 hésté 1575, en '
ella se pueden apraclar ascensos notables en 1963 y 19')1, con 1:7,,501
y 18,499 ciaaos registrados respectivamente (4, 19, 20). F1 pbomedio
de casos en ese lapso de 15 aflos es de 14,743 casos anuales. ‘La tep
‘dencla genaral da la curva es oscliante por 1o que no se puede evaiﬁar
el dgscenso de casos en log aflos subsecuentes & 1575. Enla ml;fna — .
(jréﬂca 1, aparscen los datos anuales de defunclones por tubetcujloslxs,— .
' pulmonar, comprondidos de 1961 hasta 1974, en la» que se apreém uﬁ' -'-  . -
ligero Incremento de défun;:lones por ésta enfermedad ( 4, ,19",2'6 ) El o
~prb‘médic rasultante-en ese lapso de ld«a‘ﬁo‘s'es;dé 7,381 defuhci,gnag' v

- anualmente.

?'? Morbilidad: N{xmaro ds enfermos entre 1f00,090‘ha'b‘itarit’e§; ol

B Mortalidad: Nimero de definciones entee 1(00,:000'}_‘;élbyl_igr:xtéé""_;_ o
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Cuadro III

Datds dé Casos, Morbilldad, Defunclones y Mortalidad por tub’erculos‘ls ;

’ pulmdnar en los Estados Unldos Mexicanos de 1960 a 1975.

Ao~ Casos Morbilidad Defunclones Mortalldad -
1960 -~ 34.8 - e

1961 13,500 37.3 6,739 18.6 -

1962 15,733 42.0 6,754 RENRES 1 : PO B
1963 17,501 45.3 6,885 17.8
1964 15,834 33.6 ; 6,814 S17.00 e
1965 15,496 37.5 7,036 : 17,0
1966 12,131 28.4 7,057 16.5

1967 14,1305 32.2 6,920 15.6

1968 13,800 30.1 7,845 17010
1969 15,033 1.7 7,955 16.8°

718700 . 15,663 31.9 8,434 : 17.2"

:18971 18,499 36.4 7,829 - 1844
1972 17,766 33.7 : T,774 00 1408 et
1973 13,577 24.9 7,806 . © 14,3
1974 11,345~ 20.1 < 7,486 S 12,900
1975 10,964 18.2 B I R I e

. Total . 221,147 524,1 103,334 0 CU229.10

X 14,743 32.8 7,381 164

7 Datos ;ohtadoé de la Salud?ﬁbl}icaﬁé México (- M};}r@_lai.‘ 1972; Bulneslg77)
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En la gréfica é. aparecen los datos de morbilldad anual de
la tuberculosis pulmonar, registrados de 1960 a 18975.(4, 19, 20}.
El promedlo obtenido en ésos 16 afos es de 32.8 casos en 100,000
ﬁabltantes anualmente, y en ellos se puede observar una tendencia
ihacla la disminucidn de la morbilidad, segin lo llustra la pendlente -
de la curva ( ~1. 2 }. En la gréfica 2 aparecen ademés los datos dg-
mortalidad anual por tuberculogis pulmonar, reglstrados de 1961 a -
1974, (4, 19, 20 ). El promedio obtenldos en ésos 14 afios es de —
16.4 defunciones en 100,000 habitantes anualmente, y la tendencia
"de la curva es hacia la disminucién de la mortalidad con-una pend!en

te de -0. 33.

ElCuadro IV muestra lag cifras de casos, ﬁ\orbl_lldad,‘ dvefu"gtff
clones y mortalldad por tuberculosis pulmonar en cada entidad feds ~
-ratlva, para los afios 1971, 1973 y 1975 { 4, 19, 20), en la que sq -
puede obgervar que log estodos métz afectados para eéos anéu 'sch: -
, Veracruz, Chiapas, Chlhuahua Nuavo Leon. San Luls Patos[ Coahu_g
_ la y Baja Callfomla Sur, En aste mlsmo cuadm. se puede observar que
‘en algunos astados el nlimero de defuncxonas por tuberculosls excede o
al nﬁmero de cagos da la misma, lo que tndlca la lnadecuuaa capta -
vclon de casos ymuar’:as ceurridos en cada localldad,, ¥ ppr lo tanto' - ‘;.’- et

1a escasa conflabtlidad de las cifras exprasadhs.
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Aguascalientes
Baja California
B. Cal, Terr.
Campeche

Coahuila
Colima
Chiapas
Chihuahila

Distrito Pederal
Durango -
Guanajuato
Guerrero

Hidalgo
Jalisco
México.
Michdgacsn

Morelos
_Navyarit
Nuevo Lebn =
-~ Qaxaca

Puebla:
Querdtaro -
Quintana Rod

San Luis Potosf

. Binaloa
.~ Sonora
“Tabasco
- Tamaulipas

[ TIa'x’céla

. Veracruz "

" Yucatdn
- Zacatecas

Casos
75
852

T3S

119

797
125
1,191
1,088

1,102
227
245
773

364
674
©423
992

166
180

72,313

460

340

353
4

515

745

. 599

653
731

Morhi=~

lidad
21,1
90.7
171.8
44.6

69.3
49.0
73.1
64,8

1971

Defun-
ciones

42

209

35
43

3140

67
380
356

775
120
144

194

279
289
272

285

C ua d r o

Morta~

lidad
11.8
22.3
25,6
16.1

27.0
26,3
23.3
21,2
1
1

-
.

[aadii=a T o= B on

.

