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RESUMEN 

Mycobacterium tuberculosis, la bacteria causante de la tuberculosis, es el 

organismo que causa el mayor número de muertes a escala mundial. Se estima que 

30 millones de personas morirán esta década a causa de la tuberculosis. 

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa que ataca generalmente los 

pulmones, aunque puede atacar otros tejidos del cuerpo formando granulaciones. Los 

slntomas comunes presentan un cuadro con: tos, dolor de pecho, fiebre, sudoración 

nocturna, fatiga, tos con sangrado y pérdida de peso entre otros. 

Uno de los principales problemas que enfrentamos para controlar esta 

enfermedad es la falta de un método de diagnóstico rápido especifico y de fácil uso. 

El inmunodiagnóstico sería un método muy conveniente para la detección de 

tuberculosis. Sin embargo su aplicación requiere antígenos anti-tuberculosos 

altamente específicos, y que puedan ser fácilmente obtenidos. 

En este trabajo presentamos la identificación de un antígeno de carácter 

glicosfdico aislado de una micobacteria no tuberculosa de rápido cr~cimiento, M. 

fortuitum. 

Mediante una combinación de técnicas cromatográficas, de precipitación y 

degradación selectiva se identificó el dimicolato de trealosa como posible reactivo útil 

para el inmunodiagnóstico de tuberculosis. El producto purificado proporcionó por 

ELISA una especificidad de 96.6%, con una sensibilidad de 86.6%. 



· .~ 

INTRODUCCIÓN 

1. ANTECEDENTES 

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa contagiosa, originada por el 

bacilo de Koch, que se transmite por vla respiratoria básicamente. El agente causante 

de la tuberculosis es Mycobacterium tuberculosis, microorganismo que produce el 

mayor númem de .muertes a escala mundial (Fauci, 1995). Se estima que el 33% de la 

población, está infectada con el bacilo es decir unos 2,000 millones (Schuleger & 

Rom> 1s9a).°Aslmismo, se prese"ntan alrededor de 8 a 10 millones de nuevos casos 

.en el mundo y más de 3 millones de defunciones anuales causadas por esta patologia 

· COrrn~. ,1995), que actualmente sigue siendo un problema de salud pública, y es 

6ón~id~rada como la principal enfermedad transmisible en el mundo. 

A pesar de los grandes avances en la ciencia médica y de la existencia de una 

serie de medicamentos efectivos, la enfermedad no ha sido controlada. En algunos 

paises desarrollados en los que se pensaba erradicar la tuberculosis, la aparición del 

slndrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) ha cancelado esta expectativa 

(Villalba et al., 1999). 

En México, la TB se ha mantenido en el decimoquinto lugar como causa 

notificada de enfermedad y, con relación a las cifras de mortalidad, se encuentra 

dentro de las primeras 20 causas de defunciones en el pals. Sin embargo se calcula 

que la incidencia real triplica las cifras notificadas (Villalba et al., 1999). 

El control de la TB requiere de un sistema adecuado de diagnóstico y de 

tratamiento. Los métodos de uso común hasta ahora utilizados no proporcionan 

resultados rápidos y confiables. En la tabla No. 1 se muestran las caracteristicas de 

diferentes métodos de diagnóstico para TB activa, de los cuales la baciloscopia y el 

cultivo son los de mayor uso. 



El in~unodla9b.'qslico puede ser un método muy conveniente para la detección 

de la T~ . . ~¡~ ~mtl~rg(), su aplicación requiere de anligenos anti-tuberculosos 

. a1tame~te e;~ectfl~c)~~~ Entre los anu9enos más prometedores que se han descrito 

. -desia·c~~ ''1ci;:;';{¡~~Ü~iá~s.: como el d lmicolato de trealosa (DMT), también llamado 
,. ' ,< ... .. -, - · .. , · .. _ .< . ·•,:: ':· .. , .. · .. · •,,'" 

·• factór cuerda; de M. tuberculosis . 

·. Tabla ~:~ . { : Ca.ract:·rf~ticas de los métodos más conocidos para el diagnóstico de tuberculosis activa. 

Método Ventalas Desventalas Referencia 
Bacilos copla •Rápido • Muy poco sensible Warren et 

•Bajo costo • lnúUI para diagnóstico de TB al., 2000 
extrapulmonar Bloom, 

• Exposición del personal al 1994 
patógeno 

• Necesidad de ser reproducido 
durante 3 dlas consecutivos 

1 
• Puede requerirse lavado 

gástrico o broncoasplraclón 
• Requiere de personal 

caoacitado 
.. ... • Generalmente •Muy lento (4 a 12 semanas) Burman et 

Cultivo especifico • Inútil para Dx de TB al., 1997 
• Poslbllldad de extrapulmonar Bloom. 

·. ser • Exposición del personal al 1994 
combinado patógeno 
con pruebas • Necesidad de Infraestructura 
de muy costosa 
sensibilidad a • Requiere de personal 
fármacos capacitado 

• Posibilidad de falsos oositivos 
Radlografla •Rápido • lnespeclfico Bloom, 
de tórax • Costo elevado 19g4 

• Infraestructura especial 
requerida 

• Renulere nersonal canacltado 
PCR •Rápido • Poco senslble a partir de Bloom, 

• Especifico vis- muestras blológlcas 1994 
B•VÍS de • Varios reportes sobre Noordhoek 
muchas otras lnespeclficldad (para la sonda et a/ .• 1993 
mlcobacterias 156110) 

• Costo elevado 
• Requiere Infraestructura 

especial 
• Renulere nersonal canacltado 

2 
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. Tabla No. 1 Caracterlstlcas de los métodos más conocidos para el diagnóstico de tuberculosis activa. 

Continuación 

Método Ventajas Desventajas Referencia 
lnmuno- • Rllpldo • Sensibilidad no llega a ser Bothamley 
diagnóstico • Posibilidad de total debido a casos con et al .. 1969 

ser reallzado anergla Bloom, 
en sistemas • Falta de disponibilidad de 1994 
que no antlgenos especlficos y Chan eta/., 
requieren sensibles 2000 
Infraestructura • Diferencias en el Daniel & 
especial ni reconocimiento de antlgenos Debanne 
capacitación debido a factores genéticos en 1967 

• Posibilidad de la población 
diagnóstico 
para 
tuberculosis 
extrapulmonar 
e Infantil 

Culllvo radio- •Más rápido • Costo muy elevado Bloom, 
métrico que cultivo • Requiere Infraestructura 1994 

tradicional especial (para manejo de 
(resultados en organismos transmisibles por 
10-14 dlas) vla aérea y para manejo de 

• Posibilidad de radiactivos) 

' 
ser • Requiere personal capacitado 
combinado 
con pruebas 
de 
sensibilidad a 
fármacos 

1.1 Patogenia de la tuberculosis 

M. tuberculosis puede infectar virtualmente a todos los tejidos del organismo, 

ocasionando la formación de pequeños granulomas en la masa del órgano afectado 

(Prescott et al., 1999). 

Al toser, estornudar o hablar, los individuos con tuberculosis pulmonar activa 

producen aerosoles (gotitas de saliva infecciosa con un diámetro de 5 µm) que 

contienen a los bacilos y pueden infectar por vla aérea a personas sanas (Fig. 1) 

(Edwards, 1986). Cuando llegan los bacilos a los lóbulos pulmonares inferiores 

provocan inflamación y son fagocitados por los macrófagos alveolares. 
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T.ª·~~rla de los bacilos son destruidos, algunos de ellos pueden permanecer en estado 

' '.latenÍ~ ,dentro de los macrófagos, ganglios y nódulos linfáticos y, años más tarde, 

·· · pu.eden llegar a causar la tuberculosis de reactivación. 

El riesgo de desarrollar tuberculosis cllnlca es mayor en los primeros cinco 

años posteriores a. la primoinfección y puede ser efecto de diferentes circunstancias 

como la des'nutrición, factores genéticos, etc. 
··•::·.: .. >· 

' ' . . ·' :(.~ .·· . 

L~ gran mayorla de las personas infectadas con el bacilo nunca desarrollan 

slntolliaS' cllnlcos. Algunas personas desarrollan enfermedad activa únicamente en el 

contexto de algún deterioro de su sistema inmune, como en el caso de los enfermos 

con SIDA, la desnutrición o bien la presencia de tumores malignos en etapa avanzada 

(Young, 1993). El SIDA facilita en un 90 a 95% el desarrollo de tuberculosis aguda y 

de presentaciones atlpicas con formas de diseminación hematógena. 

La creciente aparición de cepas de M. tuberculosis resistentes a múltiples 

fármacos ha contribuido a ensombrecer en gran medida el panorama de este 

padecimiento. Hasta ahora, no se ha detectado ningún factor de patogenia 

estrictamente necesario para el bacilo, y las evidencias sugieren que el grado de 

virulencia es producto de un fenómeno multifactorial, es decir de un fenómeno 

causado por múltiples factores en donde la estructura de la micobacteria parece ser 

determinante. 
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Flg. 1 Persona que transmite tuberculosis a través de aerosoles. 

1.2 Caracterlsticas de Mycobacterium tuberculosis. 

M. tuberculosis es un bacilo aerobio facultativo, de 2 a 4 µm de largo, inmóvil, 

· ~u~ ~o forma esporasyes ácido-alcohol resistente. Su crecimiento es lento, con un 

tiempo de generación de 15 a 20 horas, por lo que tienen que transcurrir varias 

semanas para su cultivo. El único reservorio conocido es el ser humano (Prescott et 

al., 1999). 

La principal característica del bacilo tuberculoso es la riqueza en lipldos y 

carbohidratos de los cuales está compuesta su pared celular, y que le confieren una 

impermeabilidad extremadamente alta (Camacho et al., 2001 ), además de ser factores 

de virulencia potenciales (Glickman & Jacobs, 2001 ; Barry, 2001 ). 

