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!. INTRODUCCION 

!.! GENERALIDAES 

La tuberculosis continúa representando un problema de -

salud pública en México, ocupando el 11 lugar de mortalidad 

en nuestro pais ( 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 

clinicas que afectan diferentes tejidos del organismo (18). 

Entre ellas la tuberculosis meningea (TBM) y pleural. 

La tuberculosis meníngea es una de las formas clínicas 

más grave de la tuberculosis. Además de su elevado Indice de 

mortalidad, cuando no se identifica oportunamente para su 

tratamiento medicamentoso, en los 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 -

socioecon6mica, 5ubre todo considerando que se trata de una 

enfermedad que afecta preponderantemente a la infancia, 

adolescencia y adultos jovenes. 



La tuberculosis rneningea (TBM) ha sido clasificada entre las 

meningitis crónicas ·pero no es raro encontrar cuadros de in.! 

cio de evoluci6n agudos que provocan una seria dificultad -

en el diagnóstico diferencial con otras infecciones del Sis

tema Nervioso Central SNC; bacterianas, micóticas, virales y 

parasitaria~ cuya incidencia también es alta en nuestro me-

dio. 

Por otra parte la identificaci6n bacteriol6gica del germen -

causal (~ycobacteriurn tuberculosis 6 Mycobacteriurn ~), -

es muy dificil de comprobar en los LCR a través de los culti 

vos en medios especiales y observación en frotis teñidos. 

Esta dificultad hace que frecuentemente se retrasen las 

medidas terapéuticas indispensables o que se decida adminis

trar tratamientos antif!micos específicos en casos no cornpr2 

hados. Recientemente han sido introducidos algunos métodos -

inmunológicos para detectar antígenos microbianos. 

En tuberculosis meningea, los métodos que hasta ahora 

se han usado son los inmunoenzimáticos con técnicas de ELISA 

directa e indirecta, Radioinmunoanálisis y Latex, en 1983, -

se public6 uno de los primeros trabajos en que realmente se 

demostraba la utilidad de técnicas r~pidas, como el método -

de ELISA para la detecci6n de antígenos micobacterianos usa~ 

do un anticuerpo anti BCG en el cual se obtuvieron resultados 
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con una sensibilidad del 81% y una especificidad del 95%( 2 I· 

Estos resultados han sido confirmados por otros grupos( 11 ). 

Utilizando otras técnicas también se ha demostrado la -

presencia de ant!genos micobacterianos en Líquido Ceafalo--

Raquídeo de sujetos con tuberculosis rnen!ngea. Krambovitis y 

col., usando el método Latex, detectaron antígenos micobacte

rianos en Líquido Cefalo Raquídeo 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, aan en paises en desarrollo probablemente 

constituya el método de elecci6n para el diagn6stico de tuber

culosis meningea. 

La técnica de RadioinmunoanSlisis tiene una sensibilidad 

del 82% y una especificidad del 90% para la detecci6n de anti 

genes micobacterianos presentes en muestras clínicas corno; 

suero, LCR, resultados muy similares a los obtenidos por el -

método de ELISA ( 33 ) . 

Sin embargo, debido a que las técnicas de ELISA, RIA y 

Latex son técnicas cuantitativas y no cualitativas, se descon2 

ce las caracteríPticas de los antígenos presentes en las mues

tras de LCR de pacientes con tuberculosis meningea, lo cual -

facilitaria el desarrollo de mejores técnicas de diagn6sticc,

así como un mejo= 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 cromatografia de intercambio iónico. Estos autores deme~ 

traron la presencia de una gran variedad de ant!genos, algu

nos especie-específicos y otros compartidos en otras espe--

cies e incluso en diferentes g~neros bacterianos. En un in-

tente para uniformizar los criterios de clasificación de 

estos antígenos Daniel, Affronti y otros grupos de investig~ 

ci6n ( l ), propusieron la inmunoelectroforesis (IEF) como -

m~todo an4litico; enfrentaron preparaciones de M.tuberculosis 

con sueros hiperinmunes de referencia; así clasificaron los 

anttgenos a partir de c6lulas bacterianas y de filtrado de -

cultivos, en 11 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 identificaci6n durante el -

aislamiento de diferentes anttgenos, los cuales se han apli

cado en el desarrollo de m6todos diagn6sticos con una mayor 

especificidad. 



Se han publicado una gran cantidad de trabajos sobre 

separación, identificación y aislamiento de antígenos 

derivados de M. tuberculosis (tabla i 1). 

El desarrollo de métodos con una mayor sensibilidad, 

como es el caso de la electroforesis en una y dos dimensi2 

nes ( 23) y la inmunoelectroforesis en cohete (Rocket); -

ha demostrado una gran cantidad de componentes antígenicos 

en los extractos de M. tuberculosis. 

Recientemente Young y col. (35) y Thole y cols. (30) 

utilizando la clonaci6n molecular del DNA de cepas de esta 

especie bacteriana, lograron aislar algunos antígenos in-

corporados y expresados en el genoma de clonas de E.coli. 

