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1. INTRODUCCION

GENERALIDAES -

La tuberculosis continfia representando un problema de -
salud piblica en M&xico, ocupando el 11 lugar de mortalidad
en nuestro pafs ( 20 ). En la actualidad se estima que la -
padecen 30 millones de seres humanos, siendo la incidencia -
anual de 8 millones en el mundo ( 28 ); si bien este padeci-
miento muestra predominio pulmonar, existen diversas formas
clfnicas que afectan diferentes tejidos del organismo (18 ).

Entre ellas la tuberculosis meningea (TBM) y pleural.

La tuberculosis meningea es una de las formas clinicas
mis grave de la tuberculosis. Ademds de su elevado Indice de
mortalidad, cuando no se identifica oportunamente para su =--
tratamiento medicamentoso, en lps pacientes que sobreviven -
deja graves secuelas de tipo mental, motriz y sensorial que
son incapacitantes para una vida productiva e independiente
por lo que este problema adquiere una enorme trascendencia -
sociocecondmica, subre todo considerando que se trata de una
enfermedad que afecta preponderantemente a la infancia, --

adolescencia y adultos jovenes.



"La tuﬁe:qﬁlpsis meningea (TBM) ha sido clasificada.éqfré;lag;
meninéiiis'érénicasvpero no es raro encoﬁtr&;héuadros,de ini
ciS{de évoiuciSn agudos que provocan una seria dificultad --

“en el diagnéstico diferencial con otras infecciones del Sis-
teﬁa Nervioso Central SNC; bacterianas, micSticas, virales y
parasitariaé cuya incidencia tambi&n es alta enh nuestro me--
dio.

+Por otra parte la identificacién bacteriolégica del germen -

causal {¥ycobacterium tuberculpsis & Mycobacterium bovis), =

es muy dificil de comprobar en los LCR a travé&s de los culti
vos en medios especiales y observacidn en frotis tenidos.
Esta dificultad hace que frecuentemente se retrasen las
medidas terapéuticas indispensables o que se decida adminis-
trar tratamientos antifimicos especificos en casos no compro
bados. Recientemente han sido introducidos algunos métodos -
inmunolégicos para detectar antigenos microbianos.

En tuberculosis meningea, los métodos que hasta ahora
se han usado son los inmuncenzimdticos con t&cnicas de ELISA
directa e indirecta, Radioinmunoandlisis y Latex, en 1983, =
se publicé uno de los primeros trabajos en gue realmente se
demostraba la utilidad de té&cnicas r8pidas, como el método -
de ELISA para la deteccién de antigenos micobacterianos usan

do un anticuerpo anti BCG en el cual se obtuvieron resultados



con una sensibilidad del 81% y una especificidad del 95%( 2 }-
Bstos resultados han sido confirmados por otros grupos{( 11 ).

Utilizando otras técnicas tambi&n se ha demostrade la -
presencia de antfgenos micobacterianos en Liquido Ceafalo---
Raquideo de sujetos con tuberculosis meningea. Krambovitis y
col., usando el método Latex, detectaron antigenos micobacte-
rianos en Liquido Cefalo Raquideo de pacientes con TBM obte--
niendo una sensibilidad del 94% y una especificidad del 99%.
Debido a la sencillez y la facilidad de realizarlo en cual---
quier laboratorio, afin en paises en desarrollo probablemente
constituya el método de eleccibn para el diagndstico de tuber-
culosis meningea.

La t&cnica de Radioinmunoanilisis tiene una sensibilidad
del 82% y una especificidad del 90% para la deteccidn de anti
genos micobacterianos presentes en muestras clinicas como;
suero, LCR, resultados muy similares a los obtenidos por el -
método de ELISA ( 33 ),

Sin embargo, debido a que las t&cnicas de ELISA, RIA y =~
Latex son té&cnicas cuantitativas y no cualitativas, se descono
ce las caracteristicas de los antigenos presentes en las mues- -
tras de LCR de pacientes con tuberculosis meningea, lo cual -
facilitaria el desarrollo de mejores técnicas de diagn®sticc, -

asi como un mejor entendimiento de la enfermedad
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1.2 IDENTIFICACION Y PURIFICACION DE ANTIGENOS DE M.tuberculosis

Knicker y Laborde (15) obtuvieron diferentes fraccio--
nes al separar los componentes de cultivos de M.tuberculosis
por cromatograffa de intercambio ifnico. Estos autores demog
traron la presencia de una gran variedad de antfgenos, algu=~
nos especie-especificos y otros compartidos en otras espe---
cies e incluso en diferentes gé&neros bacterianes. En un in--
tento para uniformizar los criterios de clasificacién de --
estos antigenos Daniel, Affronti y otros grupos de investiga
cién ( 1), propusieron la inmunocelectroforesis (1EF) como =
método andlitico; enfrentaron preparaciones de M.tuberculosis
con sueros hiperinmunes de referencia; asf clasificaron los
antigenos a partir de c&lulas bacterianas y de filtrado de -
cultivos, en 1l bandas con diferente movilidad electroforeti
ca.

La IEF utilizando los mismos sueros de referencia, ha -
sido empleada en numerosos laboratorios en todo el mundo -
con propositos principalmente de identificacifn durante el -
aislamiento de diferentes antigenos, los cuales se han apli-
cado en el desarrollo de m&todos diagndsticos con una mayor

especificidad.
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Se han publicado una gran cantidad de trabajos sobre
separacién, identificacifn y aislamiento de antigenos -
derivados de M. tuberculosis (tabla # 1).

El desarrollo de métodos con una mayor sensibilidad,
como. es el caso de la electroforesis en una y dos dimensio
nes (. 23) y la inmunoelectroforesis en cohete (Rocket); -
Vha démostrado una gran cantidad de componentes antigenicos
en los extractos de M. tuberculosis.