Una de las principales observaciones derivadas de la secuenciación del 

genoma de M. tuberculosis, (Cole et al., 1998), fue el alto porcentaje de genes 

implicados en la síntesis y el metabolismo de lipidos. Comparando con Escherichia 

coli, el número de estos genes en el bacilo tuberculoso resulta 5 veces superior: se 

conocen aproximadamente 250 distintas enzimas involucradas en el metabolismo de 

ácidos grasos en M. tuberculosis comparado con solo 50 en E. coli. 

'!ESlS CON 
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1.3 Componentes lipldicos de la pared celular. 

La pared de la micobacteria es considerada una estructura compleja y 

altamente diferenciada. Se caracteriza por un alto contenido de llpidos, los cuales 

constituyen cerca del 60% de masa de la pared celular. Estos lipidos se encuentran 

comúnmente unidos a estructuras glicosiladas de la pared celular, formando el 

complejo micoloii-arabinogalactano-peptidoglicano (mAGP) por un lado, y glicollpidos 

sin unión covalente al peptidoglicano, por el otro (Fig. 2). 

En M. tuberculosis se localizan glicolipidos con estructuras muy caracterlsticas, 

algunos de ellos son compuestos indispensables para la bacteria, y la mayorla 

presenta propiedades antigénlcas; estos glicoconjugados son por lo tanto compuestos 

clave que podrlan servir como herramientas para el diagnóstico y pueden 

considerarse como blancos potenciales en la slntesis de antituberculosos novedosos. 

Los ácidos micólicos, principales ilpidos de la pared celular de la micobacteria, 

son considerados como el componente principal de una barrera de penmeabilidad 

externa, y son los responsables de la tinción característica de la micobacteria. 

La presencia de grandes cantidades de ácidos micólicos asociados con 

diferentes tipos de azúcares constituye la base de la integridad de la pared de la 

micobacterla, que es el complejo mAGP (Verschoor, 2001 ). 
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Flg. 2 Esquema de la pared celular de Mycobacterium tuberculosis. Tomado de Lee el al., 1996. 
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. .'' .~: 

,,··· .. ~ .. , 

Los ácidos mic61i~()5 <han · sld¿ r~portados en otras especies bacterianas no 

perteneciente~ a My'/;()//a~teriuf11. ·.Se ·. co~ocen tres principales categorlas de ácidos 
·-~ ... ··=···"~-· 

micólicos: 

.. ; .• . / :;" ·:· ,-..... , .. ·, .. :: ' :: .~.\:·. ;--.;:,. ,,, 
:.- :Acidos corinonilcóHcos'.;• 

· ··~: ' ,, .. .. :\~/.·~- ',_; _.;:~. , .. ·• 

:.- A~id~s' ~oc'~rcir8~1661i2~i '·.:· 
-:_ · · · ;· __ ,_·::·:-:.-:- : ·?:_l};~:;,;_~;~;r1~:(:t~1~~f 1.?:~~*~i-~~~Ji~·It~~,:~~ .. :.__ / :: . . 

:.- 'Acidos mlcólicos ñiicobºacteí!anos 

·• .....•..• :" ·y~;·¡;.¡*~:ff :~~~;~~¡%;i:i';l'? :· .···. 
Los ácidos mlcól.icos ·.son : ácidos grasos beta hidroxllados con un alto peso 

molecular, yU~neri\;¿~·~·ri·~:~~ ~llf~tica'~ moderadamente largas en posición alfa (Fig. 3); 

estos son sÓ·l~bl~~ - :~~ >¿·~ : -r~~go muy limitado de solventes, lo cual complica su 

, · purificación. 

Beckmanet al. (1994), por ejemplo, lograron la purificación de ácidos micólicos 

de M. tubeiculosis solo después de la derivatización con bromuro de p-bromofenacilo, 

> separación cromatográfica en fase inversa, resaponificación y extracción. 

·. Los-,ácidos micólicos se presentan en la naturaleza como mezclas de diferentes :·_,_\: 

·; • · , <:: tipos . . Frecuentemente forman ésteres con carbohidratos, por ejemplo con arabinosa, 
- - , _ .. ' .. - ·:·~ -:,;. 

:/.formando . la principal estructura de la pared celular, o con trealosa formando 

·), /lll~nornicoloil trealosa (MMT) y dimicoloil trealosa (DMT), también llamado factor 

:;\_cuérda (Fig. 4 ). Este último ha sido asociado con la virulencia de M. tuberculosis 

· >: (Verschoor, 2001). 
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·. (a) ·. CHJ"'."<¿Ú2.it.._¡~)-(~H2)~:-(ll.}-(CH2)y-i¡:H-p1-(CH 2)z-CI 11 
: •. ·o. >.i 'YT·:·:·· :.\··/:j •. "•·: •. OH COOH 

Función (B): 

=(A) 

Micolato VI: 

lnexl~tente 
~ ;.,'"'.: ·:· 

.-.--. -~ 

-Cll-Cll
CU,6c11, 

IV 

-Cll-Cll
CU,8 

-Cll-Cll•Cll- -Cll-Cll=Clf-
R i\ 

' · ""-Cll~Cll-'- -Cll~Cll-
'cJÍ, · 'cíi, 

'·_: : . , '''. ,:;\·--;' ~ ,~·¡ 

HOOC;;;.(CH~)xpiat2(cH~jy~i¡:1-1-pt-CCH2)z-cH, . 

/V 

-Cll-Cll-Cll
Ít 'o1 

-Cll-Cll•Cll-'-
R 

. <r 7·i1Efr J-~f{,;f~;;~. ~: ;0,011 · · ·• ·.· ·· 

Micolato.VII: .c', ',:;,:/; ;;'t./. ,;:: :i'<<' : :}:·y , ·. . 
CH,-cu:....ccH2)v~CH:: .c::••.scc112ix7cHiCH'7 CCH,)y---i¡:H;-:yH-'-(CH2)z-c11, 

OCH1 : .>: '';\'''.'?· ff)\'.~')\' c i::(';;;,; - ·/;: • ···· · ' ·· OH cooH 

Flg. 3 Estructura de los ácidos micólicos de mlcobacterias. (a) Estruclura general de un ácido mic61ico 

(b) variaciones estructurales entre ácidos mlc61icos de distintas especies mlcobacterlanas. Estas 

varfaclónes Incluyen cambios en: una o dos funciones qulmlcas en las posiciones marcadas 

como [AJ y [B], largo de la cadena grasa o presencia de funciones en posiciones"' y w·1, dando 

como resultado un total de 7 tipos de ácidos mic61icos, que son nombrados subclases 1 a VII. 

H~~' 
u~ 

~o 
R =residuos de ácidos micólicas \)~lfH 

RO 

Flg. 4 Estructura del dimicoloil trealosa_o (;;i_<;lQL~1,1erda_ __ _ 

' 'I'ESIS CON 
l FALLA DE ORIGEN 
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1.4 Respuesta inmune de la tuberculosis. 

Durante los últimos años se han ideado métodos muy efectivos para detectar 

los diferentes tipos de respuesta inmune y el control de las enfermedades infecciosas. 

En el caso de la TB estas herramientas son indispensables para obtener 

nuevas formas de tratamiento y descubrir vacunas eficientes contra la tuberculosis. 

Con experimentos de transferencia pasiva en animales de laboratorio se ha 

demostrado la incapacidad de los anticuerpos antimicobacterianos para proteger 

contra la infección por M. tuberculosis. Por el contrario los linfocitos circulantes de 

animales sensibilizados si confieren protección contra el bacilo (Hahn & Kaufmann, 

1981; Mackanness, 1969). 

La inmunidad celular protectora descansa principalmente en los linfocitos T con 

el fenotipo CD4+ (linfocitos T de ayuda). Estas células proliferan intensamente cuando 

son estimuladas in vitro con antlgenos micobacterianos. También, se ha demostrado 

el papel protector de los linfocitos T con el fenotipo supresor citotóxico (CD8+); 

algunos animales deficientes en linfocitos CD8+ son muy susceptibles a la infección 

por M. tuberculosis (Ehlers, 1999). 

El linfocito CD4 activado por antlgeno secreta la interleucina 2 (IL-2), citocina 

que expande la respuesta inmune antimlcobacteriana del interferón gamma (INFy), 

que es un activador potente de macrófagos (Matews et al., 1985; Mustafa et al., 1986). 

Estas últimas células, que albergan a los bacilos, adquieren mayor capacidad 

bactericida al ser activadas por el INFy (Cooper & Flynn, 1995). 

La importancia del INFy ha sido claramente demostrada utilizando ratones a los 

cuales se les eliminaron los genes que codifican para la síntesis de IFNy; estos 

ratones desarrollaron una susceptibilidad exagerada a la infección por M. tuberculosis. 

10 



Hay observaciones que sugieren que en la respuesta inmune el bacilo de la 

tuberculosis, de acuerdo con sus perfiles de producción de cltocinas, puede distinguir 

dos subpoblaciones de linfocitos T de ayuda: las células Th1 (inductoras de la 

secreción de IL-2 e INFy y promotoras de la hipersensibilidad retardada en ratones 

con infección experimental por M. tuberculosis), y las células Th2 (productoras de IL-4, / 

IL-6 e IL-10, entre otras citocinas) (Romagni, 1994). 

Existen indicios de que la subpoblación Th1 es la responsable de la inmunidad 

protectora, mientras que los linfocitos Th2 no parecen jugar un papel importante en la 

infección tuberculosa (Jung et al., 2002). Los linfocitos Th1 ejercen efecto protector, 

en virtud de su capacidad de secretar INFy, que es un activador de macrófagos. 

Además de los macrófagos, los linfocitos T parecen tener un papel efector, pues se ha 

demostrado que tanto los linfocitos CD4+ como los CD8+ son capaces de lisar 

macrófagos infectados por bacilos (Stenger & Modlin, 1999). 

Torres y Sada han demostrado que pacientes con tuberculosis pulmonar 

presentan respuesta humoral con producción de anticuerpos, pero respuesta celular 

pobre (Viilalba et al., 1999). El análisis de la producción de citocinas por linfocitos 

periféricos de estos pacientes ha demostrado ausencia de INFy y producción elevada 

de interfeucina (IL-1 O), lo que sugiere una respuesta de tipo Th2 (Zhang et al., 1994a). 