™
[ B < e ]

Casos
41
498

103
36

I

V

" Morbi-

. lidad

10,8

47.7
68,6
12,4

59.4
37.3 b
R I R )

9.7
17,40 0
1000 ¢




1975

Morta- Morbi- Defun~ Morta-
lidad Casos lidad clones lidad
6.1 - 6 1,4 30 7.4
18,6 - 217 18.2 135 17.2
17.3 69 © 40,3 25 15,3
12,4 - 56 17.4 38 12.3
24,5 1,607 77.3 283 22,2
; 26,4 37 12,1 ‘ 58 19.6
23.8 832 44.3 381 20.9
18,9 1,098 56.4 338

17.9.

7 7 470 5.5 542
0.6 91 8.3 115
7.0 249 . 9.1 . 159
0.3 453 23,2 170
3 279
3 286
.1 435
0 251

4.4 170 12,

7.3 254 6.
7.8 295 5

0.0 383 14

88
105
334
356

365

100
1
341

214
199
106
349 .

S P <Y
55
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RN

Tipliicacidn Seroldégica de Micobacterias.

La tipificactdén seroldgica Implica la agrupaclén'de lndivldu‘os‘. _

tejldos 6 células de acuerdo a caracter{sticas antigénicas comunes.

Los estudblos de clasificacion geroldglca reéllzados efx cepas o .

da micobacterias & géneros relaclonados, se utillzan prln'c‘s'pa‘lmente -

como un crlterio més en la ublcacién correcta de las especies (17, = .~

dado que por otros criterios ( morfoldglcos, blogufmicos & I'lslolég'qu')f L

resulta diffcil clasificarias, sobre todos équellas denominadas mlcbbag

‘ tyeuas at(plcas Estos trabajos se emplean ademas para establéceb rela ' S

‘,clones entre virulencia y tipo semloglco, con apucaclones en el dlag -

: nostlc'o de la tuberculosla {26):

‘Pocos estudios de tiplﬂcu'clén' semléélca sa'han llevado éta-‘-, .
. ‘ bo ean una egpecle detarmlnada de mlcobacterlas Lag |aspec1es més es-—
- tudladas san M tuberculogls {34 ) y.M. a8y lum (7). Los pollsacérl-;tr}" :

- dos y nuclaoprote[nas de M,, ubgmu!oglg y BCG fueron muy slmllares - ,

R seroloqlcamente cuando se hicleron reaccionar por Inmunodlfuslén ( ID ),

e lumunoelec.troforesls ( IEP ). Los ant(genos de varlas cepas de M. tu—j

‘ ’ e;gu!oglg y _M_ bgvig dieron raacclonas cruzadas f‘cn cada uno de los

suams anttpousacﬁrldos .
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Existe una gran cantldad de bibliograffa acerca de la tipifica~-
cidn serolégica de micobacterlas, sin 'embafgo la diversidad de las téc
nic‘as empleadas para dicho fin lag hace poco comparables entre s{. Por
e)emplo,’ de acuerdo a la fracclidn empleada en 1as pruebas de tlplﬂcg- .

cién se pueden agrupar en tres clases:

A) Las que utilizan antlgenos presentes en el citbplasma_bacé-i ’

terfano ( 6, 15, 23).

B) Las que uttllzan ant{genos obtenidos de membrané: plasmé-~

tica y principlamente de pared celular { 3, 10, 12,13, 30, 35 ).

C) Las que émplean exoant{genos encontrados en ol medio de.
cultivo como producto de autollsis bacvterl_a‘n’a, en forma de filtrado cry’ - o

do, tuberculoprotefna & PPD ( §, 11, 14, 18, 22, 28, 29)."

Los metodos de extracc!.on de ant{genos en los estudios sem- :

’ logicos son tamblen muy varlados En ol trabajo de Slr { 28 ), los pou e

sacérldos fueron extra{dos con urea; jam { 3 ) extra]o y purlﬂco po- -

‘ 'lusacéridos con hldmlisis alcauna y 5olventes orgén&cos, respectlva - ',

‘ mente: Schaefer ( 24 ) lnactlvo las cepas por calor y obtuvo fracclones -
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con metanol caliente; ¥waplinskl ( 14, 15) Lnactivd las cepas con

formaldeh{do. .

La lnmunlzacién de animales de laboratorlo se efectfa con: ERR

._fracClonesvant!génAlcas (147 15) & con bacllos intactos.

Las pruebas lnmunologicas empleadas en la tlpiflcacxén de S

mlcobacterlas son lqualmente muy variadas algunas de estas son.

1) Inmunodifustén (14, 15, 21); .

2) Inmunoelectroforesis;

-:3) Inmunoelectroforesis bidimensional ( 1;’ 2:) 3
4} Electroforesls en patrones dlscdn’hucs'( 1, "2 )';.
5) Fljacion de comp\emanto (7, 13 27 33 ) |
6) Aqlutlnacién {30); ' ) L

~7) Schultz-Dale ( 8, 9).

Los estudlos de tlplflcacion serolégica m&s romplatos son ~
' 105 raaltzadoa por, Kwaplnski ( 14 15) con ant{qenos cltoplésmlcos "‘-,
de 79 capaa de mlcobactedas hechoa reaccionar por dobla inmunodlfg-"

ston ( DID), frante ‘a4 15 antlsueros. ob:uvo,l? g J,JOB de citoplasmas'[l
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‘con uno a tres determinantes antigénicos para un serogrupo. Kwapinski
informa de una buena correlacidn entre serogrupos cltopldsmicos y los
- grupos 6 especles distinguldos morfoldglca, cultural, blogufmica & fi-

sloléglcamente ({ Cuadro V).

Como puede verse, no existen criterios unlférmes para la ti- ... o )

pificactdn seroléglica dentro del grupo de las micobacterlas, lo qdé" las

hace poco comparativas entre s{.