Recientemente Young y col., (35 ) y Thole y cols. (30)
utilizando la clonacién molecular del DNA de cepas de esta
especie bacteriana, lograron aislar algunos antigencs in--
corporados y expresados en el genoma de clonas de E.coli.

La posibilidad de existencia de heterogeneidad anti-
genica en diversas especies bacterianas pat6genas del hom-
bre inclufda M,tuberculosis complica afin m&s la busquedad
de antigenos para el desarrollo de métodos inmunodiagnosti
cos. En el caso del genero Mycobacterium, se ha demostrado
la existencia de variantes antigenicas en las especies -

M. avium, M. kansasii. En referencia a la especie - -

M. tuberculosis, ho hay reporte en la literatura de la -

comprobacidn de subespecies, Sin embargo, Coates y cols, -

{ 3 ) demostraron la diversidad antigenica de esta especie
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TABLA 1

RE LA PURIFICACION DE ANTIGENOS

. MICOBACTERIANOS POR DIFERENTES METODOS FISICOQUIMICOS

Investigador

Métodos

- seiberth

- Kniker y la Borde

- Baer y Chaparas

- Janicki y cols.

- Roszman y cols.
Minden y Far

- Yoneda y Fukui;
Daniel,Ferguson

Ruwabara

~ Azuma y cols;
Yumamura y cols.
Misaki y cols.

- Daniel

- Daniel; Anderson

Precipitacidn con etanol-ic.acé&tico
Cromatografia de intercambio iSnico
Cromatograffa por exclusién molecu-
lar.

Electroforesis en papel

Electroforesis en geles de poliacri
lamida.

Precipitacifn con sulfato de amonio,
filtracién en geles, cromatograffia-
de intercambio ifnico y electrofo--

resis.

Extracciones alcalinas, precipita--
cibén con etanol y cromatografia de
intercambio iénico.

Cromatografia de afinidad con Conca
navalina A

Cromatograffa de afinidad inmunoab-

. sorbente.

Referencias tomadas de Mycobacterium antigens { 5 )
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bacteriana, al enfrentar extractos de diferentes cepas de

M. tuberculosis con una serie de anticuerpos monoclonales

por e}l métocdo de ELISA.

UTILIZACION DE ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA
EN PRESENCIA DE DODECIL SULFATO DE SODIO E INMUNOELECTRO-

TRANSFERENCIA EN EL ANALISIS DE PROTEINAS BACTERIANAS.

El desarrollo de m&todos comola electroforesis en -
geles de poliacrilamida en presencia de Dodecil Sulfato -
de Sodio (PAGE=-SDS) (7,17) y la Inmunoelectrotransferencia
{IET} ( 31 ) han abiertec nuevas posibilidades analiticas ~
de los componentes antigenicos de especies bacterianas. -
La PAGE-SDS es un métodc electrofor&tico con una gran sen-
sibilidad, mediante el cual se pueden separar proteinas =
en base a sus caracteristicas de pesoc molecular, ademis -
que pueden calcularse las concentraciones individuales de
cada banda proteica utilizando métodos cuantitativos de -
tincién. Por las ventajas inherentes a este método, la -
electroforesis de protefnas actualmente se utiliza en el

an3lisis de diferentes géneros y especies bacterianmas (7).



La IET combina la gran capacidad de resolucifn y ca=--
racterizacién fisicoquimica de la PAGE-SDS con métodos =--
inmunoenzimaticos y radioinmunolégicos. Este m&todo ha -~
llegado a ser un procedimiento rutinario para la caracteri
zacién bioguimica de macromol&culas ( 13 ), consistente en
la transferencia por medio de un campo el&ctrico de antige
nos previamente separados por PAGE-SDS, del gel de polia--
crilamida a papel de Nitrocelulosa, donde se llevan a cabo
reacciones de deteccitn de los distintos componentes antfi-

genicos por anticuerpos especificos.
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2. PLANTEAMIENTC DEL PROBLEMA

Uno de los proyectos del Departamento de Microbiolégia
del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, com--
prende el desarrollo de té&cnicas inmunodiagndsticas que -~
permitan establecer el diagndstico de Tuberculosis. Es por
ello que se pretende emplear la técnica de Inmunoelectro- -
transferencia & Western Blotting, para identificar y carac-
terizar los antigenos proteicos de M. tuberculosis presentes
en L.C.R.

La utilidad de la identificacién de estos antigenos es el -~
facilitar la producci6n de anticuerpos especificos ya sea -
monoclonales o policlonales, lo cual conduciria al desarro-
1lo posterior de t&cnicas especificas para inmunodiagnﬁsti-.

co.
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4, FUNDAMENTACION ‘DE LA ELECCION DEL ‘TEMA

La tuberculosis ha representado un problema de salud -
pGblica desde hace muchos afios. Aunque la mortalidad ha dis
minuido su incidencia es elevada y en afios recientes la ==
incidencia de la tuberculosis extrapulmonar se ha visto --
notablemente aumentada. En tanto que el método ideal para -
el diagnbstico de tuberculosis no ha sido descrito. Las -
formas tradicionales de diagnéstico comprenden: -

a) Métodos bacteriolégicos

b) Métodos clinicos y radiolégicos

c) M&todos inmunolégicos
a) MEtodos bacterioldgicos:
l.- Baciloscopiaz

El frotis para la biisqueda de bicilos -

dcido alcohol resistentes, es el método mds usado para el -
diagnfstico de tuberculosis pulmonar. Sin embargo, en se- =~
ries mis recientes su sensibilidad fué de 75% con un 25% -
de falsas negativas { 29 ). La sensibilidad de este proce-
dimiento es adn mis baja en infecciones como pleuritis y -

meningitis tuberculosa. (29 }.