La posibilidad de existencia de heterogeneidad anti

genica en diversas especies bacterianas patógenas del hom

bre incluída M.tuberculosis complica aún más la busquedad 

de antígenos para el desarrollo de métodos inmunodiagnosti 

ces. En el caso del genero Mycobacteriurn, se ha demostrado 

la existencia de variantes antígenicas en las especies 

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

M. tuberculosis, he hay reporte en la literatura de la 

comprobación de subespecies. Sin embargo, Coates y cols. -

( 3 ) demostraron la diversidad antigenica de esta especie 
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TABLA I 

ANTECEDENTES SOBRE LA PURIFICACION DE ANTIGENOS 

MICOBACTERIANOS POR DIFERENTES METODOS FISICOQUIMICOS 

Investigador Métodos 

- Seiberth Precipitaci6n con etanol-~c.acl!tico 

- Kniker y la Borde Cromatografía de intercambio i6nico 

- Baer y Chaparas 

- Janicki y cols. 

- Roszman y cols. 
Minden y Far 

Yoneda y Fukui; 
Daniel,Ferguson 

Kuwabara 

- Azuma y cols; 

Yumamura y cols. 
Misaki y cols. 

- Daniel 

Cromatografía por exclusi6n molecu
lar. 

Electroforesis en papel 

Electroforesis en geles de poliacri 
lamida. 

Precipitaci6n con sulfato de amonio, 

filtraci6n en geles, cromatografía
de intercambio i6nico y electrofo-

resis. 

Extracciones alcalinas, precipita-

ci6n con etanol y cromatografía de 
intercambio i6nico. 

Cromatografía de afinidad con Cene~ 
navalina A 

- D~~iel¡ Anderson Cromatografía 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 el método de ELISA. 

1.3 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 métodos comola electroforesis en -

geles de poliacrilamida en presencia de Dodecil Sulfato -

de Sodio (PAGE-SDS) (7,17) y la Inmunoelectrotransferencia 

(IET) ( 31 ) han abierto nuevas posibilidades analíticas -

de los componentes antígenicos de especies bacterianas. 

La PAGE-SDS es un método electroforético con una gran sen

sibilidad, mediante el cual se pueden separar proteínas 

en base a sus características de peso molecular, además 

que pueden calcularse las concentraciones individuales de 

cada banda proteíca utilizando métodos cuantitativos de 

tinci6n. Por las ventajas inherentes a este método, la 

electroforesis de prote!nas actualmente se utiliza en el 

an§lisis de diferentes géneros y especies bacterianas ( 7 ). 
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La IET combina la gran capacidad de resoluci6n y ca-

racterizaci6n fisicoqu!mica de la PAGE-SDS con m~todos 

inmunoenzimaticos y radioinmunol6gicos. Este método ha 

llegado a ser un procedimiento rutinario para la caracteri 

zaci6n bioqu!mica de macromol~culas ( 13 ), consistente en 

la transferencia por medio de un campo eléctrico de ant!g~ 

nos previamente separados por PAGE-SDS, del gel de polia-

crilamida a papel de Nitrocelulosa, donde se llevan a cabo 

reacciones de detecci6n de los distintos componentes anti

genicos por anticuerpos especificas. 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Uno de los proyectos del Departamento de Microbiológia 

del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, com-

prende el desarrollo de técnicas inmunodiagnósticas que 

permitan establecer el diagnóstico de Tuberculosis. Es por 

ello que se pretende emplear la técnica de Inmunoelectro- -

transferencia 6 Western Blotting, para identificar y carac

terizar los ant!genos proteicos de M. tuberculosis presentes 

en L.C.R. 

La utilidad de .la identificación de estos ant!genos es el 

facilitar la producción de anticuerpos espec!ficos ya sea -

monoclonales o policlonales, lo cual conduciría al desarro

llo posterior de t~cnicas espec!f icas para inmunodiagnósti

co. 
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3. FUNDAMENTACION DE LA ELECCION DEL TEMA 

La tuberculosis ha representado un problema de salud -

pública desde hace muchos años. Aunque la mortalidad ha di~ 

minuido su incidencia es elevada y en años recientes la 

incidencia de la tuberculosis extrapulmonar se ha visto 

notablemente aumentada. En tanto que el método ideal para -

el diagn6stico de tuberculosis no ha sido descrito. Las 

formas tradicionales de diagn6stico comprenden: 

a) Métodos bacteriol6gicos 

b) Métodos clínicos y radiol6gicos 

c) Métodos inmunol6gicos 

a) Métodos bacteriol6gicos: 

l.- Baciloscopia: 

El frotis para la búsqueda de bácilos 

ácido alcohol resistentes, es el método más usado para el -

diagn6stico de tuberculosis pulmonar. Sin embargo, en se- -

ries más recientes su sensibilidad fué de 75% con un 25% 

de falsas negativas 29 ). La sensibilidad de este proce-

dimiento es aún más baja en infecciones como pleuritis y 

meningitis tuberculosa. ( 29 ) • 
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2.- Cultivo del agente infeccioso: 

El cultivo de rnicobacte-

rias es lento y tedioso los resultados tardan de 2 a 4 sern~ 

nas en ser conocidos, usando los métodos convencionales 

29 ) y por lo tanto su resultado es de poco valor prácti 

co para el manejo rutinario; además en nuestro país existen 

pocos laboratorios con las facilidades para el_cultivo de -

micobacterias. 

b) Métodos cltnicos y radiol6gicos: 

El cuadro clínico y radiol6gico no son específicos de 

la enfermedad pudi~ndose presentar en otras diferentes a 

tuberculosis. 18 

c) Métodos Inrnunol6gicos: 

