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RESUMEN 

La tuberculosis es una enfermedad neumopática obstructiva crónica 

causada por Mycobacterium tuberculosis. Anualmente se reportan a nivel 

mundial 8 millones de nuevos casos de tuberculosis, y alrededor de 2 millones 

de personas mueren por causa de esta enfermedad. Se calcula que 1/3 de la 

población mundial es portadora del bacilo, lo que equivale a 2 mil millones de 

personas infectadas. Una persona con tuberculosis activa puede contagiar 

hasta 15 personas en un año con el solo hecho de respirar o toser cerca de 

ellas. Esto, aunado al incremento de cepas resistentes a fármacos 

antituberculosos, la moderada eficacia de las vacunas disponibles y la 

ineficacia de los métodos actuales de diagnóstico, han impedido el control de 

esta enfermedad. Por ello, el desarrollo de nuevas vacunas y métodos de 

diagnóstico más efectivos ayudarían considerablemente en el control y 

erradicación de la enfermedad. 

Una de las características que hacen al bacilo resistente a fármacos es 

la composición química de su pared celular. La biogénesis de la pared 

involucra diferentes proteínas, una de ellas es el complejo del antígeno 85 

(Ag85). Este complejo está compuesto de tres proteínas de entre 30 y 32 kDa, 

es altamente inmunogénico y se ha reportado que un 70% de de los enfermos 

con tuberculosis tienen anticuerpos contra este antígeno (con una especificidad 

de 95%), siendo este complejo uno de los mejores inmunógenos por lo cual ha 

sido propuesto como reactivo de inmunodiagnóstico y como subunidad de 

vacunación. 
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Desafortunadamente la obtención de este antígeno requiere de 

laboratorios de nivel 111 de bioseguridad, así como personal y equipo 

especializado, lo que dificulta su producción. Este antígeno se ha producido por 

métodos de ADN recombinante (en Listeria sp y E. Coli) para utilizarse en 

pruebas de serodiagnóstico, pero los resultados no han sido tan satisfactorios 

como los obtenidos con el antígeno nativo. Esto probablemente se debe a 

problemas en el plegamiento de las tres subunidades del complejo Ag85. 

También se ha intentado usar como antígenos péptidos sintéticos (de 20 

residuos contenidos en la secuencia del Ag85), pero sin obtener resultados 

satisfactorios, probablemente debido a que no estén representadas las 

regiones más inmunogénicas. Respecto a esto, varios estudios de la respuesta 

humoral en individuos infectados con Mycobacterium tuberculosis apuntan 

hacia una alta proporción de anticuerpos dirigidos en contra de epítopos 

conformacionales. 

El despliegue en fagos (Phage Display) es una herramienta que utiliza 

bibliotecas de péptidos o proteínas expresadas en fagos filamentosos, para 

identificar ligandos de interés. En el caso de bibliotecas de péptidos, la elevada 

diversidad de los mismos nos permite inclusive encontrar epítopos 

conformacionales y/o mimótopos. Un mimótopo es un péptido que imita 

funcionalmente a un epítopo (región de la proteína que es reconocida por un 

anticuerpo). Los mimótopos pueden clasificarse de dos maneras, la primera es 

dependiendo si mimetizan epítopos lineales (secuencia de aminoácidos 

lineales que mimetizan un epítopo), o epítopos conformacionales (secuencia de 

aminoácidos que mimetiza una estructura tridimensional), y la segunda es si 

7 



estos tienen capacidades antigénicas (mimótopos que son reconocidos por un 

anticuerpos como si fueran el antígeno original pero no pueden inducir una 

respuesta inmune), o inmunogénicas (son parecidos a los antigénicos solo que 

estos son capaces de inducir una respuesta inmune idéntica al antígeno 

original) . 

La disponibilidad de mimótopos/epítopos del Ag85 constituiría una 

alternativa para la producción de nuevas y mejores herramientas de 

diagnóstico serológico más sencillas y a costos muy bajos, así como la 

disponibilidad de posibles subunidades de vacunación. 

En el presente trabajo se produjo un suero policlonal anti-Ag85 en 

conejo, con el cual se tamizaron 3 diferentes bibliotecas peptídicas 

comerciales, expresadas en fagos filamentosos M13 con insertos de 7, 9 Y 12 

residuos de aminoácidos. Se identificaron 9 clonas altamente reactivas al suero 

anti-Ag85, que expresaron 8 secuencias diferentes que mimetizan regiones del 

Ag85. Actualmente se evalúa su uso como reactivos en el serodiagnóstico de la 

tuberculosis . 
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INTRODUCCiÓN 

Historia de la Tuberculosis 

La tuberculosis, también conocida como peste blanca o tisis, es una 

enfermedad antigua. Se han encontrado evidencias de lesiones en huesos de 

momias de la época predinástica de Egipto las cuales datan de hace más de 

5400 años (Crubezy et al., 1998), así como también AON perteneciente al 

bacilo con aproximadamente 3000 años de antigüedad (Zink et al., 2003). 

Alrededor del siglo IV antes de cristo, Hipócrates de Cos contribuyó 

enormemente al conocimiento de la enfermedad de tuberculosis, él creó la 

palabra "tisis" que quiere decir consunción. Esta enfermedad ha cobrado la 

vida de millones de individuos, incluyendo personajes importantes en la 

historia, por ejemplo a mediados del siglo XVII en Francia, murió el rey Carlos 

IX por empiema pleural (presencia de pus o microorganismos, en la cavidad 

pleural) y posteriormente el rey Luis XIII de tuberculosis pulmonar (Neyra, 

1975). 

El médico Xavier Bichat, autor de la "Patología General" murió de 

meningitis tuberculosa. En el siglo XIX también otros personajes importantes 

también murieron a causa de la tuberculosis como: Chopin, Paganini y el 

medico Laennec, este último fue uno de los más ilustre clínicos de la tisiología 

e inventor de la auscultación por medio del estetoscopio. 
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En 1869 Villemin demuestra que la tuberculosis es una enfermedad 

contagiosa transmisible; unos años después Boehmer y DeUweiller crean los 

primeros sanatorios para tuberculosos en Alemania. En 1882, Robert Koch 

descubre el bacilo responsable de la enfermedad y reporta el cultivo exitoso del 

bacilo tuberculoso, además de una técnica de tinción para detectarlo, 

posteriormente prepara la primera tuberculina antigua. Koch realizó algunos 

experimentos con el bacilo, y comprobó que al inyectar el cultivo puro del bacilo 

en conejos éstos desarrollan la enfermedad activa. 

Unos años después Von Pirquet crea la prueba de cutirreacción a la 

tuberculina, la cual es mejorada después por Mantoux, dando como resultado 

la prueba de intradermorreacción. En Italia Cario Forlanini introduce el método 

del neumotórax artificial en el tratamiento de la enfermedad en 1892, primer 

método activo de terapia de esta enfermedad. Unos años después Sir Robert 

Phillip crea el primer Dispensario Antituberculoso (Neyra, 1975). 

A principio del siglo XX, los franceses CalmeUe y Guérin atenuaron la 

virulencia del bacilo tuberculoso bovino (Mycobacterium bovis) mediante el 

cultivo repetido del bacilo, y crearon la vacuna BCG (Bacilo CalmeUe Guérin) 

contra la tuberculosis, y es hasta finales de la Segunda Guerra Mundial, 

cuando Waksman descubre la estreptomicina, primer antibiótico eficaz contra la 

tuberculosis (Neyra, 1975). 
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Situación Mundial de la Tuberculosis 

El bacilo de Mycobacterium tuberculosis es uno de los patógenos que 

cobra más vidas humanas cada año (Marques-Gomes, 2004). Se estima que 

alrededor del mundo un tercio de la población está infectada con el bacilo lo 

que equivale a dos mil millones de personas, y al menos 8 millones de 

personas mueren al año por esta enfermedad (Fig. 1), (Collins, 1998). 

La Organización de Naciones Unidas, consciente de este problema, ha 

firmado en conjunto con la Organización Mundial de la Salud un acuerdo 

internacional llamado "Declaración del Milenio". Una de las metas de este 

documento es reducir los índices de personas infectadas con esta enfermedad 

(Objetivo 6, Meta 8, Indicador 24), para lo cual resulta urgente el desarrollo de 

nuevas herramientas de serodiagnóstico así como de nuevos fármacos y 

vacunas (Torres et al., 2004) . 