-11~

2, Cuitivo del éqente infeccioso:

El cultivo de micobacte--
rias es lento y tedioso los resultados tardan de 2 a 4 sema
nas en ser conocidos, usando los métodos convencionales -
{ 29 ) y por lo tanto su resultado es de poco valor priacti
co para el manejo rutinario; ademis en nuestro pais existen
pocos laboratorios con las facilidades para el cultivo de -

micobacterias.
b) Métodos clinicos y radiolégicos:

El cuadro clinico y radiolégico no son especificos de
la enfermedad pudiéndose presentar en otras diferentes a

tuberculosis. ( 18 )
¢} MBtodos Inmunolbgicos:

De los procedimientos serolfgicos existen algunos tra-
bajos que han demostrado la utilidad de la deteccidn de -
anticuerpos para el diagndstico de tuberculosis. De ellos -
se han usado ELISA y Radioinmunoandlisis (2,11,33). Sin -
embargo, los resultados son poco fitiles por la alta frecuen
cia de reacciones cruzadas con otros microorganismos y por
la presencia de anticuerpos anti-micobacteria en la pobla--

¢ifn general.



=12~

La prueba intradérmica utilizandec PPD, que es un mé&to-
do de diagnbstico en algunos paises, pierde su utilidad en
M&xico por el uso de BCG y la alta prevalencia de PPD posi-
tivo en la poblaci&n general, ademfs en algunos casos con -
infeccién activa, este puede ser negativo por factores inmu
nosupresores propios de la enfermedad ( 4 1. Por todo lo -
anterior se hace necesario el desarrollo de pruebas inmuno-
l6gicas rapidas y especificas para el diagndstico de tuber-

culosis.

Mediante la té&cnica de ELISA (2,11), Radioinmunoandli
sis ( "33 ) y mis recientemente el uso de las pruebas de -
Latex ( 36 ) se han detectado antigenos solubles circulan--
tes en suero y L.C.R. de pacientes con tuberculosis. Este -
hecho hace posible pensar en alguna técnica inmunol&gica lo
suficientemente sensible para la deteccifén y caracteriza-~-
cién de antigenos micobacterianos, gue permita el desarro--

llo de métodos de diagnbstico m&s especificos.
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4, OBJETIVOS:

- Aplicar y estandarizar la técnica de Inmunoelec-
trotransferencia, en el anilisis de proteinas -
antigenicas en L.C.R. de pacientes con tuberculg

sis meningea.

Caracterizacién de antfgenos de M. tuberculosis
en L.C.R. de pacientes con tuberculosis menin--

gea.
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5. HIPOTESIS

Si la existencia de antigenos micobacterianos en suero y
L.C.R. de pacientes con tuberculosis ha sido demostrada me---
diante técnicas como ELISA, RIA, y lLatex, entonces usando la
técnica de Inmunoelectrotransferencia, la cual es altamente
sensible, serd posible la separacidn e identificacién de pe--
quefias cantidades de antfgenos proteicos de M. tuberculosis -
en L,C.R. de pacientes con tuberculosis meningea, lo cual se-
ria de gran utilidad para el desarrollo de técnicas especifi-

cas para inmunodiagnéstico de tuberculosis.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 -MATERIAL

6.1.1. REACTIVOS:

- Medio de cultivo PBY

- Sulfato de amonio

- PMSF Phenyl-sulfonil fluoride s

- Sol. salina de fosfatos 0.01 M pH 7.2.(PBS)

- Fenol '

=~ Hidroxido de aluminio

= Sol. amortiguadora de boratos

- Sol.salina de fosfatos 0.01 M pH 7.2-Tween 20 al 0,1%
- Anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa

- Sol. amortiguadora de citratos 0.01M pH 5

- p=Fenilendiamina

= Hy0, al 3%

- Sol. de Na,CO

2773
- Tartrate de sudio al 2%

al 2% en NaOH 0.1N

- Sulfato de cobre al 1%
- Reactivo de folin Ciocalteau
- Sol. estandar de protefinas (albumina serica bovina 0.lmg/ml)

- Sol. monomera de acrilamida (sol. Stock)
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Sol, amortiguadora Tris-HCl 1.5M pH 8,8'

Sol. amortiguadora Tris-HCl 0.5M pH 6.8

Dodecil sulfato de Sodio al 10% (SDS al 10%)

Sol, amortiguadora 0.125M Tris-HCl pH 6.8, 4% SDS,.

20% glicerol, 10% 2-mercaptoetanol, azul de bromofenol.
Persulfato de amonio. REAREEE N

TEMED N,N,N,N Tetrametilen~diamina.

Azul de coomassie 0.125%, Metanol 50%, écido;gcétiéo,IO%'fa,[
Sol. amortiguadora de transferencia 0,25M Tris," )

glicina, 20% Metanol.

Albumina serica bovina al 3% en PBS~T 0.1%
Marcadores de pesos moleculares

Proteina A - Biotina
Streptoavidin-Peroxidasa

o-Cloro-Naftol

papel de Nitrocelulosa 0.45um.
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6.1.2 EQUIPO:

=~ Incubadora a 37°C

- = Campana extractora de alta seguridad LABCOM paﬁégenosr
- Balanza analitica Sartorius

- Centrifuga refrigerada Beeckman

-~ Agitador magnetico SOLBAT

- Refrigerador 4°y 20°C American

- Reveo =70°C.

- Bomba de vacio Feli-Welch modelo 1400 doble sello
- Espectrofotometro Beeckman o
- Lector de ELISA Dynatech

- Protean II Slab Cell Bio-Rad Laboratories

- Fuente de poder electronica VIMAR

- Bafio enfriador CIUNAM

- Trans-Blot Cell Bio-Rad Laboratorios
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6.1.3. MATERIAL:

- Matraces Erlenmeyer 250 ml.
- Asa bacteriologica
- Probeta graduada de 50, 160, 1000 ml.

~ Equipo de filtracién de 300 ml Millipore

- Membranas microbiologicas de 0.8, 0.45um tipo HA y_O;ZZu@
tipo GS Millipore Corporation Bedford

- pipetas serologicas 1, 5 y 10 ml,

- Placas de ELISA Dynatech Inmunolon II 96 pozos

- Micropipetas 50, 250, 1000 ul.