De los procedimientos serol6gicos existen algunos tra

bajos que han demostrado la utilidad de la detecci6n de 

anticuerpos para el diagnóstico de tuberculosis. De ellos -

se han usado ELISA y Radioinrnunoanálisis (2,ll,33). Sin 

embargo, los resultados son poco Gtiles por la alta frecuen 

cia de reacciones cruzadas con otros microorganismos y por 

la presencia de anticuerpos anti-micobacteria en la pobla-

ci6n general. 
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La prueba intradérmica utilizando PPD, que es un méto

do de diagnóstico en algunos paises, pierde su utilidad en 

México por el uso de BCG y la alta prevalencia de PPD posi

tivo en la poblaci6n general, adem§s en algunos casos con -

infección activa, este puede ser negativo por factores inm~ 

nosupresores propios de la enfermedad ( 4 I. Por todo lo -

anterior se hace necesario el desarrollo de pruebas inmuno

lógicas rápidas y especificas para el diagnóstico de tuber

culosis. 

Mediante la técnica de ELISA (2, 11 ) , Radioinmunoanáli 

sis · 33 y más 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 inmunológica lo 

suficientemente sensible para la detecci6n y caracteriza--

ci6n de antígenos micobacterianos, que permita el desarro-

llo de métodos de diagnóstico más especificas. 
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4, OBJETIVOS: 

- Aplicar y estandarizar la t~cnica de Inmunoelec

trotransferencia, en el an&lisis de proteínas 

antigenicas en L.C.R. de pacientes con tubercul2 

sis meningea. 

Caracterizaci6n de antígenos de M. tuberculosis 

en L.C.R. de pacientes con tuberculosis menin-

gea. 
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5. HIPOTESIS 

Si la existencia de antígenos micobacterianos en suero y 

L·.c.R. de pacientes con tuberculosis ha sido demostrada me--

diante t~cnicas como ELISA, RIA, y Latex, entonces usando la 

t~cnica de Inmunoelectrotransferencia, la cual es altamente 

sensible, será posible la separaci6n e identificaci6n de pe-

queñas cantidades de antígenos proteicos de M. tuberculosis -

en L,C.R. de pacientes con tuberculosis meníngea, lo cual se

ria de gran utilidad para el desarrollo de técnicas específi

cas para inmunodiagn6stico 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 

- 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 O.OlM pH 5 

- o-Fenilendiamina 

- H202 al 3% 

- Sol. de Na 2co3 al 2% en NaOH O.lN 

- Tartrato de suuio al 2% 

- Sulfato de cobre al 1% 

- Reactivo de folin Ciocalteau 

- Sol. estandar de proteinas (albumina serica bovina O.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. 

- TEMED N,N,N,N Tetrametilen-diamina. 

- Azul de coomassie 0.125%, Metanol 50%, !leido acetico 10% 

- Sol. amortiguadora de transferencia O. 25M Tris, O .192M · 

glicina, 20% Metanol. 

- Albumina serica bovina al 3% en PBS-T 0.1% 

- Marcadores de pesos moleculares 

- Prot.e !na A - Biotina 

- Streptoavidin-Peroxidasa 

- o-Cloro-Naf tol 

- papel de Nitrocelulosa 0.45um. 
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6.1. 2 EQUIPO: 

- Incubadora a 37ºC 

- Campana extractora de alta seguridad LABCOM patógenos 

- Balanza analitica Sartorius 

- Centrifuga refrigerada BeecKrnan 

- Agitador magnetice SOLBAT 

- Refrigerador 4ºy 20°C American 

- Reveo -70°C. 

- Bomba de vacio Feli-Welch modelo 1400 doble sello 

- Espectrofotornetro Beeckman 

- Lector de ELISA Oynatech 

- Protean II Slab Cell Bio-Rad Laboratories 

- Fuente de poder electronica VIMAR 

- Baño enfriador CIUNAM 

- Trans-Blot Cell Bio-Rad Laboratorios 
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6.1. 3. MATERIAL: 

- Matraces Erlenmeyer 2SO ml. 

- Asa bacteriologica 

- Probeta graduada de SO, 100, 1000 ml. 

- Equipo de filtraci6n de 300 ml Millipore 

- Membranas microbiologicas de 0.8, 0.4Sum tipo HA y 0.22wn 

tipo GS Millipore Corporation Bedford 

- pipetas serologicas 1, S y 10 ml. 

- Placas de ELISA Dynatech Inmunolon II 96 pozos 

- Micropipetas SO, 2SO, 1000 ul. 

- Recipientes PyroRey 

- Barras magneticas 

- Papel watman t 1 y 3. 
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6.l.4. MATERIAL BIOLOGICO 

- Cepa H37Rv de Mycobacterium tuberculosis obtenida del 

laboratorio clínico del INER. 

- Conejos Nueva Zelanda procedentes del Lab. de Salubridad 

- Se estudiaron LB LCR*de pacientes con diagnóstico 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 Nutrici6n. 
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6.2 METODOS 

6.2.1. Obtenci6n del extracto antígenico M. tuberculosis H37 RV 

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 37ºC 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 separó de la masa bacteriana por filtraciones -

sucesivas a través de filtros microbiol6gicos de 0.8, 0.45 y -

0.22 um. Las proteínas del filtrado libre de bacterias fueron

precipitadas con Sulfato de Amonio al 60%, con agitaci6n cons

tante y a una temperatura de 4ºC durante 30 minutos a 10000 -

RPM. El precipitado se solubilizó en 2 ml de PBS 0.01 M pH 7,2 

en presencia de PMSF como inhibidor de proteasas. El extracto

as! obtenido fue dializado exhaustivamente a 4°C contra PBS, -

se determin6 concentraci6n de proteínas por el método de Lowry 

y se guard6 en alícuotas a -70°C. 