En vista de la escaga sistematizacidn en la clasificacién de
micobacterlas y de que tal vez éstas varfen con distintas reglones geo.
graficas y con el tiempo, nosotros simplemente evaluaremos en cepag

mexicanas obtenidas recientemente la presencla de cuande menos un.. .-

sistema antigénico comn, con el fin de utillizarlo en el montaje dé.un

" método dlagnbstico més sensible y r&pldo que losl' e_xlétentes.
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23007

Cepas de Micobacterias

11666, Rav,, Coph.,
5692, BCG

H37 Rv

DB, DL, JHM

DGG, W

8139

240, 271

237, Ts, CDE

161, P

357, CDC

15483

P-21, P-22, P-24
P-18

P-6

P=15

p-19

An, S-10

S-7, Dr

14467,

Sheard, Ktrchberq )
607

15754, 19249
119989

19542, 11763, 32007
256, 378 :
13868,.32003, 32003,
32005

927 .
14468, 23001,
23041 S ’
14352, 19340, 23036
- 23009, 23022
11440 ‘

1‘9237
19276

23032,

= 23003 A
- 30000, 30001, 30002, .
© 30003 e

354, 8151, 81¢b

11564, 14472 o

H37Rv

&t

e

Cuadre V

Clasificacién seroldgica de micobacterias por deteccidn de factores del c

antisueros estandard en pruebas de inmunoprecipitacién,

P-24 357 101 271

BCG. P-15  P-19.
b ¢ d e i g h i
+ o
+ + CFe
+ + ’ + T e
+ * : o
+ + . + LTk
+ + + + LCREE
o+ + + & K
: + + B
o4 + o L
+ Ak

+
i
o

¥ + . Lo
+ + . +
+ + + g
4 + ¥
ko Fom 4
4 i )
8 A

(Lwapinski.?




froplasma con

fyi»:«as) (16).

i

L. . Ktrch- ~ grupo tipo de
fmSG herg 11564 6841 - 15483  seroldgico. citoplasma
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-Digeilo

1 ' Se obtuvieron las fracclones antigénicas { protefnas, l{pldos
y polisacéridos ) de 10 cepas de bacllo de la tuberculosls recoj(das re-

clentemente ( 1975 ) por e} IMSS.

2 Se obtuvleron antisueros de ratdn Balb C, contra cada una o

de lag 10 cepas dey_._ tuberculosis ( Sueros experimentales ).

3 Se obtuvieron gama globullnas de borrego _dlrlgldas contré’; .

una cepa de referencla usada mundialmente, M. tubgreulosis 27 Ry.

4 Se hicleron reaccionar an DID todas las frabcionea antigé - -
nicas frente a todos los antisueros de ratén, y frente-a las gama globu- o
" ines de borrego antl-M, tuberculoggg H37 Rv', como se {lustra en el ~

cuadro VI,

5 Se hicleron reaccionar en IEP, todas laa iracclones antige— e =

'nlcas fmnte a todos los sueros de raton ¥ frenta a las gama globuunas S

' da bortego antt- _M; ubegculogig 837 Rv, =

G La fmcuencla Yy distrlbuclon da reacclones posltivas entre =
: -"lus pmeh&s homologas ¥ heterologas ( Cuadno VI ), sirvkeron para dqtq__'
'minar las re1aclones antlgenlcas entre lag 10 cepas de M, ‘ ubergulog;g :

-v'eatudiadas." '



Cuadro VI

-M.- ;‘ube’rg’ ulosls

en contra de Ias fraccionea antiqenlcas de las cepas de _M_, tubgrculoglg estudtades.

Dlseﬁo experlmental Reacclones de antlsueros de raton y gama globuunas de borrego antl H37 Ry

Antlsuero de raton Antlsuero de raton Antlsuem de ratén
contra la cepa 1. contra la cepa 4. sl contra la cepa 50

"’ Fracciones: antlgén vlcva_"s‘ -

delacepal

: ":fv‘tacqudné: 5 arﬁ;igégni'cés

i de ia‘fcepa; a...

* " Fracclones antigénicas



Material y Métodos.

A.  Crecimiento y cosecha de las cepas de _M_. tubeiculosis .
1A. Se obtuvieron cincuenta cepas de M, tubgrcblg" sls als =
ladas de cincuenta pacientes tuberculosos del Centro Médico Naclonal,

IMSS, en medio de Lowenstein Jensen.

2A. Se resembraron en tubos de enaa?e, conteniendo 7 ml de
medio enriquecido de Dubos. Se incubaron a 37° ‘C dura'nté dos semanas, :

para facllitar su adaptacién al medlo ifquido,

3A. ‘Se resembraron las cepas, cé%ig una en dos matirace»s,_'» con. e
mbedio de cultivo sln’tético da PBY vy, ‘contenlando un trdzo dé r'n"a’deré deb; S
balsa estér!l de 1 cm “por lado. Sobre la madera 3@ deposltarion aluunas
“gotas del medio de cultivo de Dubos con \aa bacterlas en suspenslon, pa

ra permltir as{ ol crecimiento del bacilo en la superﬁcle dal Hquldo nutrien T :

< te. Se lncubaron los matraces a e durante doa meses. a! cabo de ‘os

N cualea, aparaclo una colonta color amarmo paja de a.specto rugoso de -— :5 S

e mlcobe;p_terlaa.
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47, Las colonlas sobrenadantes del paso anterior, se '
resembraraii en tres matraces contenlendo 100 m  de PBY, Incubéap
‘dose a 37° C durante dos meses, hasta crecimlento total.

SA. Al final se cosecharon Gnlcamente 26 cepas por fi

-

traclon en papel Wathman 4, lavando las miéobacterlas, con bu’ffer"w‘ S

de fosfatos salina (PBS), pH 7.0, hasta eliminar 'totayl_mér’\‘te‘el:m'é—» -

dio de cultlvo, el cual se desechd.
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B. Desengrasado y lisis del bacilo.