- Recipientes PyroRey

~ Barras magneticas

- Papel watman # 1y 3.
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6.1.4. MATERIAL BIOLOGICO

- Cepa H,,RV de Mycobacterium tuberculosis obtenida del -

37
laboratorio clinico del INER.

- Conejos Nueva Zelanda procedentes del Lab. de Salubridad
- Se estudiaron 18 LCR*de pacientes con diagnéstico de -
tuberculosis meningea, 3 de los mismos asociados a SIDA -
(Sindrome de Inmunodeficiencia adquirida).
Como controles se estudiaron 2 LCR de pacientes con Lupus
eritematoso, y 5 LCR de sujetos sanos.
*Los LCR se obtuvieron de los Institutos Nacionales de -

Neurologia, Enfermedades Respiratorias y Nutricién.
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6.2 METODOS

6.2,1, Obtencidn del extracto antigenico M. tuberculosis HRV

La cepa de M.tuberculosis H37rv fue sembrada en el medio-
de cultivo de Proskawer, Beck y Youmans (PBY) en matraces Er--
lenmeyer de 250 ml. conteniendo 100 ml de medio, e incubada --
a 37°C hasta que se alcanzo la fase estacionaria de crecimien-
to, esto es, hasta que la superficie del medio PBY estuvo cu--
bierta uniformemente por una capa de masa bacteriana. El medio
de cultivo se separd de la masa bacteriana por filtraciones --
sucesivas a través de filtros microbiol8gicos de 0.8, 0.45 y -
0.22 um, Las proteinas del filtrado libre de bacterias fueron-
precipitadas con Sulfato de Amonio al 60%, con agitacidn cons-
tante y a una temperatura de 4°C durante 30 minutos a 10000 --
RPM. El precipitado se solubilizé en 2 ml de PBS 0.01 M pH 7.2
en presencia de PMSF como inhibidor de proteasas. El extractoc-
asi obtenide fue dializado exhaustivamente a 4°C contra PBS, -
se determiﬁ& concentracidn de proteifnas por el m&todo de Lowry
y se guardS en alicuotas a -70°C,

Después de determinar proteinas al extracto de - -
M. tuberculosis, el mismo fue usado en la produccifn del sue--
ro hiperinmune en conejos, asi como en la separacifn electro--

for&tica usindolo como control antigénico.
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6.2.2 Produccidn del suvero hiperinmune.

Se emplearon conejos Nueva Zelanda adultos. j&venes (4) =
a los que se sangr§ previo a la inmunizacién, y este suero --
se usocomo suero normal control.

A cada conejo se le administr§ via intramuscular; 3 mg -
de extracto proté&ico, 5 mg de bacterias muertas por calor y -
1 ml de hidrdxido de aluminio como adyuvante, una vez a la se
mana durante seis semanas; al cabo de &ste periodo se sangrd-
a los conejos y determind el tfitulo de anticuerpos por el mé-
todo de ELISA, considerdndose como adecuados tftulos superio-
res a 1/4000, y en los casos en los que fueron menores, fue -
necesario reinmunizar,

Posteriormente &ste suero hiperinmune se utilizdé como --
control para evidenciar el total de proteinas presentes en el
extracto antigénico, asi como en la deteccién de antigenos mi
cobacterianos presentes en LCR y lfquidos pleurales de pacien
tes con tuberculosis pof la técnica de inmunoelectrotransfe--

rencia.
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6.2.3  Titulo de anticuerpos por el mEtodo de ELISA

Estd t&cnica fue empleada para evaluar la potencia del -
suero hiperinmune producido en conejo.
Se sensibilizaron placas de ELISA con 100ug/ml del extragc

to protefco de M. tuberculosis, haciendo la dilucifn en sol. =

amortiguadora de Carbonatos a 4°C durante toda la noche.

El exceso de extracto se elimino lavando con PBS-T 0.05% des--
pués la placa se incubo durante 2Zhr a 37°C con BSA 1% - -
PBS-T 0.05%, una vez blogqueada la placa se incubo con dilucio-~
nes seriadas del suero hiperinmune anti M. tuberculosis (1:100,
1:500; 1:1000; 1:2000; 1:4000; 1:8000; 1:16000; 1:32000;1:64000
en PBS-T-BSA 1% durante lhr a 37°C, el exceso de anticuerpeo -
se elimino lavando con PBS-T 0.05%, por iltimo se incubo con -
anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa dil. 1:500 en PBS-T
BSA 1% lhr a 37°C , se lavo con PBST 0.05% y como sustrato se
utilizo o~fenilendiamino-H202 (49 de o-fenilendiamino, 5 ml -
H2°2 en 10 ml de sol. amortiguadora de citratos), se espero el
desarrollo de color durante 15 minutos y efectuaron las lectu-

ras de densidad optica (DO) en un lector de ELISA Dynatech.
Dilucién 1:500 1:1000 1:2000 1;4000 1:8000 1:16000

D.O. 0.77 0.71 0.53 0.44 6.23 0.11
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6.2.4. Electroforesis en Geles de Poliacrilamida en presencia

de SDS (PAGE-SDS) en un sistema discontinuo.

El sistema de gel discontinuo consiste de un gel separa-
dor y un gel concentrador; el gel concentrador actfa concen--
trando grandes volumenes de muestra obteniendc asi una mejor
resolucibén de banda, las molé&culas son entonces completamente
separadas en el gel separador ( 17 ).