Figura 1. Incidencia estimada de tuberculosis en el 2002, 

(World Health Organization, 2004). 

<25 
25-49 
50-99 
100-299 
3000 más 
no estimado 

." 
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En México la tuberculosis se encuentra dentro de las 16 enfermedades 

más importantes (Pon ce de León et al., 1996), destacando las zonas de ambas 

líneas fronterizas y poblaciones desfavorecidas socioeconómicamete como las 

comunidades indígenas del sur del país (Fig. 2). 

1 - 10 
10.1-20 
20.1 - 30 
30.1 - 40 
40.1 - 50 

50.1 - 60 

T. pulmonar 

0.01_0.} 
0.11 - 0.2 
0.21 - 0.3 T. meníngea 

0.31 - 0.4 

0.41 - 0.5 

Figura 2. Incidencia estimada de tuberculosis pulmonar y menlngea en México, 

(Sistema Único de Información para la Vigilancia Epidemiológica, Secretaria de Salud 2001 , 

procesó Nakamura-López Y.). 

Contagio de la tuberculosis 

Una persona con tuberculosis (TB) activa puede contagiar hasta 15 

personas en un año con solo respirar cerca de ellas. Esto, aunado al 

incremento de cepas resistentes a fármacos antitubercl!losoS, la moderada 

eficacia de las vacunas disponibles y la deficiencia en la confiabilidad de los 

métodos actuales de diagnóstico, han impedido el control de esta enfermedad. 
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Una persona infectada puede contagiar a otras al momento de toser, 

estornudar o hablar; ya que quedan aerosoles con bacilos suspendidos en el 

aire pudiendo entrar a vías aéreas superiores (faringe, cavidades nasales, 

laringe, traquea parte superior), y posteriormente a vías aéreas inferiores 

(traquea parte inferior, bronquios, bronquiolos, alveolos pulmonares), en donde 

los bacilos son fagocitados por macrófagos alveolares infectando al individuo 

(Schlossberg et al., 1999). 

En algunos casos esta enfermedad también puede diseminarse desde 

los pulmones hacia otros órganos del cuerpo como riñón o hígado, por medio 

del torrente sanguíneo o el sistema linfático. 

Síntomas de la enfermedad 

La tuberculosis es una enfermedad de tipo neumopática obstructiva 

crónica (anteriormente catalogada como enfermedad pulmonar obstructiva 

crónica), su agente causal, Mycobacterium tuberculosis o bacilo de Koch, es un 

patógeno que se reproduce predominantemente en los macrófagos alveolares 

del hospedero. 

La tuberculosis es una enfermedad que afecta principalmente a los 

pulmones, pero también puede atacar cualquier otro órgano del cuerpo. Los 

síntomas generales de esta enfermedad son fiebre, pérdida de peso, letargo, 

malestar general, sudoraciones nocturnas, escalofríos, dolor articular, 

inflamación abdominal, glándulas inflamadas, disnea (sensación de dificultad 

respiratoria), dolor retro esternal, y en caso de tuberculosis pulmonar se 
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presenta tos, esputo (secreción pulmonar que se expulsa cuando se presenta 

tos profunda), desarrollo de granulomas (tumores granulares) en los tejidos 

infectados (Martini, 1997), y hemoptisis (tos con sangre) lo cual es síntoma de 

destrucción pulmonar, y un mecanismo de diseminación de las bacterias a 

nuevos hospederos (Glickman et al., 2001). Estos signos y síntomas no son 

solo exclusivos de esta enfermedad. 

Los pacientes portadores del bacilo que experimentan algún tipo de 

inmunodepresión pueden desarrollar más rápido la enfermedad activa y la 

destrucción progresiva de tejido pulmonar (Young et la., 1998). 

Diagnóstico 

El bacilo Mycobacterium tuberculosis puede estar latente varios años en 

un individuo antes de generar la enfermedad (Parrish, 1998). Actualmente se 

cuenta con diferentes métodos de diagnóstico pero ninguno de ellos es 

totalmente efectivo. 

Uno de los métodos más utilizados para detectar la infección latente es 

el PPD (purified protein derivative) o prueba de Mantoux, el cual es una 

solución isotónica estéril de tuberculina. La tuberculina se obtiene del cultivo de 

Mycobacterium tuberculosis en un medio sintético (McEvoy, 1994). El otro 

método utilizado para detectar la infección activa es la baciloscopía, la cual 

consiste en teñir con fuccinia las expectoraciones de los pacientes en busca de 

bacilos ácido alcohol resistentes. 
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De acuerdo con la OMS, una de las prioridades actuales es el poder 

contar con métodos para el rastreo de la enfermedad pulmonar activa, forma 

contagiosa responsable de la diseminación de la pandemia. El diagnóstico 

tradicional de la T8 activa se basa en la tinción específica de Mycobacterium o 

en su cultivo a partir de muestras de esputo (baciloscopía y cultivo, 

respectivamente), (Seiler et al., 2003). Para hacer frente a los problemas de 

baja sensibilidad, tardanza o requerimientos de infraestructura costosa 

inherentes a estas técnicas tradicionales (Tabla 1), varios métodos alternativos 

se encuentran en estudio. 

Para rastrear la tuberculosis activa en amplias poblaciones se requiere 

de tecnologías accesibles, por lo que un método de diagnóstico sencillo, eficaz 

y de bajo costo ayudaría ampliamente a controlar esta enfermedad. El 

inmunodiagnóstico podría representar una opción capaz de cumplir con estas 

características, así como con los estándares marcados por la OMS en cuanto a 

sensibilidad (>70% de los enfermos deben poder diagnosticarse) (WHO, 1997). 

Sin embargo, la gran limitante consiste en la difícil disponibilidad de antígenos 

específicos que pueden obtenerse a partir de micobacterias cultivadas. Por 

ejemplo M. tuberculosis, tiene un tiempo de duplicación de más de 24 horas, y 

es un patógeno de alto riesgo biológico. 
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Tabla 1. Características de los métodos actuales de diagnóstico en TB activa. 

Método Ventajas Desventajas Referencia 

· Rápido · Costo elevado 
Radiografla de · Inespecífico Bloom, 1994. 

tórax · Requiere infraestructura 
especializada 

· Requiere personal capacitado 

· Rápido · Poco sensible 

· Inútil para diagnóstico de TB Warren et al., 
extra pulmonar 2000; 

Baciloscopla · Necesidad de ser reproducido Bloom, 1994 
durante 3 dlas consecutivos 

· Puede requerirse lavado 
gástrico o bronco aspiración 

· Requiere de personal 
capacitado 

· Exposición del personal al 
patÓQeno 

· Generalmente · Muylento(4a 12 semanas) 
especifico · Inútil para diagnóstico de TB Bruman et al., 

· Posibilidad de extra pulmonar 1997; 
Cultivo ser combinado · Exposición del personal al Bloom, 1994. 

con pruebas patógeno 
de sensibilidad · Posibilidad de fa lsos positivos 
a fánmacos · Necesidad de infraestructura 

muy costosa 

· Requiere de personal 
capacitado 

· Rápido · Costo elevado 

· Especifico · Poco sensible a partir de Bloom, 1994; 
para bacilos muestras biológicas Noordhoek 

PCR del complejo · Varios reportes sobre in eta/., 1993. 
M. especificidad (para la sonda 
tuberculosis. IS6110) 

· Requiere de infraestructura 
especial Requiere personal 
capacitado 

· Rápido · la sensibilidad no llega a ser 

· Posibilidad de total debido a casos con Bothamley 
ser realizado anergia et al., 1989; 
en sistemas · Falta de disponibilidad de Bloom, 1994; 
que no antlgenos especificos y Chan et al., 

Inmunodiagnóstico requieren sensibles 2000; 
infraestructura · Diferencias en el Daniel, 1987. 
especial ni reconocimiento de antlgenos 
capacitación debido a factores genéticos en 

· Posibilidad de la población 
diagnóstico 
para 
tuberculosis 
extra 
pulmonares e 
infantil 
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La prueba de PPD consiste en inyectar una solución de este compuesto 

por vía intradermal, los individuos que sean portadores del bacilo o hayan 

estado en contacto con el, producirán una reacción de hipersensibilidad 

retardada (Reynolds, 1993). Generalmente a las 48 o 72 horas después de la 

aplicación se mide el diámetro de la induración producida por la reacción, si el 

diámetro es mayor a 5mm (Centers for Disease Control and Prevention, 2000) 

es necesario que se realicen otros estudios como una baciloscopía o una 

radiografía de tórax (American Thoracic Society, 2000), para confirmar que es 

portador del bacilo. Los pacientes que presentan depresión del sistema 

inmune, dermatitis atípica, o daños en la piel causados por el sol, pueden 

resultar en falsos negativos (Markowitz et al., 1993). También algunos 

pacientes pueden presentar reacciones adversas en el sitio de la inyección 

como necrosis, ulceración, comezón y ampollas (Foil, 2002). 