Esta forma de división de la respuesta Th1 y Th2 existe también en individuos 

con lepra, enfermedad producida por M. leprae. 

Es muy importante profundizar en otros aspectos de la respuesta inmune en 

seres humanos y en la posibilidad de inducir respuestas Th1 o Th2. Se ha descrito 

que la Inducción dependerá de que los macrófagos tengan producción temprana de 

una citocina denominada IL-12 (Hsieh et al., 1993). La presencia de IL-12 dirigirá la 

respuesta inmune a una respuesta protectora tipo Th1, con producción de INFy, pero 

su ausencia inducirá una respuesta Th2, con producción de IL-4 e IL-10, lo que llevará 

a una respuesta humoral inefectiva para el control de los patógenos intracelulares. 
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Se sabe también que los macrófagos humanos normales, después de fagocitar 

M. tuberculosis, producen IL-12 (Zhang et al., 1994b); esto ha llevado a la hipótesis de 

que los individuos que desarrollan tuberculosis activa probablemente son deficientes 

en la producción de IL-12. En la Fig. 5 se muestra un esquema con las relaciones 

entre interleucinas, células fagocíticas y células T de ayuda. 

Adicionalmente, se ha demostrado un papel clave en la respuesta inmune 

temprana hacia M. tuberculosis por células dendríticas, las cuales pueden albergar 

también al bacilo (Demangel & Britton, 2000). 

IFN·r 

Flg. 5 Regulación de la respuesta Inmune humana en tuberculosis. Las células fagocfticas 

mononucleares de pacientes tuberculosos sensibilizados, cuando se exponen a M. 

tuberculosis (bastones rojos) o sus productos solubles (clrcufos rojos), sobre-expresan 

citoclnas del tipo Th1. Las células CD4 son activadas por la expresión de estos antlgenos 

mlcobacterlanos en el contexto de moléculas MHCIL Factores coestimulatorios (IL-1, TNF-<i, 

IL-6) producidos por el macrófago amplifican esta activación. El nivel de activación de fa célula 

Tes modulada por TGF-P e fL-10. El TGF-p reduce fa producción o la acción de citoclnas tipo 

Th1 (fFNy, IL-2) y también bloquea la actividad de IL-12. El TGF-P amplifica su propia 

producción y desactiva fas funciones efectuadas de los fagocitos mononucleares. Ef resultado 

es fa supresión de respuestas tipo Th1. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN l 
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.. . - ··---- . 

1.5 Los llpidos_ y lá r~~pJesta lnmüne. 
. . -· . ·::· :~ :=y-~-_:.:;: }·:. : 

;:;_-, 

Aunque loScOmpOnentes lipídicos de la pared celular han sido asociados con la 

virul~~ci~· d~ ;·Kjy(í~d~rculosís desde hace mucho tiempo (Collins, 1994 ), estos 
: .:>-.. ·,._:;- · ;·: ~ : -: ·,·::".<}::·;.:!'.~--. -:: :·::/ -. 
C(lmp6nenté~ se:consideraban sin propiedades inmunogénicas. La posibilidad de que 

los l lpid~~;~-~~~~i~~ia.rinente los ácidos micólicos jueguen un papel significativo en el 

complejo ·· ¡;~é)i:e~~- de la respuesta inmune del humano Infectado con M. tuberculosis 
•. ti~rr~baci'~ ·~ii~é~ ap~~ente a últimas fechas . 

. ,., .. . . '·:. :· · . ·: . '' '\ . .--.·>· '. • " -. . 
<.--.. ·::->-'. .. 

i En .1994 Beckman et al. dem()straron que los llpidos, en particular los ácidos 

.ml.colicos,producen una resp~es.ia in~~n~·;c~l,Ülar. Estos autores descubrieron que los 

. ácld~s ~icólicos estirTlul~ban ··1~ >~r6Íii~r~~i6n de un raro subconjunto de células T 

humanas el o ble ne9~tiv~~ I<sa4:.>·c;o€n y describieron una nueva rorma de 

pr~sentaclón de anÚ~~~~;r ~ ¡~ ~r~s'enta~ión mediante moléculas CD1 en células 

presentadoras d~ '.''. ~M\rg~~ó<:~{CPA) profesionales como macrófagos y células 

dendrfUcas. Se t~ai~\: d~-'.~, Ú~a- presentación de antígenos independiente de las 

moléculas de pres~~t~~ló~ · ·clásicas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC), 

y que es a~lualmente poco conocida. Los llpidos de Mycobacteríum hasta ahora 

conocidos ·por • estimular linfocitos T son los siguientes: ácidos micólicos libres, 

monomicolat_o d.e glucosa, fosfatldil-inositol manósidos (PIMs), lipoarabinomanano 

(LAM) y manosil-fosfoisoprenolde (Moody & Besra, 2001). 

,6 Respuesta humoral e inmunodiagnóstico de tuberculosis. 

En el diagnóstico de uso más frecuente para tuberculosis pulmonar es 

necesario demostrar la presenda del bacilo en esputo de pacientes por baciloscopla o 

por cultivo. Sin embargo tales métodos convencionales presentan muchos 

inconvenientes, como el bajo índice de detección en las baciloscoplas y los largos 

periodos que se requieren para un cultivo del bacilo (Bloom, 1994). 
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La mayorla de los pacientes producen anticuerpos para varios componentes 

antigénlcos ·del organismo durante el curso de la enfermedad. Como se mencionó 

previamente el papel de los anticuerpos en la protección contra la enfermedad parece 

ser muy limitado. Sin embargo la presencia de estos anticuerpos puede ser útil para el 

inmunodlagnóstico de la enfermedad. El valor diagnóstico de la respuesta humoral ha 

sido estudiado por algunos investigadores. 

El inmunodiagnóstico de la TB tiene un gran valor en los casos de la 

enfermedad extrapulmonar y para los no productores de esputo, como la tuberculosis 

infantil. La detección, ya sea de anticuerpos especlficos en el suero o de antigenos en 

las muestras clínicas es una aproximación atractiva en el diagnóstico de la TB. Sin 

embargo, esta aproximación no ha sido utilizada ampliamente, principalmente debido 

a la falta de antlgenos especlficos de fácil disponibilidad. 

Los exámenes serológicos utilizando antígenos crudos y parcialmente 

purificados de M. tuberculosis han sido usados por algunos años con éxito limitado. 

Estos productos brindan muy poca especificidad en el diagnóstico, especialmente al 

ser utilizados en paises tropicales con individuos afectados por otro tipo de 

enfermedades. Los exámenes que consisten en la precipitación, aglutinación 

bacteriana y aglutinación de partículas cubiertas con antlgenos dieron lugar a 

exámenes más sofisticados como el ensayo inmune enzimático (Enzyme linked 

immunosorbent assay o ELISA) y el radio inmune ensayo (RIA). Los exámenes de 

serodiagnóstico basados en anticuerpos monoclonales constituyen otra opción 

aceptable. 

Los métodos inmunológicos utilizados para evaluar la presencia de anticuerpos 

incluyen suspensión y aglutinación bacteriana, aglutinación de eritrocitos 

sensibilizados con diferentes antlgenos bacterianos, fijación de complemento, 

aglutinación de anticuerpos adheridos a partlculas inertes, radioinmunoensayos y 

difusión de gel (Bloom, 1994). 
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La serologla de la TB es un proceso complejo que involucra una enfermedad 

crónica en donde Jos pacientes están expuestos a varios antlgenos por un periodo 

largo. El estatus genético de Ja población indudablemente juega un papel importante 

en la respuesta del anticuerpo. La localización geográfica también determina el grado 

de exposición de la población a organismos que dan una reacción cruzada, los cuales 

pueden Interferir para la especificidad de Ja prueba. 

Los antlgenos del bacilo tuberculoso Incluyen protelnas, carbohidratos y llpidos. 

Esto permite la existencia de un enorme número de antlgenos y epltopes a los cuales 

puede .. responder el sistema .. ln~lJn~.;,'En ··1a tabla No. 2 se resume la eficacia 

enc6ntrnda conanilgenos de c:fi~Untds\1~0~ para el inmunodiagnóstico de TB. 

E~ Jos Úi11ltf ~~~·j~Wi~%;~~db el Interés por conocer mejor Ja estructura 

molecular ·del,0.ba~tt'o·':df~í~: TB. El diagnóstico serológico de las infecciones 

~id?baci~rl~~~s~pB;d~~''h~c~r¡e ahora con varios antlgenos mlcobacterianos, los 

cuales ~~·t;·~~~~~~¡fi¡;;d~ y evaluado para el inmunodiagnóstico como proteínas, y 

fosfollpidÍls'.';Slnembargo la especificidad de los antlgenos no ha sido satisfactoria . 
. ·' _ .. ,., ... -·--- _,, 

Los métodos utilizados para purificarlos incluyen cromatografias de afinidad con 
- .. .-- -_ . a 

antié:uerpc:is monoclonales, métodos fisicoqulmicos sofisticados y biología molecular 

(Bloo'rn,:1994). El valor de estos antlgenos en el diagnóstico serológico de la 

tiÍb~;~;Üi~sis. ha sido analizado generalmente por ELISA, debido a Ja alta sensibilidad 
' - . - -, -~ -

que -~;esenia este método. 