Se ensamblaron los vidrios del aparato de electroforesis
Proteam II Slab Cell Bio-Rad, formando un sandwich de las di-
mensiones de 16 x 20cm, utilizando separadores de 1.5mm de -
grosor. Por separado en un matraz kitazato se mezclaron las -
siguientes soluciones para preparar el gel separador:

Gel separador : Acrilamida 10%, Tris 0.375M
Solucién Volumen

Sol. stock de Acrilamida 11.7 ml

Sol. amortiguadora Tris-HCl 1.5M
pH 8.8 8.8vm1_

DS al 10% 035"

Agua destilada
Persulfato de Amonio SR04l

TEMED S _ 0l01
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Utilizando vacio y agitacién se elimino el aire presente en
el matraz, con el fin de obtener una mejor polimerizacién =-
con ayuda de una pipeta serologica se virtieron 31.5ml de -
la mezcla entre las placas de vidrio evitande la formaci®n

de burbujas.

Despu&s de transcurridos 30 min se elimino el exceso de
agua de la superficie del gel ya formado y coloco un peine
de tefldén 1 cm por encima del mismo.

Para la preparacidn del gel concentrador se mezclaron en un

matraz kitazato las soluciones siguientes:

Gel concentrador 4% Tris 0,125M
Solucién volumen
Sol. stock de acrilamida 0.78 ml

Sol.amortiguadora Tris-HC1 0.5M pH6.8 1.5 ml

SDS al 1l0% 0.06 "
Agua destilada 3.66 "
Persulfato de ameonio 0.03 "
TEMED 0.003"

S5e elimino el aire de la mezcla con vacio y agitacién
durante 1 min, y virtio entre las placas de vidrio sobre el
gel separador evitando la formacién de burbujas; se permitio
la polimerizacién durante 30 min y elimino el agua exceden-

te procurando dejar perfectamente secos los pozos formados -
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con el peine donde se colocan las muestras para éer separadas
electroforeticamente.

Las muestras fueron preparadas antes de someterlas a electro-
foresis mezclandolas con sol, amortiguadora: 0,125M Tris-HCl-
pH 6.8, 4% SDS, 20% Glicerol, 10% 2-mercaptoetanol y 0.01% de
4zul de bromofenol y calentando a 92°C en un bafio de agua ==

durante 5min,

Muestra volumen
Liquido CefaloRdquideo 60ul + 60ul sol. amorti
guadora.
Liquido pleural ’ 30ul dil 1:5 + 30ul sol.

amortiguadora.

Extracto antigenico Vol. de acuerdo a la -
conc. de proteinas (60-
ug/pozo).

La separacifn electroforetica de las muestras se realizo a una
corriente constante de 30mA por gel con incremento gradual del
voltaje de 100-400v. durante aproximadamente 4hr; en presencia
de una sol. amortiquadora de Tris 0.025M, Glicina 0.192M, --
sDS 0.1% pH 8.3, la temperatura se regulo con un sistema en---

friador a 4°C.
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6.2.5. Tincibn con &zul de Coomassie.

Al terminar la electroforesis los geles fueron scpara-
dos de las placas de vidrio y tefiidos con dzul de coomassie
con el fin de tener el patrbn electroforetico de las protei-
nas separadas, cuando estas no se transferian; también des-=-
pués de la transferencia se tifieron los geles como contrel
de una buena electrotransferencia.

Utilizando guantes los geles de poliacrilamida se coLQ
caron en refractarios .y cubrieron totalmente con una sol, de
&2ul de coomassie al 0.125%, metanol 50% y &c¢. acetico al -
10%, se dejo tefiir toda la noche con agitacién lenta.

El exceso de colorante se elimino efectuando cambios sucesi-
vos de solucidén decoloradora; Metanol al 50%, &cido acetico

al 10%.
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6.2.6 Inmunoelectrotransferencia.

Al término del corrimiento electroforetico, los geles
de poliacrilamida se separaron de las placas de vidrio y es-
tabilizados durante 30 min en la sol. amortiguadora de trans
ferencia; Tris 0.025M , Glicina 0.192M, Metanol 20%&.

Por otro lado se cortaron tiras de Nitrocelulosa de 12xl2cm
e incubaron con la misma solucifn amortiguadora durante -
30 min, las fibras scdkh y papel filtro se saturaron de la

misma manera previo a la transferencia.

Diagrama

Ancdo (+)

m Fibra scoch

pagel filtro

. NS itrocelulosa

papel filtro

lSEE S SSSSESS% fibra scoch

cdtedo (=)
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Una vez preparadc el sistema se introduso en,lé'camara y -
efectuo la transferencia durante hora'y media a corriente -
constante 1A, y utilizando un banc enfriador para mantener
la temperatura a 4°C.

Inmediatamente después de la transferencia las tiras de Ni-
trocelulosa se bloquearon con BSA 3% PBSTID.l% durante
toda la noche a 4°C, Después de lo cual se lavaron exten--
sivamente efectuando 5 cambios de PBST 0.1% e incubaron -«
con suero hiperinmune anti M. tuberculosis dilucibn l:200:
en PBST 0.1%-BSA 1% 6 bien en el caso de controles con -
suero normal de conejo a la misma dilucién en PBST 0.1%-
BSA 1%, durante toda la noche a 4°C, 6 3 hr a 37°C.

El exceso de anticuerpo se elimino lavando con PBST 0.1%--
( 5 cambios 10* c/u). Las tiras entonces fueron incubadas
con proteina A-Biotina dilucién 1:400 en PBST 0.1%-BSA 1%
durante 1 hr a temperatura ambiente, efectuando 5 cambios
de PBST 0.1% de 10 min c¢/u para eliminar el exceso de -
proteina A - Biotina, e incubando con Estreptcavidin -Pe~-
roxidasa dilucién 1:400 en PBST 0.1%-BSA 1% 1 hora a tem-
peratura ambiente, las tiras fueron lavadas con PBST 0.1%

4 ,cambios 10 min ¢/u, y un Gltimo lavado con PBS antes de
poner en evidencia la reaccibn antigeno-anticuerpo, para

lo cuil se utilizo como sustrato O-Cloronaftol—ﬂzoz; se -
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disolvieron 30mg de o-Cloronaftol en 10 ml de Metanol y adi-
ciono 50 ml de PBS, 50 ul de H,0, al 30%. En &sta solucidn -
se colocaron las tiras de Nitrocelulosa durante aproximada--
mente 15 min & hasta que se observaban bandas de color vio==-
leta sobre las tiras, la reaccién se detuvo con PBST seguido
de lavado exahustivo con agua corriente durante toda la --

noche.
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Repfesentacién esquematica del m&tcdo de

Western Blotting.