Después de determinar proteínas al extracto de 

.tl.:.. tuberculosis, el mismo fue usado en la producci6n del sue-

ro hiperinmune en conejos, as! como en la separaci6n electro-

for~tica usándolo como control antigénico. 



6.2.2 Producci6n del suero hiperinmune. 

Se emplearon conejos Nueva Zelanda adultos j6venes (4) -

a los que se sangró previo a la inmunizaci6n, y este suero -

se usocomo suero normal control. 

A cada conejo se le administró vía intramuscular; 3 mg 

de extracto protéico, 5 rng de bacterias muertas por calor y -

1 ml de hidróxido de aluminio como adyuvante, una vez a la s~ 

mana durante seis semanas; al cabo de éste periodo se sangró

ª los conejos y determin6 el tttulo de anticuerpos por el mé

todo de ELISA, considerándose como adecuados títulos superio

res a 1/4000, y en los casos en los que fueron menores, fue -

necesario reinmunizar. 

Posteriormente éste suero hiperinmune se utilizó como 

control para evidenciar el total de proteínas presentes en el 

extracto antigénico, así como en la detección de antígenos mi 
cobacterianos presentes en LCR y ltquidos pleurales de pacien 

tes con tuberculosis por la técnica de inmunoelectrotransfe-

rencia. 



-22-

·6.2.3 Titulo de anticuerpos por el mi;todo de ELISA 

Est5 ti;cnica fue empleada para evaluar la potencia del -

suero hiperirunune producido en conejo. 

Se sensibilizaron placas de ELISA con lOOug/ml del extra~ 

to proteico de M. tuberculosis, haciendo la diluci6n en sol. -

amortiguadora de Carbonatos a 4ºC durante toda la noche. 

El exceso de extracto se elimino lavando con PBS-T 0.05% des--

pui;s la placa se incubo durante 2hr a 37°C con BSA 1% 

PBS-T 0.05%, una vez bloqueada 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 anticuerpo 

se elimino lavando con PBS-T O. 05%, por último 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-H2o2 (4g de o-fenilendiarnino, 5 ml -

H2o2 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. 

Diluci6n 1:500 1:1000 1:2000 1:4000 1:8000 1:16000 

o.o. 0.77 0.71 0.53 0.44 0.23 0.11 
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6.2.4. Electroforesis en Geles de Poliacrilamida en presencia 

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

El sistema de gel discontinuo consiste de un gel separa

dor y un gel concentrador¡ el gel concentrador actfia concen--

trando grandes volumenes de muestra obteniendo as! una mejor 

resoluci6n de banda, las moléculas 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 l.Smm 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 

Soluci6n 

Sol. stock de Acrilamida 

Sol. amortiguadora Tris-HCl l.SM 
pH 8.8 

sos al 10% 

Agua destilada 

Persulfato de Amonio 

TEMED 

Volumen 

11. 7 ml 

8.8 ml 

0.35 • 

He 

0.3 

o .. 01 " 
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Utilizando vacío y agitaci6n se elimino el aire presente en 

el matraz, con el fin de obtener una mejor polimerizaci6n -

con ayuda de una pipeta serologica se virtieron 31.Sml de -

la mezcla entre las placas de vidrio evitando la formaci6n 

de burbujas. 

Despu6s de transcurridos 30 min se elimino el exceso de 

agua de la superficie del gel ya formado y coloco un peine 

de tefl6n 1 cm por encima del mismo. 

Para la preparaci6n del gel concentrador se mezclaron en un 

matraz kitazato las soluciones siguientes: 

Gel concentrador 4% Tris 0.125M 

Soluci6n 

Sol. stock de acrilamida 

Sol.amortiguadora Tris-HCl O.SM pH6.8 

sos al 10% 

Agua destilada 

Persulfato de amonio 

TEMED 

volumen 

0.78 ml 

1.5 ml 

0.06 • 

3.66 • 

0.03 " 

0.003" 

Se elimino el aire de la mezcla con vacio y agitaci6n 

durante 1 min, y virtio entre las placas de vidrio sobre el 

gel separador evitando la formaci6n de burbujas; se permitio 

la polimerizaci6n durante 30 min y elimino el agua exceden

te procurando dejar perfectamente secos los pozos formados -



-25-

con el peine donde se colocan las muestras para ser separadas 

electroforeticamente. 

Las muestras fueron preparadas antes de someterlas a electro-

foresis mezclandolas con sol. amortiguadora: 0.125M Tris-HCl-

pH 6.8, 4% SOS, 20% Glicerol, 10% 2-mercaptoetanol y 0.01% de 

&zul de bromofenol y calentando a 92ºC en un baño de agua 

durante 5min. 

Muestra 

Liquido CefaloR&quideo 

Liquido pleural 

Extracto ant1genico 

volumen 

60ul + 60ul sol. amorti 
guadora. 

30ul dil 1:5 + 30ul sol. 
amortiguadora. 

Vol. de acuerdo a la 
cene. de prote1nas (60-
ug/pozo). 