En algunas ocasiones algunos pacientes que se realizan la prueba de 

PPD varias veces, pueden llegar a presentar un fenómeno de sensibilidad a 

dicha prueba, lo que resultaría en el diagnóstico de pacientes falsos positivos 

(Menzie, 1999). 

Tratamiento 

Actualmente existe un programa diseñado por la OMS llamado DOTS 

por sus siglas en ingles (Directly Observed Treatment Short-Course), (Small, 

1999). Este tratamiento consta principalmente de la combinación de diferentes 

fármacos como Isoniacida, Rifampicina, Pirazinamida, Estreptomicina y 

Etambutol, los cuales son administrados por periodos de aproximadamente 6 
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meses. La OMS ha creado una organización llamada "STOP TB" la cual 

proporciona de manera gratuita (bajo ciertos lineamientos) tratamientos anti

tuberculosos a zonas de países en vías de desarrollo que tengan una alta tasa 

de pacientes infectados. 

La isoniacida inhibe la síntesis de los ácidos micólicos de la 

micobacteria, los cuales son esenciales para la formación de su pared. Se sabe 

que la resistencia que la bacteria obtiene a este fármaco está relacionada con 

la sobreexpresión del gene in hA, y la supresión del gene katG el cual codifica la 

catalasa micobacteriana (enzima que degrada el peróxido y produce CO2) 

(Morlock et al., 2003). 

La rifampicina es un antibiótico contra cocos gram positivos y negativos, 

es producido por Streptomyces mediterranei. Este medicamento actúa 

uniéndose a la subunidad J3 de la polimerasa del ARN bacteriano, inhibiendo la 

síntesis de ARN mensajero, la bacteria adquiere resistencia cuando muta el 

gene rpoB de esta subunidad (Mariam et al., 2004). 

El etambutol (EMB) actúa inhibiendo la polimerización de 

arabinogalactano y lipoarabinomanano, siendo su principal blanco la 

arabinosyltransferasa, el EMB también favorece la acción de fármacos 

lipofílicos (como la rifampicina). La micobacteria se vuelve resistente a este 

fármaco cuando se produce una mutación en el gene embB el cual codifica la 

arabinosyltransferasa (Lety et al., 1997). 
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La pirazinamida es un fármaco similar a la nicotinamida, estable, 

ligeramente hidrosoluble es absorbido por los macrófagos ayudándolos a matar 

a los bacilos en un medio ácido (Wade et al., 2004). En cambio la 

estreptomicina tiene una absorción deficiente por las células, por lo que su 

acción principal es en la parte extra celular. 

Algunos de estos fármacos han comenzado a ser ineficientes en el 

tratamiento de la tuberculosis, debido a que en algunas ocasiones los 

pacientes abandonan su tratamiento favoreciendo la aparición de nuevas cepas 

. multi drogo resistentes. 

La Vacuna actual contra tuberculosis 

En 1882 cuando se identificó Mycobacterium tuberculosis como el 

agente etiológico de la tuberculosis, se comenzaron a desarrollar formas para 

prevenir y tratar esta enfermedad. Albert Calmetle y su ayudante Camille 

Guérin descubren una cepa virulenta de bacilo tuberculoso bovino que perdía 

su virulencia después de realizar cultivos sucesivos (vacuna BCG). Con esta 

cepa se comenzaron a hacer inmunizaciones y es en 1921 cuando se empezó 

a utilizar esta vacuna en toda Europa. 

La eficacia de esta vacuna ha sido ampliamente cuestionada. Brewer, 

realizando un meta-análisis encontró que el BCG protege un 50% en promedio 

en contra de la forma activa de la infección (Brewer, 2000). 
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Respuesta inmune a la tuberculosis 

Al momento en que una persona con tuberculosis activa tose, aeroliza 

bacilos los cuales pueden llegar hasta los alvéolos pulmonares de un individuo 

sano, en donde pueden ocurrir dos situaciones. La primera es que el individuo 

sano elimine a los bacilos y la segunda es que estos bacilos infecten al 

individuo (Young et al., 2002). 

Cuando un individuo se infecta con M. tuberculosis, generalmente se 

produce una respuesta inmune para formar granulomas constituidos 

principalmente de macrófagos, leucocitos polimorfonucleares y monocitos con 

el fin de confinar a los bacilos patógenos. El individuo porta el bacilo 

tuberculoso pero sin presentar los síntomas de la enfermedad. A esto se le 

denomina tuberculosis latente (Chan et al., 1994). En el caso de que el 

individuo por alguna razón presente inmunosupresión, los bacilos tuberculosos 

proliferarán rápidamente por todo el organismo, y comenzará a presentar los 

signos y síntomas de la enfermedad activa convirtiéndose en un foco de 

infección (Tiruviluamala et al., 2002). 

Durante la respuesta inmune contra M. tuberculosis, los macrófagos 

fagocitan a los bacilos y procesan los antígenos en el fagolisosoma para 

posteriormente presentarlos por medio de MHC-II a linfocitos T CD4+, mientras 

que los antígenos que se encuentran en el citoplasma de las células infectadas 

son presentados por medio de MHC-I a linfocitos T CDa+ (Kaufmann, 2001). 

Recientemente se ha encontrado que moléculasCD1 pueden presentar 

antígenos de tipo no proteicos como lípidos, fosfolípidos, y lípidos isoprenoides 
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(Sugita et al., 2004), abriendo un nuevo panorama en la inmunidad contra 

tuberculosis ya que estas moléculas pueden presentar algunos lípidos 

característicos del bacilo M. tuberculosis como el lipoarabinomamano 

(Torrelles et al., 2004). 

La respuesta inmune protectora contra la tuberculosis se basa 

principalmente en la inmunidad mediada por una respuesta tipo Th1 (Vanham 

et al., 1997; García-Sancho, 2001). Algunos de los factores que participan en la 

respuesta tipo Th1 son las citocinas IL-12 y TNF-a derivados de macrófagos y 

monocitos, y la IL-2 e IFN-y de linfocitos T. Estas citocinas son esenciales para 

la activación de los mecanismos microbicidas de los macrófagos y la 

eliminación de los bacilos (Barnes, 1994). También se sabe que es importante 

la participación de citocinas de la respuesta inmune tipo Th2 (IL-4, IL-6 e IL-10), 

las cuales inhiben los efectos de la respuesta Th1, evitando que esta sea tan 

fuerte que lesione al individuo (Demissie et al. , 2004). 

El bacilo tuberculoso emplea diferentes métodos para evitar que el 

sistema inmune lo destruya. En primer lugar el bacilo puede interactuar con la 

célula huésped (preferentemente macrófagos), mediante el uso de receptores 

tipo "toll" (TLR), (Krutzik et al., 2001), o de receptores que promueven la 

fagocitosis como el receptor de manosa, el CD14, receptores del complemento 

(CR1, CR3, CR4), receptores "scavenger", receptores de la fracción 

cristalizable de anticuerpos IgG (FcyRs), (Ernst, 1998) y receptores de 

fibronectina. 
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Una vez fagocitado, algunos de los mecanismos que utiliza el 

macrófago para destruir al bacilo son: la generación de radicales libres de 

oxigeno para estallido respiratorio (Ismail et al., 2002) y la producción de 

intermediarios de nitrógeno reactivos vía L-arginina (Flynn et al., 2001). Sin 

embargo, las cepas virulentas de M. tuberculosis son capaces de inhibir 

múltiples funciones del macrófago, como la maduración del fagosoma, la 

señalización por Ca2
+ y fosfatidil inositol 3 cinasa así como rutas de apoptosis 

entre, otras (Fig. 3), (Koul et al., 2004). 