· Para el inmunodiagnóstico Ja disponibilidad de antlgenos específicos de M. 

t~b~;c~/Ósis se encuentra limitada. Esta especie es un patógeno de alto riesgo 

. biológico, transmisible por vía aérea, cuyo cultivo requiere infraestructura costosa y 

personal altamente capacitado. Adicionalmente, tiene un tiempo de replicación lento, 

lo que implica tiempos de cultivo de 4-8 semanas. 
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Estas caracterlstlcas. del bacilo han limitado la producción de reactivos de 

diagnóstico para tuberculosis para su uso en a gran escala. Por tal motivo, se han 

puesto en marcha . ~str~té~ias recombinantes para la producción de antlgenos 

proteicos de M. : tu~erc~lo'si;, muchos de los cuales suelen ser expresados en 

Escherichia :coliCCÓÍ~~~¿li,''~t. áÍ., 1998). Alternativamente, la sin tesis de epi topos 
' .. , :u· .. ··:.}:;~::}!:''.. .-· .. 

peptldicos d~; prótelnas · deLbacilo ha sido otra opción explorada para disponer de 

anugen~s .da ¡;:;fi{ü~'daYa9~6s!ico de fácil obtención. 
1 

•• :··~: ,~,·~A.~··,~.'..':.·.:.,:·;.~t;:<s::.: .. 
~.i:Li:· - .. -·.· 

No o~~·t~~·tf\~.1~s'a1terriativas no son viables en el caso de los antígenos de 

natu~aleza· rí'o proteica, los cuales son constituidos por productos genéticos 

secundarios, en dónde múltiples genes son necesarios para su biosintesis. Tal es el 

caso de los glicolipidos del bacilo tuberculoso, de entre los cuales se han detectado 

reactivos de muy alto valor para el inmunodiagnóstico de la enfermedad. 

Además del lipoarabinomanano (LAM), lipoglicano de pared celular con amplia 

distribución en micobacterias, tres glicollpidos caracteristicos de M. tuberculosis han 

destacado por brindar una alta eficacia para el inmunodiagnóstico de tuberculosis: la 

trealosa di-acilada (DAT), la trealosa tri-acilada (TAT) y el factor cuerda (Chan et al., 

2000). Los dos primeros lípidos, DAT y TAT, han sido reportados en la especie M. 

fortuitum (Escamilla et al., 1996). Ya que M. fortuitum es una especie de menor riesgo 

biológico que el bacilo tuberculoso, y pertenece al grupo de micobacterias de rápido 

crecimiento, su uso como fuente de DAT y TAT ha sido propuesta (Escamilla et al., 

1996). En la tabla No. 3 se muestra una comparación de algunas caracteristicas de M. 

fortuitum con respecto a M. tuberculosis, y en esta se muestran las ventajas de utilizar 

M. fortuitum en lugar del bacilo tuberculoso. 
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Tabla No. 2 Anllgenos micobacterianos ulilizados para el inmunodiagnoslico de la tuberculosis. 

Tipo de Antlgeno No. de No.de Senslbl· Especlfl- Ref, extracto tubercufos controles lid ad cid ad 

'Protelnas Daniel & 

Semipuras Anllgeno 5 N.I N.I 68% 91% Deban ne, 
1987 

Protolnas '.' Daniel & 

semipuras Anllgeno 6 36 21 93.8% 100% Deban ne, .... " 1987 

Prolelna Prolelna 38· 49 48 68%:.; ·e:'98%" Espilla el 
kD al., 1989 

Prolelna Protelna 30· 77 92 ';,61%' 
" 95% Sada et al., 

kD '' 
" 1990 

Llpogllcano LAM 66' ,202 ~.i; :3'~'.: ?-~.ro/i~; }.91%, 
Sada et al., 

1990 

" 
1 ~,Jh .. ~:~ /~;· ls~I'.~;~; 

'' Daniel & 
Glicollpido SAGA NJ J. ." .. 99:9%' Deban ne. 

:--'·-~·.·, 1987 

·:"N.11[{~ ~:~·\;::~'.1:,fü~ 
~-};'-·':~S._'._,:~-; <;f¿,. 'f.;~'. Daniel & 

Glicollpldo SAGB W~3.;~~fj -~\100!o -.- Deban ne, 
,· " ,~·--,. 1987 

.NJ/~\'. 
1-.-'. "'-··_.:,_";,.• 

¿.~~:~';/;;~ '"'.!'·:; t:,·--·, Daniel & 
Glicollpldo SAGC \}§{%';:.g;;\ ·,~97.8%' ·Deban ne, 

1-·~\f/t~'-é~r;~-: "(;;'f,'H~'.·- 1987 

Giicollpido Dimlcolalo de 99 ):: 1;::~"1~º<~~ fSi:So/º\l¿: '"'.100%'.' He etal., 
trealosa 

;J:..>'.n,_ ' 

1991 h··--.-.. -,.~.:'"' -~,..~~;::;;: -·-··,; 

Giicollpido DAT 99 ' '',,'29'9" Y':L:_. ~ ]51.6%:;:• '.6cicio/~ Craud et 
.... /.' al., 1990 

59 .·-,- -- _r:_?;~~ } 7_2.ii'o/: ! 99:3% Casa bona Giicollpldo DAT colnf.ctados ':269 
conVIH -·-- ·'~ atal., 1992 

Gllcollpldo DAT (de M. 60 ' 1.óo 
;;, 

:60% 98% Escamllla 
lortultum) ,· eta/., 1996 

Glicollpido TAT(deM. 60 '.•. 100 90% 98% Escamllla 
fortuitum) eta/., 1996 

N. l. No Indicado 

El factor cuerda,·por su parte, es un glicollpldo de amplia distribución en el 

género Mycobacterium. Su estructura consiste en un disacárido formado por dos 

unidades de glucosa, sobre el cual se unen dos cadenas de ácidos micólicos (Fig. 4). 

Si bien el factor cuerda es de amplia distribución en el género, la estructura de los 

ácidos micólicos que lo forman varia entre especies de micobacterias (ver Fig. 3). Asl, 

la obtención de factor cuerda a partir de especies menos patógenas que M. 

tuberculosis de rápido crecimiento implicaría un cambio estructural en los motivos 

grasos del producto. 
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En años recientes; pan y colaboradores (1999) reportaron que aunque estos 

cambios estructura.les parecen mlnlmos en la estructura del factor cuerda, su 

Implicación ~n ·~I r~conocl~fe~to" antlgénlco humoral del producto es muy importante, 

de manera que "u~ ia'~to'f:..clierda con ácidos micólicos estructuralmente diferentes 
. .. ,.· . · . . '·., ... :,r:·,-,<.:·";~'"'':,·-·:.~<.·.::y·:.:-. r 

reisultariá potíremenie'reconcícido por anticuerpos. 

Fi~~l.~~rt~fr~1f?~t~1s'.'~·~e estudios menos amplios han mostrado la utilidad de 

glicolfpldos,·adiclón'alEis.'para 'el inmunodlagnóstico de la tuberculosis (PIMs, LOS, y 
-·; .. <·· '."':~·!·,-: :<·:;:':'·::~::·~~!i'.'~··Z?b'.f· '.:' .:·· .:- , 

. PGL), otrosll~ldcis'p~rmanecen aún sin ser detectados en el bacilo tuberculoso (Cole 

et ~/.;; 19·9~').f~~¡.;¡~¡";~e es probable que antlgenos no proteicos diferentes a los ya 

d~sc;Íto~'.pd~ci~~;~:¿~:~er caracterizados como reactivos útiles para el diagnóstico de 

la enferm~cÍ~i{. Y ·· 
" 

Tabla No. 3. ca.r:B~terlstlcas de Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium fortuitum como fuente de 

reactivos de diagnóstico. 
•.;·:".:,··.· 

.. 

' M. fortuitum M. tuberculosis 

Tlemoo de cultlvo 7-14 días 4-6 semanas 
Complejidad de lfpldos Mediana Alta 
extralbles 
Patogenlcidad Oportunista. Patógeno estricto. 

Frecuentemente encontrada Transmisible por vía aérea. 
en infecciones relacionadas 
con procedimientos 
auirúraicos. 

Infraestructura requerida Laboratorio de bioseguridad Laboratorio de bioseguridad 
para su maneio nivel 11 nivel 111 
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Previamente al presente trabajo, la purificación de los glicollpldos DAT Y TAT 

de M. fortuitum era un procedimiento de rutina de nuestro laboratorio para la obtención 

de reactivos de diagnóstico para tuberculosis. E~·~¡ t;~ri~cu~~o de pruebas serológicas 

brindadas por nuestro laboratorio a clfnl~~ de'·s'~lud,· se 'decidió utilizar fracciones 

semipuras con DATy TAT a fin ~eró'ht~~eF~~kultad6; diag~ósticos preliminares para 
.· · : <···; :·.- ¡·,.~·~·;··-·'.'!· ·~- :<r. ~¡;:- ··,,:f/L'c: .:'. ;;:~./:; ·: '}'.. : t ~., . ·. ' 

un número reducido de .Individuos é::ori diagnóstico de· tuberculosis. 
· ·:~-., :_,: ':: ::x~~~.'.5i~.~::'.-~·);t :Ir'ir;~::~·J,,_~/:· :::· -, _ _, 

.. De. manera l~ter~~a;,i~; •g¿~~~d~ ~i~h!~· f~~):~,g~esfueron utilizadas, la fracción 

~empuesta por TAT de M: f~~UtiJ;;;~~'i>(io'~·compo'n~ntes lipldicos resultó poseer una 
- . ' ·~· ·' .... ' . ··-'»-. . . . 

muy alta reactivldad corislde'rando ·~u impureza. Por tal motivo, el presente trabajo de 
. . . . , •, '•" . '- .·-,.·<.y· -, ' 

tesis consistió en : la· corrobor~é::iÓn de· estas observaciones, asl como en la 

identificación, purificación y· caracterización antigénica humoral del componente 

llpidico responsable de. la reactividad antigénlca adicional observada con los sueros 

de individuos infectados por M. tuberculosis. 
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OBJETIVOS 

:;.. Desarrollar una metodologia reproducible para la obtención y purificación de los 

glicolipidos antigénicos de Myc9bacterium fortuitum. 

l>- Identificar lipidos antigénicos de M. fortuitum presentes en fracciones 

semicrudas que contienen tri-0-acil trealosa (TAT). 

l>- Purificar y evaluar el llpido identificado como antlgeno para el 

inmunodiagnóstico de la tuberculosis. 
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ESQUEMA METODOLÓGICO 

Cultivo de M. fortuitum ATCC 6841 

Ensayo lnmunoenzlniátlco 
comparativo con Individuos sanos -
e Infectados con M. tuberculosis 

Identificación del contaminante lipídico 
con propiedades antlgénlcas 

Purificación del lípldo antlgénlco 

Evaluación serológlca utilizando el lípldo 
antlgénlco como reactivo 

21 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

4.1 Cultivo de cepas de micobacterias. 

/ 

La cepa A TTC 6841 de Mycobacterium fortuitum fue sembrada en matraces 

Erlenmeyer de 1 litro con medio liquido de Sauton. Se Incubó a 37º C durante dos 

semanas. 