La separaci6n electroforetica de las muestras se realizo a una 

corriente constante de 30rnA por gel con incremento gradual del 

voltaje de 100-400v. durante aproximadamente 4hr: en presencia 

de una sol. amortiguadora de Tris 0.025M, Glicina 0.192M, 

SOS 0.1% pH 8.3, la temperatura se regulo con un sistema en--

friador a 4'C. 
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6.2.5. Tinci6n con &zul de Coomassie. 

Al terminar la electroforesis los geles fueron separa

dos de las placas de vidrio y teñidos con &zul de coomassie 

con el fin de tener el patr6n electroforetico de las protei

nas separadas, cuando estas no se transferían; también des-

pués de la transferencia se tiñeron los geles corno control 

de una buena electrotransferencia. 

Utilizando guantes los geles de poliacrilamida se col2 

caron en refractarios.y cubrieron totalmente con una sol. de 

&zul de coomassie al 0.125%, metanol 50% y &c. acetico al 

10%, se dejo teñir toda la noche con agitaci6n lenta. 

El exceso de colorante se elimino efectuando cambios sucesi

vos de soluci6n decolorador~·: 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 tran~ 

ferenciai Tris 0.025M , Glicina 0.192M, Metanol 20%. 

Por otro lado se cortaron tiras de Nitrocelulosa de 12xl2cm 

e incubaron con la misma soluci6n amortiguadora durante 

' 30 min, las fibras scoch y papel filtro se saturaron de la 

misma manera previo a la transferencia. 

Diagrama 

Anodo {+) 

~~ Fibra scoch 

papel filtro 

Nitrocelulosa 

VJ/Jl/l//ZIZl/1l//@ gel de poliacrilamida 

papel filtro 

~"™ fibra scoch 

catado 1-l 
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Una vez preparado el sistema se introdujo en la camara y -

efectuo la transferencia durante hora y media a corriente -

constante lA, y utilizando un baño enfriador para mantener 

la temperatura a 4°C. 

Inmediatamente después de la transferencia las tiras de Ni-

trocelulosa se bloquearon con BSA 3% PBST 0.1% 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 diluci6n 1:200 

en PBST 0.1%-BSA 1% 6 bien en el caso de controles con 

suero normal de conejo a la misma diluci6n 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 1 e/u). Las tiras entonces fueron incubadas 

con proteína A-Biotina diluci6n 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 

proteína A - Biotina, e incubando con Estreptoavidin -Pe

roxidasa diluci6n 1:400 en PBST 0.1%-BSA 1% l hora a tem

peratura ambiente, las tiras fueron lavadas con PBST 0.1% 

4 ,cambios 10 min c/u, y un último lavado con PBS antes de 

poner en evidencia la reacci6n antígeno-anticuerpo, para 

lo cuál se utilizo como sustrato O-Cloronaftol-H2o2; 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 H2o2 al 30%. En ésta soluci6n -

se colocaron las tiras de Nitrocelulosa durante aproximada-

mente 15 min 6 hasta que se observaban bandas de color vio-

leta sobre las tiras, la reacci6n se detuvo con PBST seguido 

de lavado exahustivo con agua corriente durante toda la 

noche. 
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Representaci6n esquematica del m~todo de 

Western Blotting. 

L • C • R • 

L. pleural. 

Electroforesis en Geles de poliacrilamida al 10\ 
- en presencia de sos (PAGE) • 

Electrotransferencia a papel de Nitrocelulosa. : ., 

Bloqueo con BSA al 3\ en PBST O.l\ toda la 
noche a 4ºC. 

'lncubaci6n durante toda la noche a 4°C con anti 

M. tuberculosis diluci6n 1:200 en PBST 0.1%--
BSA l\. 

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

l hora de incubación con Estreptoavidin-Peroxid~ 
sa 1:400 en PBST 0.1%- BSA 1% 

Observaci6n de antigenos con o-Cloronaftol. 
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6.2.7. Tinci6n con tinta china. 

Al finalizar la electrotransferencia de las prote1nas 

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 tinci6n con tinta china al 1% durante 1 hora, 6 bien 

hasta que las bandas fueron evidentes. Esta tinci6n se uti

lizo como control de la transferencia en el papel de Nitro

celulosa, y tambi€n para teñir los marcadores de peso mole

cular. 
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6.2.B. Determinación de peso molecular de las proteínas 

antigenicas de M. tuberculosis detectadas en 

Líquidos CefaloRáquideos. 

Al mismo tiempo que se electrotransfirieron a papel -

de Nitrocelulosa las muestras de LCR separadas electrofor~ 

ticamente, se electrotransfirieron prote!nas puras de peso 

molecular conocido que se utilizaron corno marcadores de -

peso molecular. 

Las tiras de Nitrocelulosa en que se transfirieron los ma.!_ 

cadores de peso molecular fueron teñidas con tinta china -

hasta que fueran evidentes, se identifico cada una de las 

bandas observables y calculo la distancia recorrida, as! 

como el valor de Rf el cual se grafico contra el logaritmo 

de peso molecular. 

Rf Distancia recorrida por la proteína 
Distancia total recorrida. 

No. Proteína Peso molecular 
Lisozima 14,300 
Lactoalburnina 18,400 

3 Tr:.j.psinogeno 24,000 
4 Pepsina 34,700 

Albumina Egg 45,000 
Albumina Bovina 66,000 

Kd. 
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La grafica fue linealizada, utilizando la fórmula anterior -

se calculo el Rf de las proteinas observadas al incubar con 

suero hiperinrnune anti M. tuberculosis,el valor de Rf se 

interpolo en la grafica correspondiente y de esta forma se 

determinaron los pesos moleculares de las proteínas antigen~ 

cas de M. tuberculosis identificadas en el Inmunoblot. 