"1B. Se desengrasaron 10 de las 26 cepas cosechadas del
paso 5A. Esto se realizd resus pendiendo un paquete celular de tres
gramos de peso himedo aproximadamente, de cada cepa, en 100 mi

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

2B. Las bacterlas desengrasadas fueron cosechadas nue~.
vamente por flitracién en papel Wathman 4 y lavadas con PBS, hasta
obtener un flitrado trarfEsbarenté, el cual se desechd junto con el fil

trado de metanol-acetona.

3B. E! paquete celular desengrasado y lavado de cada cq_ =
: ;;a' ée" rééuspendlé en 30 m! de PBS y se soméﬂé a ultragonido con’un:
~ sonlcador Branson modelo B-12, en péf[odos alternos de un ‘mlr'\,u‘tob
: de ultraspn;do con un minuto de resceso, hasta completér 15 minutos
d‘é' sbnicaclén efectiva. La teinperatura de la mezclé se dontrolécbn :
| un baﬁo de acetona y hielo seco. Todo asto pmceso se raauzo en

: una campana con luz ultravloleta, para eliminar los baclloa presen-

- ,'ﬂ.,tes en los aemsoles formados durante la sonlcacion. -
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C. Obtencidn de fracclones antigénicas.

( Cuadro V11 )

1C. Las bacterlas lisadas por sonicacidén, se centrifugaron
alz, 000 g a 4° C durante 30 mlnutos, para separar los restos celula-‘ ,
reg y lag bacterias o a5 del sobrenadante conteniendo los ant[genos

solubles del clitoplasma.

2C. . Del sobrenadante del paso anterlor se preciplgaron las
protefnas con una solucion saturada de suifato de amonlo, hasta”a_lcap_u
“zar una concentraclén final de 50% de sal. Se centr{fugd esa mezcla a -
: 12,000 g a 4° C durante 30 minutos para separar las‘ prote[ﬁa‘s Pke'clpl-:
tadas. las cuales se resuspendieron y dlalizaron en PBS hasta la ell-f-i»‘
" minacion ’completa de sulfato de amonlo. El sobrenadants se d}ese‘ct‘l‘s.! |
El volGimen final de PBS conteniendo las pmte[nas fua de § ml,' ,sé é_r; i,
vagd y almacend a 0° C. A ests prepataclon ge le deslgno Praccion Prg

'teica (Pr}, vse empleo como antfgeno en las pruebas de DID ) IEF.

3C. El preclpitado del paso 1C, contenlendo restosv éélula-  " :

'rea Y bactertaa completas se resuspendlo en 100 ml de .gosa al 1% y

N se coloco en ! un bafio de temperatura constante a 70° C dumnte 24 ho~
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ras, con agltacién (3). Se obtuvo una mezcla homogénea, producto de
la hidrdlisls alcalina y, esta mezcla se centrifugd 12,0009 a4°C

durante 30 minutos.

4C. El sobrenadants del paso anterior se dializd contra agua
corriente a temperatura amblente, 18° C, durante 72 horas . Posterlor -

_mente se concentrd a 10 ml por pervaporacidn a temperatura ambiente.

= 5C. 'A la preparaclon del paso anterlor se le ellmlna_mn los I
pidos y protelnas por el método de Sevag (1934), agregéndole lguai o
clantldad de una mezcla de cloroformo-butanol (9:1v/v)en u.n‘e;nbudo_"

de separaclén y con agltacién constante durante un minuto. Se ceﬁtrlf_\_i_ v
g6 a 12,000 g durante 15 minutos, formandose tres capas, la suberlor :

: cqnteniendo polisacéridos 1a Intermedia de aspecte lecﬁdsé chténle_r},_»v”
dov’proteinas dasnaiurallzadas, y la inferior { cloroformo~butanol ) co_ri

“tenlendo sustanclas lipfdicas.

6C. La capa superior del paso antarlor s dlallzo contra agua ‘ﬁ e

".corrlente a temperatura del laboratorlo, durante 72 horas y 58 despro - j, f

g .temizo, agregando 1gual volumen de’ una soluclon saturada de sulfa ST
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td de amonio a 37° C durante 30 minutos. Despuds se colocd a 4°C
dura’nte 60 mlnlxtos y se centrifugd a 12,000 g durante 20 mlnu.tos.
para separar las protefnas precipltadas. El sobrénadante se dlalizd
coqtra agua corrlente, a 4° C durante 72 horas. Posterlormente se
concentré a 10 ml y se le agregd 5 ml de Acido tricloroacético al 5%.
La protelna precipitada se elimind por centrifugacién a 12,000 g, a’.

4° C durante 15 minutos. El sobrenadante se dlalizd contra PBS y se

concentrd a 10 ml.

7C.  El sobrenadante del paso anterlor; libre de vl[pi‘do’s‘y :

protelnas, de aspecto crlstalino, contenlendo los pou;acérldos vfué(

: tratado con 10 volimenes de etanol absoluto frfo, defando la mezqia’

reposar durante 24 horas a 4° C. Poster‘lorment_e ée centrlfugd la ﬁez‘-
- ~claa 25,000 g, durante 30 minutos a 4° C. El sedimento se_'dlsolvv"i‘c}.'
en 5 mi de PBS, con dliallsis Intensiva én P'BS.V Este sedlhemo . al} :
mécem’v);désignéz Fraccidn Polisacérida ( Ps ). Al'igual que las pm}-
' tefr;as del paso 2C, se empléé el Ps comn ant{genc en las pmebara ;—,.; N

de !nmunodifusidn,

8C. La capa Intermedia del pago 5C, se d_e_sécb‘ a »t.gmp‘er'z;'.‘.v’._ S

- tura amblente, ge resuspendld y dlalizb en 'PES. Se almacend.
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9C. La capa inferlor del paso 5C, se evapors a ‘3S°C,
el preéipltado se rasuspendid y dlalizd en PBS. A esta parte se le