Persona infectada 

Apoptosis 

-: ' 
Diseminación 

Granuloma 

Figura 3. Respuesta Inmune a M. tuberculosis (Kaufmann, 2001). 

Estudios recientes han demostrado que existe un efecto sinérgico entre 

el bacilo de M. tuberculosis y el virus de inmuno deficiencia humana (VIH), ya 

que se ha demostrado que hay un incremento en la replicación y la mutación 

del virus, principalmente en la secuencia V3 de la glicoproteína 120. Esto 

probablemente se deba a que M. tuberculosis incrementa la expresión en 
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macr6fagos del co-receptor de superficie CXCR4 (CD184) por lo cual el virus 

prefiere utilizar este co-receptor sobre CCR5 (CD159), lo que facilita la entrada 

del virus (Hoshino, 2004). 

También se ha observado un aumento exacerbado en la susceptibilidad 

contra la tuberculosis en individuos infectados con el VIH (inmunosupresi6n), 

ya que la inmunidad contra M. tuberculosis es principalmente mediada por 

células T CD4+ (Pacheco, 2000). 

Características del bacilo 

Se le dio el nombre de Mycobacterium ya que cuando se cultiva in vitro, 

el bacilo forma colonias parecidas a los micelios de algunos hongos (Fig. 4), Y 

tuberculosis por que el sistema inmune forma pequel'ios granulomas o 

tubérculos constituidos principalmente de macr6fagos alrededor del bacilo (Fig. 

5) para intentar aislarlo (Orme, 1995). 

Figura 4. Colonias del bacilo de M. tuberculosis 
(Center for Tuberculosis Research, Johns 

Hopkins Universily, EUA). 
Figura 5. Bacilo de M. tuberculosis 

(Wadsworth Center, EUA). 
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La mayoría de las micobacterias son organismos saprófitos de vida libre 

que pueden encontrarse en una amplia variedad de ambientes, algunas de las 

especies de interés clínico son M. bovis, M. leprae y M. tuberculosis 

(Goodfellow et al., 1998). 

Una de las principales características que le confieren resistencia al 

género de Mycobacterium es su pared celular, ésta es hasta mil veces más 

impermeable a solutos hidrofílicos que la pared de Escherichia coli, lo que la 

hace resistente a deshidratación, a la absorción de ciertos antibióticos y a 

daños por ácidos y bases fuertes (Draper, 1998). Cuando se tiñen los bacilos 

con fucsina, éstos son muy resistentes a la decoloración con alcohol ácido, a 

esta propiedad se le denomina tinción ácido-alcohol resistente o tinción de 

Ziehl-Neelsen (Draper, 1998). 

La pared se divide en cuatro secciones, las cuales son: 

~ Zona externa de grosor variable 

~ Zona transparente al paso de electrones 

~ Zona densa al paso de electrones 

~ Membrana plasmática 

En la zona densa al paso de electrones encontramos peptidoglicano y 

arabinogalactano, en la zona trnasparente al paso de electrones se encuentran 

lípidos, como los ácidos micólicos (estos últimos responsables principales de la 

impermeabilidad de la pared), y en la zona externa de grosor variable se 

encuentran polisacáridos, lípidos y proteínas (Brennan et al., 1994), (Fig.6 Y 7). 
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Figura 6. Micrografla electrónica de la pared de M. tuberculosis, capa externa de 

grosor variable (CE), capa transparente al paso de electrones (CT), 

capa densa al paso de electrones (CO), membrana cito plasmática (Me) 

Glicolipidos 

Ácidos 
Mir.ólir.ol; 

Galactano 

Peptidoglicano 

Fosfatidil 

(Brennan et al., 1994) 

Manosa 
Porina 

Figura 7. Modelo de la pared celular de Mycobacterium (Quesniaux et al., 2004) . 
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El complejo del Antígeno 85 

El bacilo tuberculoso contiene entre sus múltiples proteínas un complejo 

formado por tres isoformas, todas ellas involucradas en la síntesis de la pared 

celular transfiriendo ácidos micólicos (Gobec et al., 2004). Se trata de proteínas 

altamente inmunogénicas y antigénicas de entre 30-32 kDa, llamadas el 

complejo del Antígeno 85 (Ag85). 

El complejo del Ag85 se encuentra principalmente en la capa externa de 

grosor variable junto con Iípidos y polisacáridos, aunque también es secretado 

fuera del fagosoma que contiene al bacilo (Beatty et al., 2000). Hay evidencias 

de que este antígeno ayuda a la micobacteria a infectar a los macrófagos del 

huésped por la vía del receptor de fibronectina, lo que lo hace un candidato 

ideal para blanco de nuevas drogas (Ronning et al., 2004) . 

Este antígeno es, quizá, la proteína que mayor protección ha conferido 

hasta ahora, en ensayos para vacunación en contra de la tuberculosis 

(Mustafa, 2002). El complejo es llamado el antígeno preponderante del bacilo 

tuberculoso, encontrándose respuesta humoral en la mayor parte de enfermos 

con tuberculosis activa (Landowski et al., 2001); ha sido propuesto como uno 

de los reactivos más prometedores para el inmunodiagnóstico de la 

tuberculosis (Daffé, 2000) ya que se ha reportado que tiene una sensibilidad 

del 70% y una especificidad del 95% (Sada et al., 1990), por lo que sería una 

subunidad de vacunación y un reactivo de diagnóstico eficaz (Mustafa, 2001). 
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Desafortunadamente para la obtención de este antígeno se necesitan 

laboratorios de nivel 3 de bioseguridad, así como personal y equipo 

especializado en la manipulación de agentes infecciosos, lo que dificulta su 

producción. Este antígeno se ha sintetizado de manera recombinante a partir 

de E. coli y Listeria sp (Miki et al., 2004), y también se han sintetizado péptidos 

de diferentes regiones y tallas de dicho antígeno (Samanich et al., 200). Pero 

estos intentos no han brindado resultados alentadores que permitan su empleo 

para reemplazar a la proteína nativa, ya que con el antígeno nativo se tiene un 

79% de reconocimiento en inmuno diagnostico y con el antígeno recombinante 

solo se obtiene 10% de reconocimiento, en pacientes que previamente han 

sido catalogados como positivos en métodos de baciloscopía (Samanich et al., 

2000). 

Phage Display 

El Phage Display o despliegue en fago, es . una técnica en la cual se 

pueden expresar en la superficie del fago filamentoso diferentes moléculas 

unidas a las proteínas de superficie (pllJ y pVIII). La gran diversidad de 

bibliotecas construidas con este sistema ha permitido una amplia aplicación en 

diferentes áreas para identificar la interacción ligando-receptor, la búsqueda de 

regiones antigénicas/inmunogénicas y la identificación de mimótopos de 

motivos antigénicos y/o inmunogénicos (Tabla 2). 

En la década de los setenta se comenzó a utilizar fagos M13 como 

vehículos para clonar y secuenciar fragmentos de DNA, a mediados de los 

ochenta George Smith demuestra que se pueden utilizar estos fagos para 
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generar bibliotecas con información genética, esto lo hace insertando un 

fragmento de la enzima Eco RI en la proteína de superficie plll de un fago 

filamentoso M13 (Smith, 1985). A principios de los noventa se generan las 

primeras bibliotecas de péptidos expresados en fagos, las cuales se utilizan 

para identificar ligandos específicos (Cwrila et al., 1990). 

Actualmente se dispone de bibliotecas comerciales de péptidos 

expresados en fagos con una gran diversidad de alrededor de 1x109 

combinaciones diferentes, dependiendo de la longitud del inserto (Jaime et al., 

1990; Steven et al., 1990). La proteína de superficie plll, que se expresa de 3 a 

5 copias en cada fago (Fig. 8), es la más utilizada para desplegar moléculas de 

interés de diferentes longitudes. 