L .C.R.
“L. pleural.

"“Electroféresis en Geles de poliacrilamida al 10% -
77777 en presencia de SDS {PAGE).

27 Eléctrotransferencia a papel de Nitrocelulosa, i

Bloqueo con BSA al 3% en PBST 0.1% toda la - =
noche a 4°C.

‘Incubacién durante toda la noche a 4°C con anti
M. tuberculosis dilucidén 1:200¢ en PBST 0.1%---
BSA 1%.

1 hora de incubacifén a 37°C con proteina A Bio-
tina 1:400 en PBS-T 0.1% BSA 1%.

1 hora de incubacién con Estreptoavidin-Peroxida
sa 1:400 en PBST 0.1%~ BSA 1%

Observacidn de antigenos con o-Cloronaftol.
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6.2.7. * Tinci8n con tinta china.

- Al finalizar la electrotrénsferencia de las proteinas
‘del gel de poliacrilamida a la Nitrocelulosa, se corto una
tira de extracto de aprox. 1 x 12 cm de largo y se efectuo
la tincidn con tinta china al 1% durante 1 hora, 6 bien -
hasta que las bandas fueron evidentes. Esta tincifn se uti-
lizo como control de la transferencia en el papel de Nitro=-
celulosa, y también para tefiir los marcadores de peso mole=

cular.,
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6.2.8. Determinacidn de peso molecular de las proteinas
antigenicas de M. tuberculosis detectadas en -

Liquidos CefaloRiguideos.

Al mismo tiempo gue se electrotransfirieron a papel =
de Nitrocelulosa las muestras de LCR separadas electrofore
ticamente, se electrotransfirieron protefinas puras de peso
molecular conocido que se utilizaron como marcadores de -
peso molecular.

Las tiras de Nitrocelulosa en gue se transfirieron los mar
cadores de peso molecular fueron tefiidas con tinta china -
hasta que fueron evidentes, se identifico cada una de las
bandas observables y calculo la distancia recorrida, asf
como el valor de Rf el cual se grafico contra el logaritmo

de peso molecular.

Rf = Distancia recorrida por la proteina

Distancia total recorrida.

No. Proteina Peso molecular XKd.
1 Lisozima 14,300
2 Lactoalbumina 18,400
3 Tripsinogeno 24,000
4 Pepsina 34,700
5 Albumina Egg 45,000
6 Albumina Bovina 66,000
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La grafica fue linealizada, utilizando la f6rmula anterior «
se calculo el Rf de las proteinas observadas al incubar con

suero hiperinmune anti M. tuberculosis,el valor de Rf se -

interpolo en la grafica correspondiente y de esta forma se
determinaron los pesos moleculares de las proteinas antigeni

cas de M. tuberculosis identificadas en el Inmunoblot,

CURVA DE CALIBRACION DE PESOS MOLECULARES

100 j
80 |

70 L
60 4

50 1
40

30 4

20 |

10 . .
0.2 0.4, "1 0.6 0.8 1.0
COCRED)

4
L
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7. RESULTADOS

7.1 Extracto-antigenico y suero hiperinmune:

Los extractos antigenicos de Mycobacterium tuberculosis

cépa H37Rv fueron separados electroforeticamente en geles de
poliacrilamida en presencia de SDS, obteniendose aproximada-
mente 42 bandas de peso molecular entre 96-14 Kd. ‘ :
Perfectamente distinguibles por tincidn conYSiu;'6g~éoomassie

come se observa en la fig. 1

Fig. 1 .
Andlisis del total de protefnas —

presentes en el extracto antigenico de -

M. tuberculosis cepa H 7RV cracida en -

3
medio de cultivo PBY , y analizando por
electroforesis en geles de poliacrilami-

da al 10Z en presencia de SDS.
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7.2. Deteccibn de antigenos de M. tuberculosis en L.C.R.

En los LCR de pacientes con tuberculosis meningea por
el método de Inmunoelectrotransferencia usando un sueroc hi=--
perinmune anti M. tuberculosis se reconocieron 5 bandas anti
genicas de peso molecular de 70,65, 58,40, 3BKd Fig. 3,4,8
Estas bandas antigenicas son comparables con proteinas de -
peso molecular equivalente, presentes en un extrécto de -
M. tuberculosis cepa H37RV, reconocidas por el mismo suero
hiperinmune.

Los antigenos de peso molecular de 70, 65 y 58 Kd —-—
fueron reconocidos en LCR de sujetos coniroles.

Ademds de las bandas mencionadas se reconocieron dos ==
mas, una de peso molecular de 50Kd y otra de 23Kd, las cua-=-
les de acuerdo a las caracteristicas de revelado y peso mole
cular corresponden a cadena pesada y ligera de Inmunoglobuli

nas respectivamente.
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El extracto antigenico de M. tuberculosis cepa H,,RV

37
fue transferido a papel de Nitrocelulosa e incubando con sue-
ro hiperinmune anti M. tuberculosis (titulo superior a 16000
‘por el método de ELISA), a una dilucién 1:200. Reconociendo-

se aproximadamente 46 bandas antigenicas con pesos molecula-

res entre 96-14 Kd. Fig. 2

M. tuberculosis H37rv

Ry 1A

Fig. 2 Bandas antigenicas del extrac
to de M. tuberculosis cepa H”R\l reco

nocidas por un suero hiperinmune anci
M. tuberculosis dil. 1:200 por el -

método de Iamunoelectrotransferencia.
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LE I