"designd Fraccldn Lipldica { Li ), v se almacend para ser usada ==

como ant{geno en_las pruebas de inmunodifusion.
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D. Lista de Cepas

La extraccidn de las fracclones ant{genas se realizd Qnlca~-
mente en 10 cepas, las cuales se designaron con la letra C seguido

‘de nlimeros ardbligos, éstas fueron:

Cepa No. Clave del  IMSS
c-1 10 7956 B8 24 1w 75
c-4 073 21 B8 16 W75
c-10 10 84 09 ES 30 W 75
c-12 10, 97 58 ES
Cc-20 : 10 76 59 ES 2 W 75
c-21 - a2 eeoEs 2 ovons
c-31 ~ 1118 59 ES 18 v 75
c-33 0397 s 1w 75
c-45 11 se 28BS % X 7s
cso . 161 E b

De cada una de euaa e obtuvleron tres fracclones ( prota[nas )’
Pr 7 poliaacérxdos Ps;y llpidos L ), lo que da un total de 30 iracciones ’

antigenlcas .
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E. Determinacién de Prote{nas.

La determlnaclién de la cantldad de protelnas se llevd a

.cabo por medlo de la técnica de Kjeldahl (36).
F.  Determlnacién de Pollsacéridos.

La determinacién de polisacéridos se llevd a efecto por- o ‘

medio del método de Fenol-Sulfarico. { Dubois, 1956; 37 ).

>

G. Determinacion de lipidos.

‘La determinacién de los lfpldos totales se llevé a cabo por
o medlo de la tecnlca da Zoiiner v Klrch. 6 reaccldn de sulfofosfo-val-‘ o g

'guuna, (sP). (39 ).
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H. Obtenclén de sueros de ratdn anti M. tuberculosis

( Sueros experimentales )
1H. Se formaron 11 lotes con 5 ratones Balb C por lote.

~2ZH. ~Cada lote se Inmunizb ¢ on una de las 10 cepas emplei, L

das como fuente de ant{genc, dejando un lote testigo.

3H. Los ratones recibleron dos lnmunlzadlones con 0‘.5 mg - k
"de M. tuberculogis muerto por calor, mezclado rn 0. 4 ml de adyu')ab_
_te incompleto de Freund, por vﬁ: subcutdnea, con un intervalo de 15
dlas entre las dos lnmunlzac‘lones. Quince dfas después, cédg ratén
>rec'u‘>16> una tercera estimulacldn con .1 mg de ba'cvllo ed 0. 2 ml.de

- PBS. por v{a gubcutinea.

4H. Se sangraron log tatones B d[as‘des’p\iés de la: ﬁltlk_ria s
Inmunizaclén. Se separd y congels el suero para ser usado posterior

. -mante en las pruehag de inmunodifusién, contra ,las'}rai:ci_dpes‘ nntlg«_ia_ 5

"anl_t_:v&a obtantdas en C.
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PR

I. Obtencldn dé éama globullnas de borrego anti M,_tuberculosis H37 Rv

I1. Se Inmunlzd un borrego con § mg de M, tuberculosis H37 Rv, en 1 ml
de adyuvante incompleto de Freund, por via intramuscular,

21. 6 meses después se did un segundo estimulo con la misma dévsls de -

bacilo y adyuvante.

31. 3 meses después se sangrd el borrego y se separd el suero del que
se purificaron las Inmunoglobulinas por precipitacién con sulfato de amonio,

las que se usaron posterlormente, en las pruehas de inmunodifusién.

]. ;Dobleilnmunodlfuslén.

17, Las prusbas de DID se realizaron por medio de la técnica de Quéhe}ff R

" lony (39) utilizando agar fundido al 1% en PBS, pH 7.0,

2] Se colocaron lag fracctones antigénicas obtenidas de las cepaa de

M. tuberculgglg en log pozos periféricos y’ los antisueros en el pozo cen- L

‘ tral hasta llenarloa de tal manera que se realtzamn todas las comblnaclones[f

pos&bles entre loy 5UB 06 dlrlgldos contra las 10 cepas de M, tubgrculoglg y L

sus respecttvas fracclones antigenlcas como se Uustra en 1a fotograf[a 3.
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3]. Se guardaron los geles en cémaras hiimedas a tempera-

‘tura amblente durante 72 horas.

4]. Después de ese tiempo se observaron macroscéblcame_g_ '
te las bandas de precipltacion por medio de luz Indirecta con\fon’do obg= "

curo.

5]. Se tlfieron las bandas con a‘zﬁlwcloomavskslér. s
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K. Inmunoelectroforesis

1K. = Se colocaron 4 m! de agar fundido al 1% con buffer

de boratos pH 8.6 por cada portaobjetos.,

2K. Se deld solidificar a temperatura ambiente_ v guardg’)‘

en chmara himeda a 4° C durante 12 horas.
3K. Se horadd para Inmunoelectroforesis ( dos orificios ). - ‘

4K. En los orlficios se colocaron las fracclones‘&nt‘lgéni-ik‘ o

“ cas de M, tubq‘ rculogls .

5K. Se coloch la placa en la camara dé ‘IEF‘cbn\ buifer da’ (i

boratos pH 8.6 y con papel fiitro se formaron los pueites entre las pla :

‘ .‘cvas y el bhuffer.
‘,,' 6K. - Se corre durante 30 mmutos»con_iS'O'Vovltlos.; '

7K. - Pasado ese tlempo se haca un ca'nz_x'l de ?x 70 mm i

7 entre los dos orificlos donde se habfsn colocads los antfgenos. ¢ .
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8K. En los canales se colocaron los sueros de ratén

© borrego.