1 
1 
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1 
1 

Infección no lítica en E. coll 
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Figura 8. Micrografia y esquema de un fago M13 (Kay et al., 1996; Smolhers el la., 2002) 
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En este trabajo se utilizaron por separado bibliotecas comerciales 

peptídicas con longitudes de 7, 9 Y 12 aminoácidos. En el caso de la biblioteca 

de 9 aminoácidos los insertos están flanqueados en sus dos extremos por 

cisteínas adquiriendo una estructura secundaria en forma de aro o ··Ioop··. 

Tabla 2. Diferentes aplicaciones del Phage Display (Smothers el al., 2002). 

Tipo de biblioteca Aplicación 

Interacciones protelna - péptido, DNA, RNA, glicolípidos, etc. 

Identificación de sitios especificos de pegado para 

Diagnóstico 

Receptores agonistas o antagonistas 
Péptidos 

Inhibición de enzimas 

Mimetismo o identificación de epítopos 

Determinación de sustratos específicos de proteasas 

Disel'lo de vacunas 

Identificación de marcadores especlficos de células o tejidos 

Identificación de sitios especlficos de pegado para 

Fragmentos de anticuerpos 
Terapia y diagnóstico humano 

Receptores agonistas o antagonistas 

Inhibición de enzimas 

Identificación de marcadores especlficos de células o tejidos 

Identificación de complejos proteicos naturales 

Determinación de sustratos especlficos de enzimas 

Bibliotecas de cDNA Interacciones proteína - protelna yepitopos 

Bibliotecas de DNA Cambios de función en protelnas como: 

genómico Incremento en la afinidad de pegado 

Alteraciones de especificidad de pegado 

Alteración en la especificidad de la enzima al sustrato 

Cinética enzimática 
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Mimótopos 

Un mimótopo es un péptido que imita (mimetiza) estructural y/o 

funcionalmente una región. Un epítopo es cualquier secuencia, estructura 

(lineal o conformacional) o región de una proteína que es reconocida por un 

anticuerpo o por un linfocito T, la cual es susceptible de ser sustituida por un 

mimótopo. Los mimótopos pueden ser inmunogénicos (generan una respuesta 

inmune), o antigénicos (reaccionan con anticuerpos generados por el antígeno 

original pero no son capaces de montar una respuesta inmune especifica por el 

antígeno). 

Estos mimótopos pueden tener aplicaciones como herramientas de 

diagnóstico (Santamaría et al., 2001) Y como subunidades de vacunación 

(Cwirla et al., 1990; Meola et al., 1995), entre otras. 

Algunas ventajas de los mimótopos son: 

Pueden tener una mayor capacidad inmunogénica que los 

antígenos originales. 

Menor posibilidad de reacción cruzada inmunológica. 

Identificar epítopos conformacionales. 

Las ventajas de las biomoléculas que se obtienen utilizando este método son: 

Bajo costo. 

Sencillez en su proceso de elaboración. 

Alto rendimiento. 

Capacidad inmunorreactiva. 

Mimetizar epítopos lineales y conformacionales de 

péptidos/proteínas o moléculas no proteicas. 
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HIPÓTESIS 

Mediante el rastreo de bibliotecas peptídicas es posible la identificación 

de mimótopos de epítopos lineales y conformacionales del Ag85 de 

Mycobacterium tuberculosis. 

OBJETIVOS 

Identificación de epítopos/mimótopos de epítopos del complejo proteico 

del antígeno 85 de Mycobacterium tuberculosis, mediante la técnica 

denominada Phage Display. 
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JUSTIFICACiÓN 

El Ag85 es una molécula altamente antigénica e inmunogénica formada 

por 3 isoformas. Es considerada como uno de los mejores candidatos para 

inmnodiagnóstico de tuberculosis activa, así como para vacunación. Estudios 

anteriores muestran que mediante la tecnología de ·"Phage Display··, es posible 

identificar péptidos que mimeticen epítopos lineales y conformacionales de 

antígenos proteicos, y que dichos péptidos podrían ser útiles como reactivos de 

inmuno diagnóstico (Santamaría, 2003). Asimismo, la expresión en fagos 

filamentosos de epítopos inmunogénicos parece constituir una forma novedosa 

y eficaz para vacunación (Manoutcharian et al., 2004). 

La expresión en fagos filamentosos de péptidos que mimeticen epítopos 

de Mycobacterium tuberculosis representaría una alternativa para la fácil 

producción de reactivos para inmunodiagnóstico y vacunación. En ambos 

casos, es bien conocido que un solo epítopo no sería suficiente para abarcar el 

amplio panorama de la respuesta inmune encontrada en humanos, por lo que 

resulta conveniente el identifica epítopos/mimótopos de múltiples motivos. En el 

caso específico de mimótopos para inmunodiagnóstico, la identificación puede 

ser regulada mediante el rastreo de bibliotecas peptídicas, utilizando múltiples 

ligandos del Ag85, como sería con el uso de anticuerpos policlonales 

producidos en contra de las 3 isoformas del complejo. 
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ESQUEMA METODOLÓGICO 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Cultivo de micobacterias 

Mycobacterium tuberculosis cepa H37Rv fue sembrada en matraces 

conteniendo BOOml de medio liquido Sauton (ver apéndice A) estéril 

enriquecido (con ácido pirúvico 0.5%, glucosa 0.5%), por 3 semanas a 37°C sin 

agitación (Kitaura et al. , 2000). 

Obtención de proteínas de filtrado de cultivo 

Se hicieron 3 filtrados del medio de cultivo en membranas de PVDF 

(Millipore Bedford MA., E.U.A.) con poro de diámetro de 1.2, 0.45 Y 0.22/l 

respectivamente. Al medio de cultivo filtrado se le agregó sulfato de amonio 

saturando al 50% (Diagrama .1, ver apéndice C), y se dejó en agitación durante 

1 día a 4°C (Dixon, 1953). Transcurrido este tiempo se centrifugó a 10000 RPM 

20 minutos a 4°C. Una vez centrifugado, el precipitado (Pr1) fue dializado en 

cartuchos para diálisis con diámetro de poro de 10kDa (Pierce, Rockford IL. 

E.U.A.), a 4°C en agitación constante por 1 día en agua bidestilada. Al 

sobrenadante (Pr2) se le agregó sulfato de amonio hasta saturarlo y se dejó 1 

día a 4°C. Posteriormente se centrifugó a 10000 RPM 20 minutos a 4°C. Una 

vez centrifugado, el precipitado (Pr2) fue dializado. 

Cuantificación de proteínas (Bradford) 

Ambos precipitados fueron cuantificados por el método modificado de 

Bradford (Badford, 1976). En este ensayo se utilizó una solución madre (PBS

BSA 1 mg/ml), a partir de la cual se hicieron diluciones (5, 10, 15, 20 Y 25/lg/ml) 

en PBS. Posteriormente se colocó en una placa de ELlSA (Nunc Maxi Sorp, 
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Denmark) por triplicado 80JlI de cada una de las soluciones estándar, así como 

de ambos dializados (en dilución 1 :50, 1: 1 00 Y 1 :200). Se agregó 20JlI de 

reactivo Bradford (BioRad, Hércules CA., E.U.A.) a cada pozo y después de 5 

minutos, se leyó la placa a una longitud de onda de 595 nm. Se calculó la 

regresión lineal con los datos obtenidos y se determinó la concentración de 

proteínas. 

Purificación de proteínas por HPLC 

Uno de los métodos ensayados para purificar el antígeno 85 fue el de 

cromatografía liquida de alta resolución (HPLC por sus siglas en inglés). El tipo 

. de cromatografía utilizada (reportado por Belisle el al., 1997) fue de interacción 

hidrofóbica en una columna (1 .6x10cm) Hi-Load Phenyl Sepharose HP 

(Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suecia). La columna fue cargada con 

4.5mg/ml de la muestra (Pr1) a un flujo de 1 mi por minuto y se realizó un 

lavado con tres volúmenes de la solución A [10mM KH2P04 (pH 7.5), 1mM 

EDTA, 1mM DTT]. El complejo del antígeno 85 fue eluído por separado 

usando: 30ml de la solución B [10mM Tris-HCI (pH 8.6), 1mM EDTA, 1mM 

DTI], seguido de un gradiente lineal en 40ml compuesto 100% de solución B 

hasta llegar a una concentración 100% de solución C [10mM Tris-HCI (pH8.6), 

1mM EDTA, 1mM DTT, 50% Etilénglicol (v/v)], y 10ml de la solución C 100% . 