4.2 Extracción de glicollpidos. 

Una vez que·-las micobacterias aicanzaron': un desarrollo adecuado, se 

separaron del medio de cultivo por filtració!'l. Las ¿éj~l~s recuperadas se depositaron 

en un recipiente de v.idrio . con ür1a .. ~~zcla , de cloroformo-metanol 1 :2 (v/v), para 

extraer .los llpldos .total e~ Y.se in~ub~~ron' a 50º e por 60 minutos. Transcurrido el 

tiempo, la mezda' se pasó po.r/un' filtro' y el residuo celular se colocó nuevamente en 

otra mezcla de clor~toÍfno~rf¡~t~~~l 2:1 (v/v). 

Posteriormente los extractos se juntaron y se secaron por evaporación en un 

rotavapor. Finalmente al extracto concentrado se le realizó un lavado de Folch (Folch, 

1957), para lo cual se disolvió en una mezcla de cloroformo-metanol-agua en 

proporciones 4:2:1 (v/v/v) dentro de un embudo de separación. Después de haberse 

formado dos fases, se recuperó la fase orgánica que contenía los llpidos de interés 

obteniendo de esta forma el extracto lfpidico total. 

4.3 Técnicas de cromatografía. 

El extracto lipídico se disolvió en un volumen mlnimo de cloroformo, y se 

fraccionó mediante una cromatografla en una columna de vidrio con una matriz de 

florisil en una cantidad en gramos equivalente a 30 veces el peso del extracto. El 
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fraccionamiento fue obtenido eluyendo sucesivamente con un gradiente de metano! en 

cloroformo (O, 2, 4, 6, 8, 10, 12%). Las fracciones obtenidas fueron analizadas por 

cromatografia en capa fina. 

Las fracciones enriquecidas en lipidos glicosilados se sometieron a una nueva 

purificación mediante una nueva cromatografia en columna, eluyendo con un 

gradiente más lento de los mismos disolventes. La purificación final se realizó por 

cromatografia en capa fina preparativa o en cromatografia normal sobre gel de silica 

en columnas preempacadas (Sep-Pack, Waters Corporation, Miiford Massachussets, 

EUA). 

4.4 Cromatografia en capa fina analltica. 

El análisis de las fracciones y de los compuestos aislados se realizó por 

cromatografía en capa fina (CCF), para lo cual se emplearon cromatoplacas de vidrio 

con gel de siiica (0.25 mm espesor, Merck, Alemania). Las muestras se colocaron a 

un centlmetro de uno de los extremos de la placa ayudándose de un capilar. Una vez 

cargada la placa se eluyó dentro de una cámara de cromatografía saturada con los 

vapores de un sistema de solventes según los compuestos a analizar. Los sistemas 

utilizados para eluir los compuestos menos polares fueron mezclas de cloroformo

metanol 90:10 (v/v). La eiución de lípidos polares fue hecha con mezclas de 

cloroformo-metanol-agua 60:16:2 (v/v/v). 

Para análisis bidimensionales, la muestra fue colocada cerca de una esquina 

de una placa de 20x20 cm, eluida en una dirección, secada a temperatura ambiente 

dentro de una campana de extracción, y eluida en la segunda dirección. 

Para revelar los glicolípidos, la placa se roció con una solución de antrona 0.2% 

en H2S04 y se calentó de inmediato a 11 Oº C durante 5 minutos aproximadamente. La 

detección de fosfolípidos se realizó rociando solución de óxido de molibdeno (Sigma, 

SI. Louis, Missouri, EUA). 
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4.5 Cromatografla en fase sólida. 

La cromatograffa en fase sólida se empleó para la purificación final de 

antfgenos. Los 'extractos lipfdicos y las fracciones obtenidas de la cromatograffa en 

columna se pa~aró~' a través de u~ sopor!~ de sflica gel comercial (SepPack, Waters), 
.. , .... /.·;,; ,,~,_~{::· ... ~"'·>·.j:,:.'::···r:.,-· ·.-:.-··:,.,,::,"~"./'.~-::_.' .. -: -·-

utilizando de n..ariera ~ecuencfal los siguientes eluyentes: CHCb-CH30H 100:0 (v/v), 

98:2 (vÍv), 96:4_'(~/~); a4:6 (v/v), 92:8(v/v), 90:10 (v/v) y 85:15 (v/v). Las fracciones 

obtJnld~~ ·~e .dej~ron secar y posteriormente se analizaron en una placa por 

croniatograffa con fa técnica antes mencionada. 

4.6 Cromatografla en capa fina preparativa. 

Las fracciones enriquecidas con DMT que se obtuvieron en la cromatografla 

por adsorción sobre florisil, fueron depositadas en placas de-gel de sflica preparativas 

de 0.5 mm de espesor (Merck). Se eluyó con una mezcla de solventes cloroformo

metanol 90:10 (v/v) y los lfpidos fueron revelados por aspersión con una solución de 

rodamina al 5% en acetona, ayudándose de luz U.V. Una vez marcada la banda 

correspondiente al glicolfpido de interés, la sflica fue raspada y eluida a partir del 

soporte con cloroformo-metanol 90:10 (v/v) durante 1 hora. 

Poste_riormente, la sflica y la rodamlna fueron eliminadas del producto eluido 

por filtraclón'á través de papel Whatman y de una columna de florisil 7 cm x 0.5 cm, 

230mm. <:,{;>i' ' 

4;7 Precf pita7ión selectiva del dlmicolato de trealosa. 
''..~.. . -·_-~::: · - ,: .. :· 

La púrificación final del DMT se realizó utilizando la técnica de precipitación con 

a~etona: Para ello, adicionamos a la muestra un poco de cloroformo grado HPLC y 5 

mi de acetona. Después de dejar reposar durante una noche a 4º C, se centrifugó por 

10 minutos a 2500 rpm, y el sobrenadante fue separado con ayuda de una pipeta 
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Pasteur. El producto precipitado fue resuspendldo en cloroformo y analizado mediante 

cromatografía en capa fina._ 

.·, 

4.8 Desacilación alc~fi~~ ~uave de glicollpldos. 

~· ~'.J;;~~:.8;~~,:~~~gf( . ·,. •. ·.· : ' 
Una muestra ;con_ 0.5 mg de llpidos fue disuelta en una. mezcla cloroformo-

'metano12:1(v/V).t:s9'1~~~dÍcion6 un volumen igual dé NaOH 0.2 N dlsu'eÚa en metano! 
; '.·, ;\, .. ··; ''.·~:i·;· .. f·> ):·.··~ .. ~ .. ;~::::-,:~;.¡;.:~·<-,-.~l~\7~~";;·;;;;. '.,.:,,»,,: . ."<~ .. ·_ . . : .. .., '. '· .<· · .. : >:::· .. , :. ·.(!_:._;.; ', .: :\··~' ·'·-" ~:./·,-:· ~~,<(: ,.. . . 
y la 111ezcla fue inc~bad~ d~rante 30 minutos a 37º e, Se neutralizó con ácido acético 

. ___ ._co:n€~nt~~1i,Íf,}~~;~~,~~;·,~~?{p ii,~~9e7~·-~-~--~ fr~~i~?:zg1g;,;~Q_:,~~~1.·~~. una mezcla de 
·. cloroformo:metahol:agua_'.4:2:1 (v/v).' se'.recuperó ;la•Jase clorofórmica (inferior) y se 

'·~·.:; }:·· :·· . ·: <.-./"'.:¡:~r.~_;,,'.·d,::.-~:.: .. -:,,.-j. ·J:.:·:~·.-;·'. ·'t. (;1·'·,..·\'/ •• ,._<-t;-.'. __ ·:.<t:.·:: ,c,';E ;- ;.--_,/< ·>.--?:"":-.<-."._-·:,,: -~ .":-: 
lavó 2 veces con·una mezcla metanol~agua ·1 :1 (v/v). Se concentró por evaporación . 

. ;: .· .. -. -- ',._: . ':..\< ; ~·\: .. \:;~;.:\'-''·:.~,,:~.é',_:Ff_·._ .. ;_·._)_;_· .•. ·~~-·-;.·_:_,_ ... _::.~_·:~.':::~,_·:'º>','. ,· <· .'. '• <<." ; :;:.- "' 
",.'<:.<·{;·;.t.·.::.~-;<.;":~· ':::__:··.: 

.4:9 --~~po.~i~~~;ci~t':~¡j'.Jt~~t,~f~~?~: 66n á,it~--impedimento estérico 

: •: La tra'cCiéÍil':en'r1é¡'UeCid~ éii TAT o el DMT purificado de M. fortuitum, fueron 
...... ,_ . ,, .,,., .. -,·· .. ,· 

incub~doi;' toda la noche con 5% KOH en metanol/benceno 8:2 (v/v) bajo reflujo. Los 

ácidb~ .. liores rü'~r~n · extraídos con éter después de acidificar con H2S04 , y 

' lrJnsfornÍ~dos ~n forma de melil ésteres con diazometano (Buitrón et al., 1998). 

4.10 Análisis de ácidos micólicos por cromatografia en capa fina. 

Después de la saponificación del DMT purificado, como se indica en el 

apartado anterior, los lipidos metilados fueron disueltos en dietil éter y separados en 

placas de CCF eluyendo con CH2C12. Los productos fueron revelados con ácido 

fosfomolibdico al 10% en metano! y comparados con micolatos obtenidos de cepas de 

micobacterias de referencia (Buitrón et al., 1998). 
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4.11 Técnica de serologia. 