9K. Posteriormente se colocd la placa en una cémara -

himeda a temperatura ambiente durante 48 horas,

10K. Se observaron las bandas de predlpltaclén por,irié'-;

dio de luz indirecta.

~11K. Se lavaron las placas y se colorearon c’ojﬁkazﬁl;d‘é i

-Coomagsle.
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L. Coloracién de las bandas de lnmunoprecipltado

1L, Se lavaron las placas con camblos continuos de PBS

durante tres dfas.

2L. El Gltimo camblo se hizo con agua destilada durante.
»a .
. treinta minutos.

3L. Se cubrieron las placas conpépel {llitro y secaron a

‘temperatura ambiente.

4L, Posteriormente se cubrieron con azGl de Coomassie

1% en solucidn acuosa de &cido acético al 7% durante 10 minutosg., - .

SL. Se decoloraron con 8cldo acético al '10%.
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Res u}tados .

El el cuadro VIII aparecen las cantidades de protefnas,

- polisaclridos y l{pldos ' obtenidos en las £raccion§s antlgénl‘casv
corregpondlentes a cada una de las 10 cepasg tratadas. Se ﬁﬁe@e |
observar que sl reﬁdlmlento de protefnas y pollsacﬁrldos en aigg
nas cebas, fué muy bajo, ( cepas 12 33y 50) vy que la fraccléh
1d§ntlf1cada por nosotros como l[pldos‘ no contuvo cantldadas dg -

tectables de \[pidos en la técnica empleada.

Las concentraclones flnales de todas las fracclones an-

‘tlgénlcas, se ajustémn a2yad m‘g/ml pare lax pruebas de lnmy ~

_bodlfuslén.
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Cuadro VIII

Cantidades de protefnas, polisacéridos y l{pidos

correspondientes a las 10 cepas estudiadas,

Prote{nas Poligach~ Lipldos . .. ‘= e
Cepa en mg. ridos Lo

-1 14.0 5.1 -

c-4 9.9 4.4 o

c-10 4.6 o R
ez s a2 -
ceéo Ces 0 mae e
ca1 a3 e
c-31 g0 72 e

B R 5 K 2 R e

. C-45 1.0 ERR F A

Cees0 20 L0 e
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Fracciones Proté.icas. - En el cuadro IX aparecen los resulta-
dos de las reacclones de DID entre los sueros experimentales y testlgo,
frente a lés frac’ciones protélcas de las 10 cepas de M. tuberculosis
estudiadas, La concentracién de cada fraccidn protéica fué de 2 mg/ml.
Como se ve, los sueros que mds reacclones positivas dieron, fueron el
4 y el 31. Las fracclones protéicas que mds resultados pbsltlvos pré—
gentaron, fueron las de las muestras 1, 20 y 31, No se obtuvieron reag
clones homélogés poslitivas a excepclon de la l’ y 31. En general iés da
tos sugleren una pobre respuesta inmune de los ratones con él esqugma

de Inmunizaclén empleado,

En el cuadro XX, aparecen los resuitados de las reacclbnes
de DID,entre los sueros experimentalesy testigo, frenta a todas lag ) :
fracclones protéicas de las muestrag de M. tuberculosgis es;udlédaé.‘
“La concentracién de cada fracclén fué de 4 mg/ml. En todos 163 suebs,
& excepcton del suero 33, se pbtﬁvlemn resultados posltWés. El su_ero-' :
31 fué el que presentd més reacclones posltivas, Las fracclones. protéi- :
cas de las muestras 12, 33 Y 50, no reacclonamn frenté_a los 'suéfbs’ ‘

experimentales. La fraccién de la muestra 31, fué la‘qué,r‘eac'c;c}rz_é_ Vcén: o

més nﬁmer§ de sueros experimentales. %as prﬁebas ‘homblogas 1 y 31~ L

fueron las Gnicas que reacclonaron positivamente..




Cuadro X

Cuadro de resultados de DID de las fracclones protelcaa ( 2 mg, ml )

frente 3 Bueros experlmentales de: ratén.

§-1 s s-lz 8-20 S-2l  §-31 s-s‘s*'—v‘s.—}iSy

gl et LR S ST ST



c uadro X

Guadro de resultados de DID de las fracclones ‘protélcas (,‘4‘>,mg/‘m"l )
fronte a sueros experimentales de ratén'._

§-1 s-4 sz 520 §21  §31  §-33  S-45 580 5

C‘i AR TR + S - e -

- < R

§: - Antlsuero experimental de raton, .
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Eh el cuadro XI, aparecen los rasultado.s de lag pruebag de
IEF de las fracclones protélcas ( 4 mg/ml) de 9 cepas de M, tuber~
culogls , frente a 5 sueros experimentales, suero testigo y gamaglo
bullnas de borrego Inmunizado con M. tuberculosis , H37 Rv, En és~
‘ta se aprecld que las gama globulinas reacclonaron positivamente f;e_q
to a todas las reaccliones protélcas, 8 excepclén de la fraccién protél
ca de la muestra 12. El suero experlmental 1, no reacciond en ninguna
comblnaclén. Los sueros 4 y 21 reaccionaron con la mayorfa de las =
fracclones protélcas. En las fotograffag 1y 2, apareéen los resultados
de IEF, entre las fracclones protélicas ( 4 mg/ml )‘de las caepag 1, 4,-
7 20 y 21, y las gama globulinas de borrego anti M, tuberculogig H37 Rv,
en las que se aprecla una sola banda da precipitado, desplazaqa hacia
el cétodo. | | |

En la fotograi(a 3 aparecen las bén&as de preclplta'cléx’yen

un sistema de DID, entre las fracciones protelcas (4 mg/ml) de 9 mueg- '

o trag de M. tumrculoslg frante a gama globullna de barrego emtt M. tu f_ o

~berculosis H37 Rv. En todos los casos los resultados son posmvos -

apracléndose una banda de ldentldad entre las fracclones protélcas.