(Belisle el al., 1997). Las longitudes de onda utilizadas fueron 280, 254 Y 215 

nm. Se recolectaron las muestras correspondientes ~ los picos detectados y se 

cuantificaron las proteinas (por el método de Bradford). 
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Purificación de proteínas por Electroforesis 

Las proteínas de interés se purificaron por electroforesis preparativa 

(SDS-PAGE) utilizando geles de acrilamida (170x150x3mm) al 4% para el 

concentrador [Acrilamida 30%, Buffer de fosfatos 0.5M (pH 6.8), PSA 10%, 

TEMED (ver apéndice B)], yal 10% para el separador [Acrilamida 30%, Buffer 

de fosfatos 1.5M (pH 8.8), PSA 10%, TEMED (ver apéndice B)], a 90 volts por 

12 horas. Se cargaron 5mg de muestra preparada (hervida por 5 minutos con 

buffer de aplicación, ver apéndice B) y peso molecular preteñido (Preistained 

SDS-PAGE Standard Low Range, BioRad Hércules CA., E.U.A.), (Copeland, 

1994). 

Tinción Directa 

El gel preparativo se tiñó con KCI 0.1 M hasta que se vieron las bandas 

de las proteínas. Se cortó la banda correspondiente a la altura de 30-32kDa. La 

banda se incubó en H20 bidestilada hasta que se destiñó por completo 

(Copeland, 1994). 

Electro elución 

Las celdas de elución fueron armadas con membrana de diálisis (con 

diámetro de poro 10kDa). El gel correspondiente a la banda de 30-32kDa se 

colocó en pequeños trozos dentro de la celda, y se agregó Buffer de corrida 

0.1X (ver apéndice B) a la cámara ya las celdas. Se aplicó una corriente de 

5mA (por cada celda) durante 3 horas a 4°C, teniendo cuidado de colocar la 

trampa de recuperación del lado positivo. Una vez transcurrido este tiempo se 

descartó el buffer de la celda y se recuperó el buffer que contenía la trampa de 
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recuperación (según instrucciones del fabricante de la cámara LiUle Blue Tank, 

ISCO). Posteriormente se cuantificaron las proteínas (por el método de 

Bradford). 

Electroforesis analítica 

Las proteínas (30-32kDa) ya purificadas fueron analizadas por 

electroforesis analitica (SDS-PAGE) utilizando geles de acrilamida 

(100x80x1.5mm) al 4% para el concentrador [Acrilamida 30%, Buffer de 

fosfatos 0.5M (pH 6.8), PSA 10%, TEMED (ver apéndice B)] yal 12.5% para el 

separador [Acrilamida 30%, Buffer de fosfatos 1.5M (pH 8.8), PSA 10%, 

TEMED (ver apéndice B)]. Se cargaron 20J.1g de muestra por pozo y 10J.1g peso 

molecular preteñido (Preistained SDS-PAGE Standard Low Range, BioRad 

Hercules CA., E.U.A.). Se aplicó un voltaje de 120 volts por 2 horas (Copeland, 

1994). 

Tinción de Plata (modificada de Blon) 

El gel analítico se tiñó con plata de la siguiente manera: solución fijadora 

[metanol 50%, ácido acético 10%] por 30 minutos, posteriormente se incubó 

por 15 minutos en una solución [metanol 5% y ácido acético 1%]. Se lavó con 

H20 bid estilada (5 minutos 3 veces), y se incubó 90 segundos en 

Na2S20i5H20 al 0.02%. Se lavó nuevamente y se incubó 1 hora en AgN03 al 

0.2%. Se realizó otro lavado con H20 bidestilada (1 minuto 3 veces), se incubó 

en la solución de revelado (ver apéndice B) hasta que el gel comenzó a 

ponerse oscuro. Se aplicó la solución de paro [ácido acético 6%] 10 minutos. 
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Posteriormente se hicieron varios lavados (H20 bidestilada) y el revelado fue 

digitalizado (Copeland, 1994). 

Esquema de inmunización 

Se inmunizó subcutáneamente un conejo Nueva Zelanda hembra albina 

de 2.5kg con 300fl9 de proteína en 1 mi de adyuvante incompleto de Freund. 

Se le administró un refuerzo a la 38 semana, con 200fl9 de proteína en 1 mi de 

adyuvante incompleto de Freund. Dos refuerzos idénticos fueron administrados 

a la 68 y a la 10a semana. Al término de la semana numero 12 se sacrifico y el 

suero obtenido fue almacenado a -20·C (Dillon et al., 1999). 

Transferencia de Geles 

Se transfirieron las proteínas de los geles a membranas de PVDF. La 

membrana y el gel se dejaron reposar 20 minutos en buffer de transferencia 

(ver apéndice B). Posteriormente se armó la cámara de transferencia en el 

siguiente orden: papel filtro para transferencia (previamente humedecido en el 

buffer), membrana, gel de acrilamida, papel filtro para transferencia 

(previamente humedecido en el buffer) y la tapa de la cámara de transferencia. 

Se aplicó una corriente de 20 volts por 25 minutos, la membrana se lavó 3 

minutos en PBS y se guardó en papel filtro a 4°C (según instrucciones del 

fabricante de la cámara de transferencia, Bio-Rad). 

Inmunoblot 

Una vez transferida la membrana se incubó 3 minutos en PBS y se 

bloqueó (PBS-BSA al 3%) a temperatura ambiente por 1 hora en agitación. 
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Posteriormente se lavó (con PBS-Tween 20 al 0.3% 3 minutos 5 veces), y se 

incubó con anticuerpo anti-antígeno 85 obtenido en conejo (1: 1 000 en PBS

Tween 20 al 0.03%) toda la noche a 4°C en agitación. Se lavó nuevamente y se 

dejó la membrana incubando con un anticuerpo anti IgG de conejo conjugado a 

la fosfatasa (Sigma, St. Louis MO., E.U.A.), diluido (1 :5000 en PBS- Tween 20 

al 0.03%) por 45 minutos en agitación a temperatura ambiente. Se lavó (PBS

Tween 20 al 0.3%, 5 veces 3 minutos), y se aplicó el revelador (ver apéndice B) 

el tiempo suficiente para que se observaran las bandas (Copeland, 1994). 

ELlSA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) 

Se depositó 0.5/1g del complejo de proteínas (antígeno 85), diluidas en 

100/11 de buffer de carbonatos (por pozo), en una placa para ELlSA (Nunc Maxi 

Sorp, Denmark) y se incubó por 1 hora a 37"C. Se lavó 5 veces con 200/11 

(PBS-Tween 20 al 0.1 %) Y se le agregó a cada pozo 200/11 de PBS-BSA al 3% 

al incubándose 1 hora a 37°C. Se lavó nuevamente y se incubó con el suero 

policlonal anti-antígeno 85 obtenido del conejo, diluido 1:100 (en PBS-BSA al 

0.3%, Tween 20 al 0.1 %) por 12 horas a 4°C. Se lavó nuevamente y se incubó 

con 100/11 de anti IgG de conejo conjugado a la fosfatasa (Sigma, St. Louis 

MO., E.U.A.), dilución 1 :5000 (en PBS-BSA al 0.3%), por 1 hora a 37°C. Se 

lavó y adicionó 100/11 de 4-nitrofenilfosfato diluido (1mg/ml en solución 

amortiguadora de dietanolamina, ver apéndice B) a 37°C. Se incubó al abrigo 

de la luz el tiempo necesario para obtener la reacción colorimétrica. La 

densidad óptica se leyó a 405 nm y los resultados fueron graficados (Crowther, 

2001 ). 
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Bioselección 

Para identificar los epítopos/mimótopos del complejo del antígeno 85 de 

Mycobacterium tuberculosis se usaron por separado tres bibliotecas 

comerciales con péptidos expresados al azar en el extremo amino de la 

proteína plll de la superficie del fago filamentoso M13 (New England Biolabs, 

Hertfordshire, Inglaterra). Dos de ellas lineales de doce y siete aminoácidos y la 

otra de siete flanqueados por cisteínas (biblioteca ciclica de 9 aminoácidos). 