CURVA DE CALIBRACION DE PESOS MOLECULARES 

100 
90 
80 
70 .6 
60 

so 
40 

30 

20 

10 

0.2 0.4 0;6 o.a 1.0 

( Rf 
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7 • RESULTADOS 

7.1 Extracto antigenico y suero hiperinmune: 

Los extractos antigenicos de Mycobacteriurn tuberculosis 

cepa H37RV fueron separados electroforeticamente en geles de 

poliacrilamida en presencia de SOS, obteniendose aproximada-

mente 42 bandas de peso molecular entre 96-14 Kd. 

Perfectamente distinguibles por tinci6n con ázul· de Coomassie 

como se observa en la fig. 1 

Fig. 1 

Análisis del total de proteínas· -

presentes en el extracto antigenico de -

M. tuberculosis cepa tt
37

RV crecida en -

medio de cultivo PBY , y analizando por 

electroforesis en geles de poliacrilami

da al 10% en presencia de SDS. 
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7.2. Detecci6n de antígenos de M. tuberculosis en L.C.R. 

En los LCR de pacientes con tuberculosis meníngea por 

el método de Inmunoelectrotransferencia usando un suero hi-

perinmune anti M. tuberculosis se reconocieron 5 bandas ant! 

genicas de peso molecular de 70,65, 58,40, 38Kd Fig. 3,4,, 

Estas bandas antígenicas son comparables con proteínas de -

peso molecular equivalente, presentes en un extracto de 

M. tuberculosis cepa tt37 RV, reconocidas por el mismo suero 

hiperinmune. 

Los antígenos de peso molecular de 70, 65 y 58 Kd 

fueron reconocidos en LCR de sujetos controles. 

Adern&s 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 características de revelado y peso mol~ 

cular corresponden a cadena pesada y ligera de lnmunoglobuli 

nas respectivamente. 
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El extracto antigenico de M. tuberculosis cepa H37Rv 

fue transferido a papel de Nitrocelulosa e incubando con sue

ro hiperinmune anti M. tuberculosis (título superior a 16000 

por el método de ELISA), a una diluci6n 1:200. Reconociendo-

se aproximadamente 46 bandas antigenicas con pesos molecula-

res entre 96-14 Kd. Fig. 2 

PM 
Kd. 

M. tuberculosis tt 37rv 

10-;;i 

~ 
50 _;~·· ' . 

.. 

Fig. 2 Bandas antigenicas del extra.s, 

to de H. tuberculosis cepa H
37

RV rec~ 

nocidas por un suero hiperinmune anti 

M. tuberculosis dil. l: 200 por el 

método de lnmunoelectrotransferencia. 
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Fig. 3 Inmunoelectrotransferencia de LCR de pacientes 

con tuberculosis meningea y revelados con suero hiper

inmune anti M. tuberculosis cepa u
37

RV. A""extracto de 

M. tuberculosis vs suero hiperinmune, B,C,D .. LCR de -

pacientes con TB meníngea, E= LCR control. 
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l 'P1 'Pa. 'P3 'P4 

l -. 
): 

65 ~-

58 ~ 
Si .. ¡¡ 

'30- .;;,1 

Fig. 4 lnmunoelectrotransferencia de LCR de pa

cientes con tuberculosis meningea y revelados -

con suero hiperinmune anti M. tuberculosis 

P1-P4 LCR de pacientes con TB meninges. 
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LCR de pac. c/TBM-SIDA 

r-
Kd ! ·--

50-· 40-· ... 

Fig. 5 lnmunoelectrotransferencia de LCR de -
pacientes con tuberculosis meníngea-asociado a 

SIDA, y revelados con suero hiperinmune anti --

M. tuberculosis. 
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7.3 Frecuencia de antígenos de M. tuberculosis en LCR 

Los antígenos presentes en líquido Cefalo Raquídeo más 

frecuentemente 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 meníngea, y en un 11%, 11% y 57% en 

los LCR de sujetos controles. Los antígenos de peso molecu-

lar de 40 y 38 Kd se detectaron tan s6lo en 4 LCR que proce

dían de pacientes con diagnóstico de TB rneningea asociado a 

SIDA (frecuencia del 22%). En la tabla y gráfica No. l se 

muestra la frecuencia de reconocimiento de los anttgenos pr!! 

sentes en LCR. 



Tabla No •. l 

PM (Kd) 

antigcno 

70 

65 

se 

40 

38 
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Frecuencia de anttgenos reconocidos por 
un suero hiperinrnune anti M.tuberculosis 

en L.C.R. 

LCR de·pac. - L.C.R. ' pac. 
c/TB meningea ·control TB 

7/18 1/7 .39 

9/18 l/_7 so 

16/18 4/7 89 

4/18 22 

4/ 18 

' control 

14 

14 

57 
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FRECUENCIA DE ANTIGENOS DE M. t"'1rculosis RECONOCIDOS 

POR ANTISUERO ANTI-Hu RV. en L. C. R. 

~ TUBERCULOSIS 
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8. DISCUSION DE RESULTADOS 

Por diversas técnicas irununodiagn6sticas como;ELISA, -

RIA y Latex se ha demostrado la existencia de antigenos mic2 

bacterianos en muestras de Liquido Cefalo Ráquideo de pacien 

tes con tuberculosis meningea. ( 1Z36). 