Fig. 3 Inmunoelectrotransferencia de LCR de pacientes
con tuberculosis meningea y revelados con suero hiper-
inmune anti M. tuberculosis cepa H37RV. A=extracto de
M, tuberculosis vs suero hiperinmune, B,C,D= LCR de -

pacientes con TB meningea, E= LCR control.
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Fig. 4 Inmunoelectrotransferencla de LCR de pa-
cientes con tuberculosis meningea y revelados -
con suero hiperinmune anti M. tuberculosis -

PL'Pa LCR de pacientes con TB meningea.
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Fig. 5 Inmuncelectrotransferencia de LCR de --
pacientes con tuberculosis meningea-asociado a
SIDA, y revelados con suero hiperinmune anti ---
M. tuberculosis.
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7.3 - Frecuencia de antigenos de M. tuberculosis en LCR

Los antfgenos presentes en liguido Cefalo Riquideo més
_ffecuentemente reconocidos por un suero hiperinmune anti =--
M. tuberculosis son los de peso molecular de 70,65 y 58 Kd -

con una frecuencia del 39%, 50% y 89% respectivamente en -
LCR de pacientes con TB meningea, y en un 11%, 11% y 57% en

los LCR de sujetos controles. Los anEIgenos de peso molecu~-
lar de 40 y 38 Xd se detectaron tan sflo en 4 LCR que proce-
dian de pacientes con diagn&stico de TB meningea asociado a
SIDA (frecuencia del 22%). En la tabla y grafica No. 1 se --
muestra la frecuencia de reconocimiento de los antigenos pre

sentes en LCR.
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Tabla:-No. 1-

" Precuencia de antfgenos reconocidos por
“un‘suero hiperinmune anti M.tuberculosis

‘en’ L.C.R.".
PM (Kd) -~ LCR de'pac. = 1 L.C.R.- % pac.. . %
antigeno “c/TB meningea’: <= :i-controls:. ::-TB . . control

70 . e
65. o/18
T 16/18
40 a1

CER: I: A 4/18




FRECUENCIA DE ANTIGENOS OE M. tuberculosis RECONOCIDOS
POR ANTISUERO AMTI—Hs?RV, en L.C.R.

7772 TUBERCULOS!S

T CONTROLES

T

% 100

-Zb_

50
39%
22%

11 %

}\}\\\\\\\3

0 0 65 8
PESO MOLECULAR {KD)
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8. DiSCUSION DE RESULTADOS

'Pdr diversas técnicaé inmunodiagnésticas como;ELiSA, --
RIA ¥ Latex se ha demostrado la existencia de antigenos mico
-S@cferianos en muestras de Liguido Cefalo Riquideo de pacien
ées'con tuberculosis meningea. { 12,36). '

Sin embargo, se desconocian las caracte;isticas de es=.
tos antigenos micobacterianos, por lo-cual se empleo lartéc;
nica de inmuncelectrotransferencia para la cafacterizaci6n -
de los mismos, obteniendo como resultado el reconocimiento -
de 5 bandas antigenicas de peso molecular de; 70, 65,58, 40

y 38 Kd, al usar un suero hiperinmune anti M. tuberculosis.

La frecuencia de hallazgo de estos antigencs en las -
muestras de Liquido Cefalo Ridguideo {graf. No. 1), no permi-
ta establecer diferencias entre los dos grupos de estudio, -
pero si permite establecer diferencias dentro del grupo de -
pacientes con TB meningea, puesto que de los 18 LCR estudia-
dos de pacientes con TB meningea 4 de ellos ademds tenian -
diagnfstico de SIDA, y es en estos LCR donde se reconccieron
los antfgenos de peso molecular de 40 y 3BKd, que no fueron
detectados en las demds muestras de LCR de ambes grupos de =

estudio, lo cudl indica gque estos antigenos son altamente -
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especificos.

El hecho de que los pacientes con SIDA que tienen una -
inmunodeficiencia celular presenten antigenos diferentes a -
los observados en sujetos sin inmunodeficiencias, sugieren
una posible depuracidn de antigenos de M. tuberculosis en =
Liquido Cefalo Raguideo. Las implicaciones pron&sticas de -
este hallazgo no pueden ser evaluadas por el disefio y limita
ciones de este estudio.

Los resultados obtenidos por el método de Inmunoelectrg
transferencia en la identificacién y caracterizacién de anti
genos micobacterianos presentes en LCR de pacientes con TB
meningea en los que se obtuvo muy baja sensibilidad especifi
cidad, no parecen tener relacibn con la deteccidn de antige-
nos usando otra metodologfa como ELISA, RIA y Latex puesto
que con estos métodos altamente sensibles se obtiene una --
sensibilidad hasta del 98% (36,37) y una especificidad del
99%,

Las explicaciones posibles serfan que:
1.~ Por el método de Inmuncelectrotransferencia, sblo se =~
detectan antfgenos proteicos y se excluyen antigenos, =
tales como los polisaciridos; arabinomananos y arabino-
galactanos que si son detectados por métodos comc los -
mencionados, y que al parecer desenpefian importantes -

papeles inmunolégicos. ( 24,3).
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2.~ La discrepancia de especificidad puede deberse a que -~
el método de IET es altamente sensible por lo cual se
detectan protefnas de reaccifn cruzada mismas que al
utilizar un método cuantitativo como ELISA y RIA & -
bien, un método menos sensible como Latex no son detec

tadas.

Ahora bien, se ha demostrado en algunos trabajos ( 38}
la existencia de reacciones cruzadas entre los antigenos -

de Mycobacterium tuberculosig y proteinas propias del hues-

ped, lo cual guedo demostrade experimentalmente al desapa--
recer las bandas antigénicas identificadas con suero hiper-
inmune anti M. tuberculosis en L.C.R. al ser incubados con

suero normal de conejo.