La bioselección se llevó a cabo utilizando una placa de ELlSA (Nunc Maxi 

Sorp, Denmark). Cuatro pozos de la placa fueron cubiertos cada uno con 100111 

de una dilución (1:18) de anti IgG de conejo H+L (Zymed, San Francisco, CA., 

E.U.A.) en PBS, y fue incubada 1 hora a 37°C. Los pozos fueron lavados 10 

veces con 200lll (de una solución PBS-Tween 20 al 0.3%). Posteriormente se 

incubó con 100111 por pozo de una solución de bloqueo (PBS-BSA al 2%) por 1 

hora a 37°C, se hicieron 10 lavados con 200lll (PBS-Tween 20 al 0.3%). 

Posteriormente fueron agregados 100111 por pozo de suero de conejo anti-Ag85 

(1 :100) en PBS-BSA al 1%, Tween 20 al 0.1%, se incubó por 1 hora a 37°C y 

se hicieron 10 lavados con 200lll (PBS-Tween 20 al 0.3%). En 450111 de PBS

BSA al 0.1% con Tween 20 al 0.1% se diluyó 10111 (2 x 1011/ml) de cada 

biblioteca comercial de fagos (New England Biolabs, Hertfordshire, Inglaterra). 

De esta dilución fueron agregados 100111 por pozo y se incubó toda al noche a 

4°C. Transcurrido este tiempo se hicieron 10 lavados y se agregaron 100111 por 

pozo de trietilamina (0.1 M, ver apéndice C) y se incubó 30 minutos a 

temperatura ambiente. Se colectó el eluído de los pozos en un mismo tubo y se 

agregó 200lll de Tris-HCI (1 M, pH 7.4), (según especificaciones del fabricante 

del kit Ph.D.-C7C Phage Display Peptide Library Kit, BioLabs, New England). 
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Titulación de los Fagos 

Después de cada ronda de bioselección de cada uno de los 

experimentos, se procedió a determinar el número de fagos eluidos. Después 

de la primera ronda de cada experimento se hicieron diluciones seriadas 

1 : 1000 en medio de cultivo 2xYT (ver apéndice A) a partir de los fagos eluidos 

de las bioselecciones anteriores. 

Después de realizar la ultima dilución, se agregaron los fagos a 200ml de 

bacterias Escherichia coli cepa TG-1 (de un cultivo de toda la noche, D0600-

0.5), se dejó incubando por 15 minutos a temperatura ambiente y se agregó 

10JlI de Xgal/lPTG (ver apéndice C). Esta mezcla se agregó a un tubo con 4ml 

de medio Top agar (fundido, ver apéndice A), se mezcló y se vació en una caja 

de Petri preparada con medio LB agar (ver apéndice A) para dejarse incubando 

a 37°C toda la noche. Al día siguiente se obtuvo el título contando las unidades 

formadoras de placas (pfu), (según especificaciones del fabricante del kit 

Ph.D.-C7C Phage Display Peptide Library Kit, BioLabs, New England). 

Amplificación de los Fagos 

Para amplificar el eluído, se cultivaron bacterias E. coli TG-1 en 10ml de 

medio 2xYT (ver apéndice A) en agitación a 37°C durante una noche. De esas 

bacterias se una dilución 1: 1 00 (tomando 200JlI) en 50ml de medio 2xYT (ver 

apéndice A), y se infectaron con 350JlI de los fagos eluidos. Se amplificó, 

dejándose en agitación por 4.5 horas a 37°C, posteriormente se centrifugó a 

10000 RPM (12000g) por 10 minutos a 4°C. A partir de 40ml del sobrenadante 
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y se precipitaron los fagos con 1/6 (volumen) de polietilenglicol (PEG/NaCI, ver 

apéndice C) manteniéndose a 4°C toda la noche. 

Después de 16 horas se centrifugó durante 15 minutos a 10000 RPM a 

4°C. Se eliminó el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 1 mi de TBS (ver 

apéndice C). Después se transfirió la suspensión a un tubo de microcentrifuga 

y se centrifugó por 5 minutos a 14000 RPM (16 100g) a 4°C. Se volvió a 

transferir el sobrenadante a otro tubo de microcentrífuga y se precipitó con 

180¡.t.1 de PEG/NaCI (ver apéndice C) y se incubó en hielo por 1 hora. Después 

se centrifugó 10 minutos a 14000 RPM a 4°C. Se descartó el sobrenadante, se 

recentrifugó 2 minutos a 4°C y se desechó el sobrenadante. Se resuspendió el 

pellet en 200¡.t.1 de TBS (ver apéndice C) y se centrifugó 5 minutos a 14000 

RPM a 4°C, para eliminar cualquier residuo insoluble. El sobrenadante se 

transfirió a otro tubo de microcentrifuga y se obtuvo el eluído amplificado, que 

posteriormente se tituló para tener - 1 x1 013 fagos/ml. De esta forma, los fagos 

amplificados se usaron para realizar las siguientes rondas de bioselección. 

A partir de la segunda ronda de bioselección de cada experimento se 

llevó a cabo la selección al azar de las clonas individuales a partir del eluído (el 

numero de clonas seleccionadas fue de 10 a 11 por cada experimento). Cada 

una de las clonas seleccionadas se amplificó en 10ml de medio 2xYT (ver 

apéndice A) más 100¡.t.1 de bacterias E. coli TG-1. Se incubaron 4.5 horas en 

agitación constante a 250rpm a 37°C. Los siguientes pasos son iguales a los 

llevados a cabo en la amplificación de los eluidos obtenidos de las 

bioselecciones. 
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Posteriormente, también se titularon cada una de las clonas 

amplificadas. Se hicieron diluciones seriadas 1: 1 000 en medio 2xYT (ver 

apéndice A). Después de realizar las diluciones, se agregaron los fagos en 

200111 de bacterias E. coN TG-1 (de un cultivo de toda la noche), se incubaron 5 

minutos a temperatura ambiente y se le agregó 10111 de Xgal-IPTG (ver 

apéndice C). Esta mezcla se transfirió a 4ml de Top agar fundido (ver apéndice 

A) y de ahí a una caja de pe tri con medio LB sólido (ver apéndice A), y se 

incubó toda la noche a 37°C. Al día siguiente, se llevó a cabo el mismo 

procedimiento para calcular el título (según especificaciones del fabricante del 

kit Ph.D.-C7C Phage Display Peptide Library Kit, BioLabs, New England). 

Purificación de ADN de cadena sencilla de los Fagos 

Para la purificación de ADN de cadena sencilla de las clonas 

seleccionadas al azar, se tomó 1 mi de sobrenadante de la primera 

centrifugación del proceso de amplificación de cada clona seleccionada, se le 

agregó 400111 de PEG/NaCI (ver apéndice C) y se mantuvo a temperatura 

ambiente por 10 minutos. Después se centrifugó 10 minutos a 14000 RPM (16 

100g), se desechó el sobrenadante y se centrifugó 30 segundos. Después de 

tirar el sobrenadante se agregó 200111 de buffer de yodo [10mM Tris-HCI (pH 

8.0), 1 mM EDTA, 4M EDTA (ver apéndice C)] y se resuspendió el pellet, se 

agregaron 500111 de etanol absoluto, se mezcló e incubó por 10 minutos a 

temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugó 10 minutos a 14000 RPM, 

se tiró el sobrenadante y se agregaron 200111 de etanol al 70%. Después de 

centrifugar 1 minuto, se tiró el sobrenadante y el pellet se resuspendió en 
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15.5 , .. ti de agua bidestilada . Para verificar la presencia de ADN , se tomaron 2J..tI 

de la muestra y se analizó en un gel de agarosa al 1 % (según especificaciones 

del fabricante del kit Ph.D.-C7C Phage Display Peptide Library Kit, BioLabs 

New England) (ver apéndice C). 