Sin embargo, se desconocian las características de es

tos antígenos micobacterianos, por lo cual se empleo la téc

nica de irununoelectrotransferencia para la caracterizaci6n -

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 hiperirunune anti M. tuberculosis. 

La frecuencia de hallazgo de estos antígenos en las 

muestras de Liquido Cefalo Ráquideo (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 meníngea 4 de ellos además tenían 

diagn6stico de SIDA, y es en estos LCR donde se reconocieron 

los antigenos de peso molecular de 40 y 36Kd, que no fueron 

detectados en las demás muestras de LCR de ambos grupos de -

estudio, lo cuál indica que estos antígenos son altamente 
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especificas. 

El hecho de que los pacientes con SIDA que tienen una 

inmunodeficiencia celular presenten antígenos diferentes a -

los observados en sujetos sin inmunodeficiencias, sugieren 

una posible depuraci6n de antígenos de M. tuberculosis en 

Líquido Cefalo Raquídeo. Las implicaciones pron6sticas de 

este hallazgo no pueden ser evaluadas por el diseño y limit~ 

cienes de este estudio. 

Los resultados obtenidos por el método de Inmunoelectr2 

transferencia en la identificaci6n y caracterización de ant! 

genes micobacterianos presentes en LCR de pacientes con TB 

meníngea en los que se obtuvo muy baja sensibilidad especif! 

cidad, no parecen tener relación con la detección de anttge

nos usando otra metodología 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 serían que: 

l.- Por el método de Inmunoelectrotransferencia, s6lo se 

detectan antígenos proteicos y se excluyen antígenos, -

tales como los polisacáridos; arabinomananos y arabino

galactanos que si son detectados por métodos como los 

mencionados, y que al parecer desenpeñan importantes 

papeles inmunol6gicos. ( 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 proteínas de reacci6n cruzada mismas que al 

utilizar un método cuantitativo como ELISA y RIA ó 

bien, un método menos sensible como Latex no son dete~ 

tadas. 

Ahor·a bien, se ha demostrado en algunos trabajos ( 38 ) 

la existencia de reacciones cruzadas entre los antígenos 

de Mycobacterium tuberculosis y proteínas propias del hues

ped, lo cual quedo demostrado experimentalmente al desapa--

recer las bandas antigénicas identificadas con suero hiper-

inmune anti ~· tuberculosis en L.C.R. al ser incubados con 

suero normal de conejo. 

El papel biológico de los antígenos detectados se des-

conoce. Sin embargo, se sospecha que puedan tener alguna 

actividad inmunológica como; supresión inrnunol6gica local, 

ya que se ha demostrado en otros trabajos que algunos antí

genos de M. tuberculosis tienen una acción supresora (21 ). 

-, 
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Otro aspecto sería que estos antígenos tuvieran algGn 

papel en la reacción inflamatoria local como: inducci6n de 

vasculitis, la que es muy frecuente en sujetos con TBM 

(18) , ya sea por la presencia del antígeno mismo 6 por la 

formaci6n de complejos inmunes locales puesto que se ha 

demostrado que sujetos con tuberculosis meningea tienen 

anticuerpos detectables en Líquido Cefalo Raquídeo (37). 

ESTA JtSIS 
SU IE U 

lf 8 8(1( 
BllUITEU 
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9. CONCLUSIONES 

I Con el siterna de Western Blotting usando anticuerpos 

anti M· tuberculosis se detectaron antígenos proteí

cos de peso molecular entre: 70-30 Kd. en L.C.R. de 

pacientes con tuberculosis meningea. 

II Los antígenos de 38 y 40 Kd sólo se detectarán en 

liquidas de pacientes con tuberculosis meníngea aso

ciado a SIDA, mientras que los antígenos de PM: 70, 

65 y 58 se detectarán tanto en líquidos de pacientes 

con TBM como en los controles. 

III La presencia de antígenos en sujetos no tuberculosos 

sugiere que existen reacciones cruzadas con protet-

nas diferentes a las de Mycobacteriurn tuberculosis. 

IV El conocer las características de los antígenos pre-

sentes en L.C.R. de pacientes con tuberculosis rnentn

gea, permitira el desarrollo de mejores t€cnicas 

diagnósticas. 
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APENDICE 

1) Soluci6n salina de Fosfatos (PBS) O.OlM pH 7.2 

NaH2P04.H20 0.2M sol. 

NaH2PO 4• H2o ---------------- _27; 2g 
aforar a 1 litro con agua ::i'e~~i'.íád.a. 
Na

2
HP0

4 
0.2M sol;: '--'J!:-'-

Na2HPO 4anhidro--::. ___ .. '::.Lf2~i iaf 4gi -- -

aforar a 1 litro con agua·;de'slilad,i. _", 

Mezclar: 

sol. 
sol. 

NaCl 

A 

B 

__________ .;... ____ .;:'~- ::]:--4.·0.· ~r·, 

___________ ,;;.:...;:.,:_~:_:;:;_ -:<i60 ·ml -. 

ajustar pH 7 .2 y aforar a l_ litro con agua destilada. 

100 ml de la soluci6n anterior aforar a 1 litro. 

2) Medio de cultivo Voges-Proskaver and Becks modificado por 

Youmans. 