Se utilizó Ja té~nica clel.inmunoensayo .enzimático o ELISA (Enzime-linked 

inmunosorber1l~ls~y);'E:i'a~tiª~nO~e disOlvió erí una mezcla de hexano y etanol 1:1 
/ - ' . . ·:." ,.- . /:..'.~ ' -'~· >_;:·-:-, =-':;:~' ;.~·"'.: •:-~'.·;:::; i{,:1.:'.; ,_'.::: ~,·;: '. ._;· { ':; ~: '.' ,,. ,~·.' .... ~. ·:. ':: _-: -: . ' " 

(v/v), y .se ,depos1tó 0;fc.:·µg e.n.e cada.: pozo de mlcrotitulación (Nunc lmmuno Plata, 
, . : ' - .:>.: .. ,,,::'''·~{:, ·:.y,¿,~~-0fí;3"i:i;.'.:',;:d-' :,):;\;·'·'.1.·rc"·:·'/· J::i:<.·:/<:·:::~, ·.-; . .":\~¿::· ' , 
· PolySorp);';El:.solvente··se·1evaporó}a''37,~ C•durante 12 horas. Después de haber 

.-:. ': .... ' ' :''.:; ; ·~:~~'.' .'. ~: ~;~"(fo ~,;;:;:t-:.r:~~~ '-:~{p;;_~· ;~'.:.-~;~,'.:; -'5k,':'.'.~,;::.:~~~ :~ '' -;',/. · ''. ·,, ·· · 
. bloqueado''.con'i200'f.iLFde·<:una:;solución de albúmina sérica bovina (BSA) al 3% 
.. ' ·.- . ·?_ . '_,.~:,\>~-~-:\.~>'<--/>-~':-::'>~~,':-!:'_.': t":'._\:~'.:-:? ~--~~'- !~~/; .i;'.~·.f<-,; :· . - . 

. durante 1•.hora::a¡·37~:.:c;,.·:se'reallzaron 5 .lavados con solución amortiguadora de 
· , ·.;·,:- --. · '.-'.;_-~:- :~· -,;:·.¡:/~,'ii/>.'.··1(:·fY:;{~'~1~.~t~:L::0;.'.:;, .. :.<): .'.::;;;.~_-r' '.~':,;-:::_- · · .. : 

fosfatos. E~segulda'·.s~ a~icionar~n 100 µL de sueros diluidos 1:100 en solución 

~m'ortigu~·ci'oi~···ci~Tf~·~r~ib~;ai':á0~d~ BSA. Se incubó a 37º e durante 1 hora y se 

r~aliz~r6~"~.s '1¿t~dos,~0~:·200 µL de· solución amortiguadora de fosfatos por pozo. 

· .. Pb~t~riorl11erii~·se'adicia'na~ori 100 µL de anti-anticuerpo anti-lgG humano conjugado 

a la rbsfal~s~;a1daiinadiluida en solución amortiguadora de fosfatos al 0.3% de BSA. 

Fi~alm~nte se ~olocaion en cada pozo 100 µL de una solución de paranitrofenilfosfato 

dmgÍ~I) en Una solución amortiguadora de dietanolamina (pH 9). Se incubaron 15 

mln.utos a 37º 'e y se leyó la densidad óptica (D. O.) a 405 nm en un 

espectrofotómetro para ELISA. Cada suero fue analizado por triplicado y los 

resultados rnu~stran el valor promedio obtenido. 

Para una prueba de ELISA, se consideran como positivos todos los resultados 

mayores a un valor de corte dado. Para calcular dicho valor de corte, se asume que 

las densidades ópticas obtenidas con los sueros controles están distribuidos alrededor 

de un valor medio pequeño, y los valores de corte se definen, generalmente, como el 

valor medio de esas densidades ópticas adicionado de 2.0, 2.5 o 3.0 veces el valor de 

la desviación estándar de esa misma muestra (Daniel & Debanne, 1987), Es 

importante que el número de controles sea grande para que la confianza de la 

especificidad sea mayor. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1 Fraccionamiento de un extracto lipldico total de Mycobacterium fortuitum. 

A partir de cultivos con dos semanas de incubación se obtuvo el extracto 

lipldlco total de células de Mycobacterium fortuitum, el cual se fraccionó mediante una 

columna de adsorción de florisil, empleando como eluyentes metano! en cloroformo a 

diferentes concentraciones (O, 2, 4, 6, 8, 10%). Mediante análisis de cromatografía en 

':capa fina (CCF) y con reactivos de revelado específicos, como el ácido fosfomolibdico 

. para Jlpldos en general, antrona para llpidos glicosiiados, y azul de molibdeno para 

lípidos fosforilados,. se pudo observar que el extracto de llpidos obtenido con tenla una 

mezcla de cern~ º. trigHcéridos, glicollpidos, y fosfollpldos. Adicionalmente, analizando 

. el extracto lipldico)ntáéto y después de haber realizado un tratamiento alcalino suave 

(reacción de desaéilación alcalina), pudo observarse que algunos Jipidos son estables 

al .. álcali mientras ·que otros son inestables, indicando la ausencia o presencia 

respectivamente de ácidos grasos unidos mediante enlaces éster. 

En la Fig. 6 pueden visualizarse sobre una cromatografía en capa fina revelada 

con antrona, en color café los Jlpidos no glicosilados que no contienen azúcares y en 

color azul Jos llpidos glicosilados. Con una cromatograffa idéntica corrida 

paralelamente, pero revelada con azul de molibdeno (no mostrada), se pueden 

detectar los compuestos que tienen azúcares y fosfato, que corresponden por Jo tanto 

a glicofosfollpidos, los cuales en Mycobacterium son manósidos de fosfatidil-inositol 

(Brennan, 1988). 

Mediante CCF de doble dimensión pueden visualizarse triglicéridos y 

glicollpidos especlficos de esa especie, como Ja trealosa diacilada (DAT) y la trealosa 

triacilada (TAT), Jos cuales fueron identificados por comparación de su corrimiento 

cromatográfico con el de estándares previamente caracterizados en el laboratorio 

(Escamilla et al., 1996) (Fig. 7). 
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Fig. 6 CCF de doble dimensión del extracto lipldlco total de M. fortultum. Eluyente: primera dirección 

(1): cioroformo-metanol (80:20 v/v); segunda dirección (2): cloroformo-metanol-agua (60:35:8 

v/v/v). Soporte: gel de slllca G60. Detección: entrona. Las fleches Indican las manchas 

correspondientes e glicofosfolfpidos. Las flechas punteadas Indicen glicolfpldos Inestables al 

élcali. 

!TESIS CON 
~DE ORIGEN 
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Flg. 7 CCF de doble dimensión en donde puede visualizarse los gllcollpidos especificas de M. 

fortu/tum, las trealosas dl-acilada y tri-eclledas (DAT y TAT). Etuyente: primera dirección (1): 

cloroformo-metanol (90:10 vlv); segunda dirección (2): cloroformo-metenol (80:20 vlv). Soporte: 

gel de slllca G60. Detección: entrone. 

TESIS CON 
1 FALLA DE ORIGEN 
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Para fines de inmunodiagnóstico se procedió a obtener extractos enriquecidos 

con TAT, fraccionando el extracto lipídico total mediante una cromatografía de 

adsorción sobre florisil en columna abierta. De esta manera, se obtuvieron tres tipos 

de fracciones: lípidos de baja polaridad, de mediana polaridad, y llpidos polares. En 

total se obtuvieron 20 fracciones, las cuales fueron analizadas mediante cromatografía 

en capa fina sobre gel de sllica para visualizar el tipo de llpidos presentes en cada una 

de ellas. 

Las primeras fracciones que se obtuvieron contenían compuestos de baja 

polaridad. Como era de esperarse, entre estas fracciones, eluidas únicamente con 

cloroformo, se obtuvieron grasas no glicosiladas, como son los triglicéridos, cuya 

presencia ha sido bien documentada en micobacterias (Brennan, 1988). Al utilizar 

metanol en concentraciones menores al 5% en la composición del eluyente se 

obtuvieron llpidos enriquecidos con el glicolípido TAT (Fig. 8). 

5.2 Eficacia para el diagnóstico serológico de frácciones lipídicas de Mycobacterium 

fortuitum con TAT. 

Los glicollpidos DAT y TAT de M. fortuitum fueron reportados en nuestro 

laboratorio como reactivos de diagnóstico muy eficaces y de fácil obtención (Escamilla 

et al., 1996). En el transcurso de pruebas serológicas brindadas por nuestro 

laboratorio a clínicas de salud, se decidió utilizar fracciones enriquecidas en TAT a fin 

de obtener resultados diagnósticos preliminares para un número reducido de 

individuos con diagnóstico de tuberculosis. 

La fracción 3, cuyo perfil cromatográfico puede observarse en la Fig. 8, fue 

nominada TAT-r y utilizada para diagnóstico preliminar de TB. Esta fracción 

proporcionó muy buenos resultados de diagnóstico. El suero positivo utilizado como 

control mostró una reacción fuerte con la fracción TAT-r, mientras que el suero control 

negativo no mostró reactividad. 
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Fig. 8 CCF Fraccionamiento del extracto de llpldos totales de M. fortu/tum. En los carriles 1-7 se 

observan fracciones de polaridad creciente. La fracción 3 se encuentra enriquecida con el 

glicolfpldo TAT. Soporte: gel de sflica. Detección: entrona. Eluyente: cloroformo-metenol (90:10 

vlv). 
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A fin de corroborar estas observaciones, decidimos analizar la respuesta 

hum.oral de 10 individuos con tuberculosis pulmonar y 1 O individuos sanos hacia el 

glicolipido TAT puro y la fracción TAT-r. En la Fig. 9 se muestran los resultados de 

este análisis. 