G e R
: _.jcgadrb de resultados de IEF de las fracclones p‘mitéklc_:ds"( _4(mgﬁhl'_)"f‘rer';t"elq’a_:s‘u‘ems/. ’

o ‘e‘xpe'rlmehtales de ratén y gama globulina de borr'e‘gvo anti M_,tub_e_"m’ u1¢'§"1§~ H37R

§-1  5-4 - §-12. $-20  5-21  globulinas

o | IR + o - E R

- C-10
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Fracciones de polisacéridos.- En el cuadro XII, se sefialan
los resultados de las reacclones de DID, entre los sueros experimen
tales y él suero testigo, frenta a las fracclones de polisacéridos --;
‘ 5 k ( 2 mg/ml) . de las 10 cepas estudladas de M, tuberculogis. Aparecen
o reacciones positivas en los sueros 1, 45 y 50. La mayor{a de las ftag_
clones de polisaciridos, dieron una & dos reacciones positivas a ex&eg
cién de log polisacéridos de las cepas 4, 33 y 50. No se observaron -

- reacciones homdlogas positivas.

En el cuadro XI1, 2parecen los resultados de las macclbnés :

de DID, de los sueros experimentales y del suero teétlgo, frente a to:«-

das las fracclones de polisacéridog (4 mg/ml ) de lasg cepas de M.

berculosts estudiadas. 86lo se obtuvieron resultados poéltivos en los

sueros 12, 21 y 31. En las fracclones de pollsacéridos en las Cepas. :

4, 31y 50, En general los resultados de las xeétclpnes iue‘mn nega - '

CUtlvos.




Cuadro X

: ‘,C_u:adro de resultados de DID de lasviraccloﬁes de polisachridos (“2 mg/m.l‘)‘;;,:',:}v

frente & sueros de ratdn, experlmevntaleé y testigo.

841 s 8-l s-20 82l s-31




C uadiro XIII

Cuadro de resuitados de DID de las fracclones de pollsac&rldos ( 4mg/m1)

a los sueros de fatbn, experlmentales y testlgo.

s-12 . s-20  §-21 . S§-31.. §33 . §
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En el cuadro XIV, aparecen los resultados de las pruebas

de IEF de las fracclones de polisacéridos (4 mg/ml), de 9 mués-

“tras de M. tuberculosis , frente a § sueros experimentales, suero -
testigo y gama globulinas de bomego inmun{zado con M. tuberculo-
sls H37 Rv. Aquf aprectamos que las gama globulinas de borrego, -
reaccionaron positivamente con todos los polisacéridos de lag 9 ce ‘
kpas, a excepcion del de 1a 31. Todos los sueros experimentalag -~ -
reacclonaron negativamente a excepcidn del suero 20, En las foto -

graffas 4 v 5, aparecen los resultados de IEF, entre las fraccionesv"
de polisaciridos { 4 mg/ml) de las cepas 20,21 y 50 y las gama -

" globulinas de borrego antt M, tuberculosts H37 Rv. Obséwvese una

banda de precipitacién desplazada ligeramente hacle el ctodo, :

En la fotograffa &, aparecer las bandas de prec,lpitaclén
en DID, entre las fracclones de poligachridos (4 _mg/‘ml')‘de‘B ce~

‘pas de M. tuberculosis, frente s gama globulinas do bomoge antl =

M; tubefculosl.g H37 Ry, Se aprecian bandas de identidad éntre log k

. pollsadérldosda todas las cepas,.




Cuadr o'XI\(“"

e Cua.drlél de resultados de IEF de las fracclones de polisa.célrldds.‘( 4 mé_/ﬁxl'A);"\" SRR

frente a sueros da ratén _exbérlmentalqs y testigo, vy gama gldhhlm‘é's'“ L

de borrago anti M, tube gg'ulkog;s» H37 Rv.

SN B y Cogame ol
§-1 © §-4  8-12 - §-20 . §-21. - Globullnag -~ 8-T ..

-



Ty ogama globulings

suna baonda

ey

Votoarafia <

Potagrada % : : ; R FEDNE

L lag [otogre

mgsmb b ode s cepas 2

fracoun

et

M. tubereulneis W3

a4 el odtodn .




Pa 50 Pyl 3.4

Ps 12

Potogralia o

Regultadnsg de DID ontre fraccionns de polisacaridos { Amyg/mll,

neritéricos Yy oema globulings de ;

do paddas ias




55 -

Fracciones Lipfdicas. - ﬁn el cua‘dro:XV, aparecen los r‘e‘srul—-_ :

tados de las reacclones de le, entre los. sueros expéﬂmentales y |

« : testigo, frente a las fracclones lip(dlqas de lag'10 cépas estudladas"; f-. :
: - ‘El,’suevro 31 tuvo 5 reacclones poéltlvas y-el suero 20 una. No huBo 1» 

'reaccloneshomélogas positivas. En general los resultados de Iésffeégl "

ciones fueron negativas. No se concentraron estas fracciones, ni se

hicleron reacclonar frente a gama globullnas de borrego anti M, t\ibég‘

© 0 culosls H37 Rv.




S Cuadr o XV

‘Cuadro de resultados de DID, de las fracclones de L(pldoéifréﬁ{ :

a sueros de ratén, experimentales y‘test/lgc;‘ :

§-1° S-4 s-12 S-20 §-21 §-31  §-33

'C-'l‘-‘ L N S - Ty _ BN
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Dlscusién,

De los resultados obtenldos en este trabajo se puede concluir
que M. tuberculosis H37 Rv, es una flel representante de las micobac-
terias causantes de la tuberculosis actualmente en México, porque posee ,
antfgbenos comunes a las éepas estudladas, tanto en su fraccidn protéica
como en su fraccidn polisacérida, por lo que luce, como un buen candida

to para el montaje de una técnica de dlagnastico de la enfermedad.