Asparagina Difco ----------------- 5g 
Fosfato monobásico de Potasio ---- 5g 
Sulfato de potasio 

Citrato de Sodio 
--------------- 0.5g 
--------------- 0.6g 

Cloruro de Magnesio -------------- 0.2g 
Glicerol ----------------- 50 ml 

Ajustar a pH 6.B y aforar a 1 litro con agua destilada -

&s~erilizar 15 min a 10 lbs. 
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3) Monomero de Acrilamida sol. stock: 30%.Acrilamida 
0.8% bis-Acrilamida 

Acrilamida Bio-Rad ---------------- 30g 
Bis acrilamida Bio-Rad -------------~-- O.Sg 

llevar a lOOml con agua destilada, aforar hasta que la -
solución este a temperatura ambiente, filtrar usando mem-

brana Millipore 0.42um Conservar a 4°C. 

4) DOdecil Sulfato de Sodio al ll \• 

SDH Bio-Rad ----------------~- 10. g 

llevar a 100 ml con agua destilada, filtrar y guardar a -

temperatura ambiente. 

5) Buffer Tris-HCl l. SM pH 8. 8 •.. Csoi.·. amortiguadora) 
,·-····-· ·.' _··.···-.:···· 

Tris Bio-Rad -------------------.10:17~~ 

H
2
o destilada ----------------::;;::;: c;;'i;;¡>;;~. :i 

;, \· 

Ajustar pH a 8. 8 con HCl cocent~ad~; ~~~~~i a' l.OOml i --

filtrar y conservar a 4ºC ·. : .. :\; l://;:.x .,.. ,. - . 
' \:· ~>:~·>· ~·-- :~-;.';_- ' '·/-- .. 

6) Sol. amortiguadora Tris-HCl O. sM· .. ·.pi1::6/~ ,. -,~~-~?':·-· 
Tris 

H20 destilada c.b.p. 

Ajustar pH a 6.8 con HCl concentrado, aforar a 100 ml 

filtrar y conservar a 4°C. 

7) Sol. amortiguadora de corrida Electroforesis 
Tris 0.025M, Glicina 0.19mM, sos 0.1% 

Tris 
Glicina 

sos 
H20 DESTILADA 

------------------- 12 g 

------------------- 57.6g 
------------------- 40 ml al 10% 

------------------- c.b.p. 

ajustar el pH a 8.3, aforar a 4 litros, filtrar y conservar 

a 4°C. 
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8) Sol. tratamiento de la muestra (coctai_l) 

Tris 0.125M, sos 4%, Glicerol 20%, 2-Mercaptoetanol 1%, 

azúl de bromofenol 0.1%. 

------------------ 2m1:· Glicerol 

Tris ------------------ 2ml de '_Tris o. SM pH 6. B 

sos ------------------ _2ri\l_: ai 10%- -

2-Mercaptoetanol -------------- lO_Qul, 

Azúl de brornofenol --------,----: lml· ·al · 1% · 

tt2o destilada-----------------;,. 2i9rnÍ 

Aforar a lOml , congelar a -2()º_C ~-c~~t~Útigar antes de 

usar. 

9) Sol. amortiguadora de Transferencia 

Tris O. 025M, Glicina _o:. l 9Mi_ M~tanol 20% 

Tris -------------------- 12g-

Glicina -------------------- S7;6g 
Metanol -----------------""--;... BOOrnl 
tt 2o destilada ---------;..----~~.c-c;b;p. 

ajustar a pHB.3, aforar a·4 litr()s,- filtrar y.conservar a 

a 4°C. 

lO):~~~i:: ~::m:::~e d~. ~;;~~s=~=anol 50%{~ l~;~-~~:tico 10% 

SOL. I ' ~;A.!~:':_ --
Azúl de Coomassie R-250 --------,-:-:::~J;_~~:ocH:'f,:~:" 
tt2o destilada 

Sol II 

Azúl de Coomassie 

Metanol 

Ac. acético 

H2o destilada c.b.p, 

------------- 2oonll. 
- . ,,~· 

_______ ..;::;,-~·::_:~;:;_··" 62'. s~-1 de sol. I 

250ml 

50ml 

SOOml 
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11) Sol. decoloradora Metanor 50i-;- Ac. acético 10% 

Metanol ----------
Ac, ac~tico ----------
H2o destilada c.b.p.---

500ml 
lOOml 
lOOOml. 

12) Determinaci6n de Proteínas por el método de Lowry 

Sol. de Na 2co3 al 2\ en NaOH O.lN 

Sol. A: 50ml de la sol. Na2co3, 0.5ml de Tartrato de 
Sodio al 2\, 0.5 ml de cuso4al 1% 

Sol. B: Reactivo de Folín-Ciocalteau diluido 1:2 
Sol Estandar de Proteínas: BSA O.lmg/ml 

4 6 

BSA O.lmg/ml Oml 0.2mlD.4ml0.6ml0.8ml lml 

ug/protetna o 20 40 60 80 

"2º l" O.B" o. 6 11 0.4" 0.2· 

Sol.problema 

Sol. A 3" 3" 3" 3" 3 •, 

Sol. B (ml) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3. 0;3 0;3 

8_ 

:.. 

3ñll-

0~3 

Mezclar y dejar que reaccione de 30min-2horas y_ leer 
a una o.o. de 500nm. 

o.o. 0.04 0.09 0.14 0.2 0.25 
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