Como puede observarse, la fracción TAT-r proporciona una menor sensibilidad 

para el diagnóstico de la TB pulmonar comparándolo con la TAT purificada. Utilizando 

un valor de corte equivalente al promedio de D. O. de los donadores sanos + 2.5 

veces las desviaciones estándar correspondientes, el 100% de los individuos con TB 

en esta muestra fueron diagnosticados con el antlgeno TAT pÚro, mientras que solo el 

80% reaccionaron positivamente ante la fracción ,TAT~r. Sin embargo varias de las 

muestras provenientes de individuos con tuberculosis pulmonar presentaron una 

reactividad mayor con la fracción TAT-r qUe con el lipldo TAT puro. Las muestras de 
. ' ~ 

individuos sanos, por su parte'.· no experimentaron un cambio significativo en la 

reactividad hacia ambas preparacionesUpfdicas; 

Estos resultados indica~on'iqu~'ra fracción TAT-r contenia ffpidos distintos a fa 
;·,;."· ._.··. > ·.·-

TAT, con propiedades aritigénicas que podrfan ser utilizadas para el 

inmunodiagnóstico de TB. 

La fracción TAT-r fue, por lo tanto>.analizada a fin de explorar el valor para 

inmunodiagnóstico de lípidos que coel~yein con laTAT. 
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Flg. 9 Resultados del ELISA utilizando la fracción TAT-r (clrculos negros) o el llpldo TAT purificado 

(clrculos blancos), como antigenos para el diagnóstico en suero de 1 O pacientes con 

tuberculosis (TB), y 10 donadores sanos (OS). Las lineas punteadas fueron usadas para unir 

los resultados .obtenidos co.n cada suero de los individuos. Un valor de corte equivalente al 

promedio . del·· grupo control +2.5 desviaciones estándar está representado para ambas 

fracclories.deantlgenos. 

5.3 Identificación.del lrpldo contaminante mayor de la fracción TAT-r como factor 

cuerda;·· ,, ~;: '.~\··~:· . . 

L~Jrabdón TAT-r fue sometida a dos procedimientos de degradación quimica y 

¡¡nalizad~,~-or. CCF. Este análisis mostró que el principal producto contaminante de la 

_TAT-r era, probablemente, el dimicolato de trealosa (DMT) o factor cuerda de la cepa 

de M. fortuitum. Esta hipótesis era apoyada por el hecho de tratarse de un glicolipido 

de relativa resistencia a tratamientos alcalinos suaves, pero degradable cuando 

procedimientos de alcalinólisis más severos fueron ensayados (Fig. 10). Como es 

conocido, los glicollpidos micobacterianos con este tipo de comportamiento son 

aquellos que presentan enlaces tipo éster con acilos provenientes de ácidos micólicos, 
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ftioceránicos, dicarboxílicos o micocerósicos (Daffé et al., 1983), mientras que 

aquellos con menor impedimento estérico sobre el enlace éster, como en la TAT, son 

susceptibles a alcallnólisis convencionales (Fig. 10, carriles 1 y 2). Por otro lado, de 

esos gllcollpidos con resistencia relativa al álcali, el monomicolato de trealosa (MMT) y 

el dimicolato de trealosa (DMT) presentan una coloración púrpura-grisácea al ser 

puest.os en contacto con el reactivo de antrona (Muñoz et al .. 1997), caracteristlca 

mostrada p'or el lípldo contaminante de la fracción. El MMT es conocido por coeluir 

con la DAT a partir de cromatograflas de adsorción sobre fase normal (Muñoz et al., 

. 1997),; fa~e.uUliza'da :en el presente estudio. Asi el DMT parecia la estructura más 
' ,) ··- .- - ... · ,· 

probabie para'este\lipldo. El presente trabajo se enfocó entonces a la purificación del 

DMT of~¿i~r:'2~:~ici~''cJ~ M. fortuitum a partir de la fracción TAT-r, a fin de evaluar si 
·. . - ·, / >' .;:::~:-,/;'~~:'-~~\'-_:. :?.'~:~-,~!!':~:<' .. ··;'. 

es este prodúcto elresporisable de la actividad antigénica . 

. ···· .•.. ':,;~tf~li:f ..• 
·· 5.4 Purificaélón :delfact6r cuerda de Mycobacterium fortuitum. 

'-;,'f.-:' 

Par~ ia'purifiéaCióri del.DMT, la fracción TAT-r fue sometida a tres pasos adicionales 

de ~ pJ;iflé~~ÍÓh;fL'G'~a /Óromatografla en columna de gel de silica empacada 
' -·-- -- -.. - . :--:...._,,, -·-.:;:~··~·. ,.-,::.:: ,--;:- .:>· ... ; 

· colllercialrilen'teJ(SepPack, Waters), un equilibrio de precipitación en acetona fria y, 

, u~a''br~;rri~t~~~~fÍa;~~ capa fina preparativa. La primera cromatografía, que fue corrida 

.·~o~ iJ~~~~:~le~t~;de s~lventes más fino que la columna de florisil, tuvo como objeto la 

elimi~~~ión'clé contaminantes de diferente polaridad al factor cuerda que, aunque en 

.nlínlrmi~ cantidades, se encontraban presentes. De esta columna, el factor cuerda 

eluyó junto con el glicolípido triacil-trealosa, de polaridad semejante. 
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Flg. 10 Identificación del DMT como el principal lfpldo que coeluye con la TAT. CCF sobre gel de slllca 

de la fracción enriquecida en TAT Intacta (carril 1 ), después un procedimiento de desacilación 

alcalfna suave (carril 2) y después de la saponificación con KOH 40% en metanol-benceno 

(carril 3). Eluyente: cloroformo-metanol (90:10 v/v). Detección: 0.2% antrona en H2S04 

concentrado, seguida por calentamiento a 11 Oº C. Las flechas Indican un doble spot 

correspondiente a 2, 3,4- y 2, 3, 6-TAT. 

Ya que el factor cuerda y Ja triacil-trealosa son glicolfpidos con un mismo motivo 

sacarídico, Ja trealosa, pero con ácidos grasos de muy distinta solubilidad, un 

equilibrio de precipitación en un solvente medianamente polar fue utilizado para 

precipitar selectivamente el glicolfpido más hidrofóbico, que es el factor cuerda. 

Posteriormente, el precipitado obtenido fue purificado por cromatografía sobre capa 

fina preparativa a fin de eliminar cualquier contaminante que pudiera haber arrastrado 

durante Jos pasos de purificación precedentes. De esta manera, se obtuvieron 

alrededor de 4 miligramos de factor cuerda puro, los cuales fueron mantenidos en 
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congelación bajo atmósfera inerte hasta ser utilizados posteriormente para los análisis 

de serodiagnóstico de tuberculosis. 

En la Fl'g.'}1 ·se muestra un análisis cromatográfico de factor cuerda purificado 
~ \• ' .-

de M. forluit~~ y;de;una preparación estándar de factor cuerda de M. tuberculo;is . 

. Ambos ,d,iódJct~~::jp~es~ntan .. una .. migración similar, asl como la coloración 

caracter;~ÍiC:f~J~~G~~~~iiéc~a d~~ste compuesto al ser detectado con antrona. 

·.·· ...••• ,c,;:~·~}f,:1:~~t~l~~i~~;¡f.0~1)&t ·> ...• 
,, Pára'•'conffraj¿Nialicié~'íidad del producto purificado como factor cuerda, se 

. . ' ·::· < ~ :.··: ;··:;;-·. ~:"'h .·.t·"'.'''."'.···,;·-~-.,,'! __ ~7d,'····:!\ {'.'' ·-·.- :· . 

realizó íJn?a~ái1~iS'\ci~;¡os~~C:1cios'.grasos que fueron liberados al saponificar. Si Jos 
, ·. ···•.····•Id~.r.0·•''>•'··:.;/;;v·"'k'·•·ic::.;:;:r~>·· . ·. 

·•'ácidos grasos:eran;mlcólicos,é~su:tipo puede ser identificado mediante CCF después 
·.. . .:.Y-;,··: .. :,y~.;;,·¡t:!:C>:.'.~é~~~;;::·~~F:~'.:h=-~ 1-.~,~-~,~:.;'{'~~>-: . 

. de haberlo,~ tr"!nsf~,r~~~.O'.(ln'.~steres metílicos (Daffé et al., 1983; Buitrón et al., 1998). 
-- . ·,: -: .-,, · '"''.':, ~ ,,~ -1.L-~:'i:~~):f:"'.~\·-'· -,~,Tvt.:-.~ "; il');<;c·<~,;· •. • '.._ · .· · 

Como.:se muestra1en•laJ:ig~'(.12, los ácidos grasos provenientes del lipido purificado 
· -· .. ,.. . -~--\:-'.:. '.")\i• :1?\r:.:~2~w:·:-·i;~~~~i.<·?~~>•:.'({:;-·: 
pertenecen;.a\los!:.tipos;;estructurales 1 y V, caracterlsticos de los micolatos de la 

'. · . ·, ~ · ·.; · .,;_.,,~ ~ .:/:~:(?-·~., ~''.'·:·;\:-::;;; :·:);!n::}~5~·.~,1) t-:":~: , 

especie M.fortuitq~. (Hlnrikson & Pfyffer, 1994 ). 

·. Asl, el
0

ptj~6:t~i~~ú~C1~i;cado como factor cuerda o dimicolato de trealosa con 
' • ,' "·· •' ~' 1 ';,_·;;· 

basé en: ; ; ;>, '/'.'' 
./ Solubilid~d ·• 

./ Factor ~e r~f~~e~cl~ cro~~tográflco en distintos solventes (comparable con DMT 
de M. tuberc~lo;is):' .. . . 

/ La ~oloraciÓ~'p,úrpufa-grisá~ea caracterlstica de este compuesto al ser detectado 

c;onantrona~ácido s¿lfúrico a 11 o• e y, 

./ La liber~ción de ácidos micólicos por hidrólisis alcalina fuerte del producto. 
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· ...... ~ ...... ;..:.ti:~~~. 