El papel bioldgico de los antigenos detectados se des-
conoce. Sin embargo, se sospecha que puedan tener alguna -
actividad inmunoldgica como; supresién inmunol&gica local,
ya que se ha demostrado en otros trabajos que algunos anti-

genos de M. tuberculosis tienen una accién supresora (21 ).
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Otro aspecto serfa que estos antigenos tuvieran algfin
papel en la reaccifn inflamatoria local como; induccidn de
vasculitis, la que es muy frecuente en sujetos con TBM -~-
(18) , ya sea por la presencia del antfgeno mismo 6 por la
formacifn de complejos inmunes locales puesto que se ha =
gemostrado que sujetos con tuberculosis meningea tienen -

anticuerpos detectables en Liquido Cefalo Raqufideo (37).

ESTA TESIS No oemg
A RBUITECA
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- 9.’ CONCLUSIONES

Con- el sitema de Western Blotting usando anticuerpos
énti’g.'tuberculosis se detectaron antigenos protef=-
cos de peso molecular entre: 70-30 Kd. en L.C.R. de

pacientes con tuberculosis meningea.

Los antfgenos de 38 y 40 K@ s6lo se detectarfn en -
lfquidos de pacientes con tuberculosis meningea aso-
ciado a SIDA, mientras que los antigenos de PM: 70,

65 y 58 se detectarSn tanto en lfquidos de pacientes

con TBM come en los controles.

La presencia de antigenos en sujetos no tuberculosos
sugiere que existen reacciones cruzadas con protef--

nas diferentes a las de Mycobacterium tuberculosis.

El conocer las caracteristicas de los antigenos pre--
sentes en L.C.R. de pacientes con tuberculosis menin-
gea, permitira el desarrollo de mejores té&cnicas -

diagnésticas.
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‘ABENDICE -

Solucibn salina_defpdsfqtb;’4§3§)'0;01M'pu{7.2,'

NaHZPO4.H20 9.2#

Mezclar:

sol. A
sol. B-
NacCl

ajustar pH 7.2y aforar a'};lygrp coh é§ua destilada.

100 ml de la solucidn‘éntéfédf'aforar'a 1 litro.

Medio de cultivo Voges-Proskaver and Becks modificado por
Youmans.

Asparagina Difco ~--=-=-=-=s----=-5g
Fosfato moncbisico de Potasio ---- S5g
Sulfato de potasio ==---=---c-ww=-- 0,59

Citrato de Sodio ———— - 0.69
Cloruro de Magnesio -———-—-—---we—m- 0.2g
Glicerol _---—--—-----—-4-— 50 'ml

Ajustar a pH 6.8 y aforar a 1 litro con agua destilada --

esterilizar 15 min a 10 1bs.



-49=

3) Monomero de Acrilamida sol: . stocks 30%.Acrilamida.
"0.8%:bis-Acrilamida
Acrilamida Bio-Rad B T T RER IR 1. |
Bis acrilamida Bio-Rad =--c=-c-wowm_lte=-0.8g

llevar a 100ml con agua destilada, aforar hasta que la --
solucifn este a temperatura ambiente, filtrar usando mem-

brana Millipore 0.42um Conservar a 4°C.
4) DOdecil Sulfato de Sodio al (%

s Bio-Rad

temperatura ambiente.

5) Buffer Tris-HCl 1.5M pH

Tris Bio-Rad
H,0 destilada =—-=-—=w=-w

6)

Tris
2O destilada

c.b p.‘

Ajustar pH a 6.8 con HCLl concentrado. aforar a 100 ml & --
filtrar y conservar a 4°C.

7) Sol. amortiguadora de corrida  31ectroforesis,
Tris 0.025M, Glicina 0.19mM, SDS 0.1%

Tris = = =  —c-smeecomomeme—oeo 12 g

Glicina ~ = = —-emmeemmem—mmoo—o 57.69

SDS - 40 ml al 10%
Hy0 DESTILADA ~=m=w-s-cm——eo——ooe c.b.p.

ajustar el pH a 8.3, aforar a 4 lltros, filtrar y conservar
a 4°. )



8)

9)

10)Tincién con azfil de Coomassie
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Sol. tratamiento de la muestra (coctail)

. Tris 0.125M, SDS 4%, Glicerol 20%; 2-Mercaptoetanol 1%,

azil de bromofenol 0 1%. S

Glicerol
Tris

sDs
2-Mercaptoetanol --------
AzGGl de bromofenol =--
H20 destilada-------=-==-

aforar a 10ml , congelai a =

Tris

Glicina
Metanol
H20 destilada =-—ew===-

y-conservar.a -
a 4°c. AR Mt

Azfil de Coomassie 0.125%, Metano

SOL. I
AzG]l de Coomassie R-250-
H,0 destilada ——nll

Sol 1II
Azl de Coomassie ———
Metanol )
Ac. acético

H20 destilada c.b.p.

.Sml de sol. I



11) sol. decoloradora Metanol 50% -Ac. acétlco 10%.

, S00mL
- Bc, acftico =—s=mmewoad. 100ml
H,0 destilada c.b.p.-== ... 1000ml.

Hetanol »‘—---17-5-

12) Determinacién de Proteinas por el método de Lowry.

Sel. de Na,CO, al 2% en NaOH 0.1N

2773 it
Sol. A: 50ml de la sol. Nazcoa, 0.5ml de Tartrato de
Sodio al 2%, 0.5 ml de CuSO al 1%
Scl. B: Reactivo de Folin- Cxocalteau dilufdo l 2
Scl Estandar de Proteinas: BSA 0.1lmg/ml

12 34 5 6
BSA 0.1mg/ml Oml 0.2mi0.4ml0.6ml0.8m1 1ml"

ug/protefna 0 20 40 60 801

H,0 1" 0.8" 0.6" 0.4".0.2""
Sol.problema - - - e
Sol. A 3" 3" ELEEE

Soi. B (ml) 0.3 ¢.3 0.3 .0.3° 0 3

a una D.0. de 500nm.

D.O. 0.04 0.09 0.14 0.2 0,25 “ .
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