Lag fracclones protéicas, reaccionaron en genaral negatlvame_q‘
te frente a los srueros experimentaleé de ratén, no asf frénte a las gétﬁa
B glubullnas de borrego anti M, tuberculogis H37 Rv, a las concentraciones |
usadas. Lo que Indica, por un lado, la estrecha relacidn antigénica entre
todas ‘laé cepas en sus fracciones protéicas con M, mw_s_;_gﬁS?;RV; :
,y"p&;r btto lado la deficiencla de log sueros expvarlm‘ental;‘esj para reé;clqﬁar

_frente a estos antigeros micobacterlanos .

 las fracclones de pollsacéridos, reacclonaron hagativamehte Lo

. frente a los sueros experimentales y positivamente frente alas gama glo~

’ :b'ullxiéé de borrego antl M. ;ubercmo'g‘lg H37 Rv, de donde sé i:ondlxiyé N

o que las relaclones antigenlcas entre loa pollsacérldus de las cepas ostu-; : -

‘ : dLada,s y lps da M. tubeggulgslg H37 Rv, son baatante estrechas y que lqsl,v_’
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sueros experimentales de raton no fueron capaces de detectar tales

similitudes,

Las fracclones Mp[dlcaé. reacclonaron ﬁegatlvaménte frente
a los sueros experimentales. En general esta fraccidn es poco emplea
da en pruebas thunolégicas, por su carécter hldr’of'éblcoi( Kwaplrrx.sk‘i,_ ’
-17 ),b. y lag ever:!ua}es reacclones positivas se explican enriunclé‘n -

de moléculas contaminantes.

Cabe notar también, que el rendimiento de anffgenos fué ba=~ '

jo, v asto debe tomarse en cuenta para futuros trabajos de tipifik:aclén RN

saroldéglca de mlcobacterlas u otros generos ya que dependlendo de s

la canudad de antfgeno dlsponible podrhn hacerse las pruabas 1nmu""~ f

noléglcas en distintos digeflos experimentales.

Los resultados negativos de la mayor(va dé‘las reaccl‘d‘deq de

DID e IEF con log sueros de ratdn, se deben probablements a deficlen=. ‘

clas en al protocolo de tnmunlzacxén, pues 'aquihtluzam)o'sfel, due con%

; vencionalmente segulmos para otros ant[genos y otras especles anlma- S

1es Sablda es la bondad de ajustar los protomlos de [nmunlzacion a :

: cada combmatorla ant(ueno—anlmal para obtvuner buenos resultados = i B

i(Larralde, 38) Mancos probable, pero mucho m&a intarenante es la i




o fﬂl!sacérldos as alto, no . se puede declr lo mismo para las pxote[nas. As{
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posibilidad de una deficlencia genética de ratones Balb C para sinte— »
tizar anticuerpos anti-micobacterlas, lo que serf{a objeto de distintos

planteamientos experlmentales.

La variacién de los resultados en los sueros experlmentalésr '
cuando se utllizaron dlferentes concentraciones de ant{genos se pue-

den explicar por los sigulentes motivos.

" a) Formacién de bandas de precipltado poco visibles.

b) Alteraciédn de la reactlvidad del suero, por manejo inadecua

do del mismo, en funcldn del tiempo wo contaminantes

No hay que olvidar zue en las reacclones de prec;pltaclén;- exig‘»

te una zona de equivalencla y que se deben estudiar distintas combfna- -~
“torlas empleando diferentes concentraciones de antfgenos y a'ntlt:ueirpo‘s I

pare poder encontrar dicha zona,

La tecnlca de extraccidn de los ant[genos es‘ larg~ ;:ura !os pmt :

:, positos da upmcacion, y aunque al grado de puraza obtenldo en lc's po-

o ‘;'es prefetlble seguir una tecnlca que ademés de’ réplda y senctlla, perml-

o -ta ser comparabla ‘con otras ya exlqtentes.
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Continuaremos este trabajo con objeto de terminar la tipifica-
cién serolégica de las restantes 16 cepas que se lograron cosechar, pe-
ro mlentras usaremos a M. tuberculosts H37 Rv como fiel repregentante ' ;
de las mlcobacterias causantes de 1a tuberculosls en vista de tener an-
_tlgenos comunes con todas las cepas examinadas hasta ahora e lmglar_e_

mos el montaje del radiolnmunoensayo- para el dlagndstico de la tubercu - ' N ‘

losis.
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Concluslones.

1.~ _M. tuberculosls H37 Rv presentd relaclones antigénicas con

“las cepas estudladas en sus fracclones protéica y de pollsacérldos. ‘

2.- Las fracclones lip{dicas de las cepas estudladas resultaron

ser poco reactlvas en las pruebas de lnmunodlfuslon.

3.~ Surgld la posibllidad de que los ratones Balb C empléadds en
~ este trabajo, fueran inmunodeflcientes genéticamente para montar ur}&
;respueata contra las cepas de M. tuberculosig .

< -

T 4.~ La técnlca de tipificactén seguido pc'r nosotros,: deb‘e éllmpu-v-v" -

ficarse con el fin de ampliar el nimero de cepas a estﬂdl}:r."

' ~8.= Se termlnar& con 1a tlpiflcacion con las restantes cepas cose-i :

o kchadas y se usaré a M, ubgrgulgg;g H37 Rv para al montaje del radlo :

. lnmuno—ensayo, para el dxagnosuco de la tuberculosls.~ '
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