1 2 

Flg. 11 CCF del DMT o factor cuerda purificado de M. fortuitum (carril 1) y factor cuerda de M. 

tuberculosis (carril 2). Eluyente: Cloroformo-metanol (90:10 v/v). Soporte: gel de sllica G60. 
Detección: antrona. 
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Flg. 12 La saponificación del producto contaminante en la fracción TAT-r liberó ácidos mlcólicos. Los 

ácidos micólicos liberados fueron O-motilados y analizados por CCF sobre gel de sllica. Acldos 

mlcólicos de M. che/onae, tipos 1 y 11 (carril 1), M. fottultum, tipos 1 y V (carril 2), , M. 

tuberculosis, tipos I, 111 y IV (carril 4); M, avium, tipos 1, IV VI (carril 5); y fueron utilizados como 

estándares TAT-r libera ácidos micólicos de tipos 1 y V (carril 3). Eluyente: dlclorometano. 

Revelado: ácidos fosfomollbdico al 10% en H2S04 a 110º C. Con números romanos se 

senalan los distintos tipos de mlcolatos, 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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5.5 Evaluación del factor cuerda de Mycobacterium fortuitum como reactivo de 

diagnóstico para tuberculosis. 

Si bien el compuesto sontaminante del TAT en la fracción TAT-r fue 

indiscutiblemente identificado como DMT, resultaba ahora interesante evaluar si este 

compuesto era el responsable de la alta reactividad antigénica en esa fracción. 

Con el objetivo de investigar si el DMT de M. fortuitum reacciona con sueros de 

pacientes con tuberculosis y, en caso afirmativo, determinar las condiciones 

apropiadas para evaluaciones serológicas, se realizó un estudio serológico mediante 

ELISA con 30 sueros provenientes de pacientes con tuberculosis y 30 sueros de 

pacientes sanos. Se utilizaron tres valores de corte diferentes, equivalentes al 

promedio de lectura; ~o~!'~s individuos sanos adicionado de 2.0, 2.5 y 3.0 veces la 
·,·, ' ' '<;· '.,. 

desviación estándar.cc:frrespóndiente. 
::-·.;::: :¿~~,::.-' 

, .. , . ·;·'.!~"; 

Los resMt~dos";cie este estudio demostraron que el DMT de M. fortuitum 
;. .;~,- .--:.'.:·.r, ._ 

reacciona :con. anticúerpos presentes en pacientes con tuberculosis proporcionando 

lectura!i.d~··d~g'~id~d Óptica significativamente superiores a las obtenidas con sueros 

de personas sanas (Fig. 13). 

2.00 r TESIS CON J 1. 75 

LLPJ:~~ IJE OIUGEN E 1.50 
e: 

1.25 U') ... 
o ..., 1.00 
o 

0.75 ::·· d 
o.so ...... .. 
0.25 .. ºº•o•ººº 

0.00 
0000 oe:11ºº 0 

lB DS 

Ffg. 13 Gráfica de la prueba de ELISA utilizando como antígeno el factor cuerda de M. fortuitum con 30 

sueros de pacientes con tuberculosis (TB) y 30 sueros de donadores sanos (DS). Las llneas 

indican los tres diferentes valores de corte utilizados. Cada punto representa un Individuo. 
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En la Tabla No. 4 se muestran los resultados obtenidos utilizando sueros 

diluidos 1:100. Los resultados obtenidos por ELISA con el antígeno OMT de M. 

fortuitum muestran que este llpido puede brindar una buena eficacia para el 

inmunodiagnóstico. 

El ensayo proporcionó una especificidad de 96.6% al 100 % mientras que la 

sen sibilidad varia de 83.3 % al 86.6%. Es importante mencionar que estos resultados 

son · ~~ITlparables con los mejores en cuanto a eficacia de diagnóstico para 

tub~r~u16s1s Cv~f:TabÍa No.2). 
,, .. ·-

',;_·,. 

Tablá No'. ~. E~pecifi~ldades y sensibilidades obtenidas por la técnica de ELISA para el diagnóstico de 

.:. la tube.rculosls pulmonar con 30 sueros control y 30 sueros de pacientes con tuberculosis, 

· · :'ú~and~ ~I ª~.ti geno purificado DMT de M. fortuilum. 

XcontrcÍe5+3 • • · Oesv Std= 
0.3813 

·····83.3% 

Especificidad 

96.6% 

100 % 

100 % 

Estos resultados demostraron que el glicollpido DMT de M. fortuitum reacciona 

de manera especifica con sueros de individuos con tuberculosis. Nuestros resultados 

difieren con los reportados por Pan y colaboradores (1999), quienes encontraron que 

cambios estructurales en los ácidos micólicos del DMT impiden el reconocimiento de 

este lipido por los anticuerpos anti-DMT en individuos con tuberculosis. 
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Es de notarse que entre los ácidos mlcólicos evaluados por estos autores no se 

incluyó al ácido micólico con funciones epóxido, presente en et DMT de M. fortuitum. 

El ácido micólico con función epóxido, comparte con el DMT de M. tuberculosis una 

función qulmica oxigenada (ver Fig. 3 y 12). Probablemente sea debido a esta función 
,,. ,_ ¡ ,. ., 

oxigenada que el llpldo de. M:/?~ui~~f:i .. sea reconocido por anticuerpos presentes en 
pacientes con tuberculosis:· · · ·· ::1 • . :;.;::' · 

. : : ·'. . :~:;:~'.·.~-~;.::;:,' ·, ~; ·. 

M. fortuitum, es~ede ci'f ré'pido érecimlento y de menor riesgo biológico que el 

bacilo tuberculoso, p'~ei'd·~;i¡;i;;:lo"t~nto, ser utilizada como fuente alterna de uno de los 

antlgenos con mayor/eftc~6i~ 'para el inmunodlagnóstico de la tuberculosis hasta 
, _·_· .. :_- ·: :>'.,>'.-~'-~-t~~·t",:--:·-::··',1; ·; ·. 

ahora reportados, el D1\/1T,o factor cuerda. En efecto, el factor cuerda, cuando ha sido 

aislado de M. tubr:~crJfu~i¡ •• ~~ ~ido reportado como uno de los antlgenos que mayor 

eficacia han brirÍcÍ~ci():.~ri; estudios serológicos para el diagnóstico de la tuberculosis. 

Su utilidad tia "sido e, descrita Inclusive para el diagnóstico de infecciones 

extrapulmona'r~~ :(~~k~i ~/a/., 2001 ). 

Por otro lado.::~l;endo el DMT un antlgeno presentado por moléculas CD1 

(Gumperz & Brenller, 2001 ), de naturaleza no polimórfica, los resultados obtenidos 

con esta molécula eó.'dif~'rentes laboratorios clinicos o de investigación muestran una 

consistencia que contrasta con aquellos obtenidos al utilizar antfgenos de naturaleza 

proteica, en donde variaciones polimórficas entre genes HLA de distintas poblaciones 

han contribuido, probablemente, al encuentro de resultados completamente disimiles 

en cuanto a sensibilidad (Lyashchenko et al., 1998; Bothamley et al., 1989). Más aún, 

la naturaleza del DMT y. el hecho de ser presentado por moléculas que actúan en las 

primeras etapas durante una infección (Gumperz & Brenner, 2001) sugiere una 

utilidad potencial de. este antfgeno para el diagnóstico temprano de la tuberculosis. 

Serla, por lo tanto de amplio Interés la evaluación del DMT, asl como de ta fracción 

TAT-r de M. fortuitum, como antígenos para el rastreo precoz de la enfermedad en 

poblaciones con alto riesgo de contraerla, como es et caso de individuos infectados 

por el virus de inmunodeficiencia humana, o de personas en contacto con individuos 

enfermos. 
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Como comentario final, es importante resaltar que tres de los antfgenos más 

eficaces para inmunodiagnóstico de tuberculosis la DAT, la TAT y el DMT, pueden ser 

obtenidos a··partlr .. de']a especie de rápido crecimiento M. fortuitum. Una fracción 

parcial.~ent13 p~~ifiead.~: a .partir de esta bacteria, es decir la fracción TA T-r, podría 

tener una altaOutÍlid~d:·para el diagnóstico. Esto abre la posibilidad de producir 

reactiv~~ d~ .·iri·rfi~~-cidi~nóstico de manera más simple, rápida, y segura que los 

· obtenidos a ;.P~·rti~ -del bacilo tuberculoso, favoreciendo asi el uso de técnicas 

. inmunolÓgiéas para el diagnóstico a gran escala. 
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CONCLUSIONES 

1. M. fortuitum, especie que sintetiza los antígenos Diacil trealosa y Triacil 

trealosa, contiene al menos un llpido adicional que es reconocido 

específicamente por sueros de Individuos con tuberculosis. 

2. El llpido antigénico de M. fortuitum con caracterlsticas de polaridad similar a la 

Triacll tr~alosa'~s ei Dl,.;,lcolato de trealosa. 
,:.,•,.". 

::··· 

3. El DimlcoliÍi<~1~:t~::,ÍJ~a aislado a partir de M. fortuitum funciona como un 

antigerio eflcáz''para serodiagnóstico de TB. El antlgeno purificado Dimicolato 
. :;··_, --·· .. · .-

de trealosa 'de' M. fortuitum reacciona con los anticuerpos de sueros de 

personas con tuberculosis pulmonar en México con especificidades por arriba 
'· ~ . :-~ 

de 96% y sensibilidades que van desde 83.3% al 86.6%. 

4. Aunque el Dimicolato de trealosa de M. fortuitum difiere estructuralmente del 

epltopo reconocido por anticuerpos humanos en el Dimicolato de trealosa de M. 

tuberculosis, este cambio no afecta el reconocimiento antigénico humoral. 

5. M. fortuitum puede ser una fuente alterna de antlgenos especificas para el 

diagnóstico de tuberculosis. Su uso permite evitar el alto riesgo biológico, asf 

como los largos periodos de cultivo requeridos para la purificación de antígenos 

a partir de M. tuberculosis. 

6. El método de purificación desarrollado para el Dimicolato de trealosa permitirá 

la fácil disponibilidad de este antígeno para su estudio a nivel inmunológico 

celular. 
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