Secuenciación del ADN de cadena sencilla de los Fagos 

La secuenciación del ADN de los fagos seleccionados se realizó 

mediante el uso del kit "17 Sequenase versión 2.0 Quik-Denature plasmid 

sequencing" (Amershan Life Science, OH) y dATP a _S 35 como se describe a 

continuación. Se incubaron a 37°C durante 10 minutos, 1.5J..11 de primer 

(Secuencing Primer -96 glll, New England Biolabs, USA) con 2J..11 de "plasmid 

reaction buffer" y 12.5ml de ADN purificado cada uno de los fagos (O.5-3J..1I de 

ADN). La mezcla se incubó en hielo 10 minutos. Posteriormente, se le agregó 

1 J..II de DH (dithiotritol) 0.1 M, 2J..11 de labeling mix (dNTPs de G, T, C; 7.5mM 

c/u), O.5J..11 de dATP a-S35 (3.75x1Q"13 J..ICi), y 1J..11 de enzima (4 unidades de 

polimerasa), dejándose incubar 5 minutos a 37°C. Enseguida en 4 tubos por 

reacción , se agregaron 2.5J..11 de ddNTPs (80 J..IM) nucleótidos análogos de 

terminación (G, A, T Y C), a los cuales se les agregó 4.5J..11 de la mezcla anterior 

dejándose a 37°C por 5 minutos. Posteriormente, a cada uno de los tubos se 

les agregó 4J..11 de la solución stop y se incubaron a 75°C por tres minutos. 

Inmediatamente se agregaron 6J..11 de cada una de las muestras en los carriles 

de un gel de poliacrilamida al 8%. Se corrió 4 .. 5 horas a 1800 volts, se secó el 

gel en un secador de geles durante 60 minutos a 80°C. Se transfirió a un 

casete en donde se expuso a una placa de rayos X durante 72 horas a 

temperatura ambiente. Posteriormente, se reveló la placa y se llevó a cabo la 
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lectura manual de la misma para determinar la secuencia de aminoácidos de 

los péptidos expresados en los insertos de los fagos seleccionados (según 

especificaciones del fabricante del kit Ph.D.-C7C Phage Display Peptide Library 

Kit, BioLabs). 

Análisis de similitud de Secuencias 

La similitud de las regiones de aminoácidos entre los insertos de 

péptidos de las clonas seleccionadas y las secuencias del complejo de 

proteínas del antígeno 85 se compararon usando los programas de 

computadora ALlGN y LALlNG del servidor de Genestream Bioinformatics 

Resource (http://xylian.igh.cnrs.fr/) y el software BioEdit (Hall, 1999). 

Ensayos de ELlSA 

Para comprobar la reactividad de las clonas individuales con el ligando 

utilizado para su selección se realizó el siguiente formato de ELlSA. 

Se sensibilizó una placa para ELlSA de 96 pozos (Nunc Maxi Sorp, Denmark), 

con 100111 por pozo de anticuerpo anti IgG de conejo H+L (Zymed, San 

Francisco, CA., E.U.A.), 5llg/ml (1 :200) en PBS y se incubó por 1 hora a 37°C. 

Se realizaron 4 lavados con 400111 de PBS-Tween 20 al 0.2% y se incubó con 

200111 de una solución bloqueadora (PBS-BSA al 2%), por 1 hora a 37°C. Se 

realizaron cuatro lavados con 400111 PBS-Tween 20 al 0.2% y se incubó la 

mitad de la placa con 100111 de suero preinmune y la otra mitad con el suero 

anti antígeno 85 dilución 1: 1 00 (en PBS-BSA al 1 %, Tween 20 al 0.1 %). Se 

realizaron cuatro lavados con PBS-Tween 20 al 0.2% y se agregó a cada pozo 

(por duplicado, para ambos sueros) 100111 de los fagos (diluidos en PBS-BSA al 
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1 %, Tween 20 al 0.1 %, partiendo de una concentración de 5x1 O lO/mi teniendo 

por pozo 5x109
) y se incubó por 1 hora a 37°C. Se realizaron 4 lavados con 

400¡.d PBS-Tween 20 al 0.2% y se incubó la placa con 100).11 de anticuerpo anti 

M13 (Horse Radish Peroxidase/anti M13 Monoclonal. Conjugate, Zymed, San 

Francisco, CA., E.U.A.) en una dilución 1 :5000, por 1 hora a 37°C. Se hicieron 

cuatro lavados con 400¡.¡l PBS-Tween 20 al 0.2% y se agregó 100¡.¡1 por pozo 

del sustrato para peroxidasa (ABTS single solution, Zymed, San Francisco, 

CA., E.U.A.), se dejó incubar por 15 minutos a 37°C y se midió la absorbancia 

en un lector de placas automático a 405 nm (Dynex) (Santamaría et al., 2001). 
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RESULTADOS 

A partir de 8 litros de cultivo de 3 semanas · de Mycobacterium 

tuberculosis cepa H37Rv en medio de Sauton enriquecido. se precipitaron las 

proteínas del cultivo filtrado entre las cuales se ha reportado al Ag85 como uno 

de los principales colT'ponentes. Este precipitado se dializó y se cuantificaron 

las proteínas. El rendimiento del medio de cultivo precipitado al 50% fue de 

13.51 mg y del medio de cultivo saturado de 5.31 mg (Fig. 9). 

35 kDa 

28 kDa 

Marcador 
Molecular 50% Saturado 

Doblete 
Ag8S 

Figura 9. Análisis por eleclroforesis del filtrado de cultivo precipitado de M. tuberculosis y 

marcador molecular (MM). 
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Belisle et al. reportaron un método de purificación del Ag85 por HPLe, 

mediante cromatografía de interacción hidrofóbica (Belisle et al., 1997). Al 

aplicar este método en el presente trabajo, los perfiles cromatográficos 

obtenidos fueron reproducibles, encontrándose tres señales proteicas: un 

primer pico eluido en el volumen muerto [10mM KH2P04 (pH 7.5), 1mM EDTA, 

1mM DTT] (solución A), que corresponde a las proteínas sin interacción con la 

fase ligada, un segundo pico durante la elución con [10mM Tris-Hel (pH 8.6), 

1mM EDTA, 1mM DTT] (solución B), y un tercer pico eluido al utilizar un 

gradiente lineal de [10mM Tris-Hel (pH 8.6), 1mM EDTA, 1mM DTT] (solución 

B) en [10mM Tris-Hel (pH8.6), 1mM EDTA, 1mM DTT, 50% Etilenglicol (v/v)] 

(solución e), y que contendría, de acuerdo con lo reportado en la literatura, las 

3 isoformas del Ag85 (Fig. 10), (Belisle et al., 1997). 

Solución A Solució C 
100 ~-

Concentración I 

o 

Figura 10. Ensayo de purificación del Ag85 por HPLC (A 280 nm). 
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Después de haber realizado el método repetidamente, los eluatos 

equivalentes fueron reunidos y analizados por SDS-PAGE. Inesperadamente, 

ninguna banda correspondiente al Ag85 pudo ser visualizada por titulaciones 

con azul de coomassie, revelando que si el antigeno fue purificado, su cantidad 

era insuficiente para proseguir el estudio (Fig. 11). 

ET 2" pico 3° pico )0 pico PM , ''1 
,1 . 

•• "'."";'-

40kDa. 

3OkDa. 

20kDa. 

Figura 11. Electroforesis de las fracciones de HPLC, 

marcador molecular PM, extracto total (ET) como control. 

Se selecciono el método de electroforesis preparativa a fin de obtener 

una cantidad mayor de producto. En un gel de preparativo se cargó 5mg de 

proteina del filtrado saturado, y se cortaron las bandas correspondientes a 30-

32kDa. Con esta técnica se obtuvieron 2.41 mg del eluido correspondiente al 

Ag85 partiendo del precipitado saturado el cual contenia 5.31mg (Fig. 12). 
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Eluido 
Marcador 
Molecular 

28kDa 

Figura 12. Electroforesis del Ag85 purificado y marcador molecular. 

Después de comprobar que estas proteínas correspondían al peso de 

30-32 kDa, se analizó su identidad con un Inmuno Blot utilizando un anticuerpo 

monoclonal anti 30-32kDa IT 49 de "Colorado State Uiversity" el cual reconoce 

un motivo compartido en las tres isoformas del Ag85 (Fig. 13). 
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Extracto 
Total 

Banda 
30-32 

Marcador 
Molecular 

. ..,~. 35 kDa 

28 kDa 

Figura 13. Análisis de la identidad de las proteinas 

electroeluidas (Banda 30-32kDa), extracto total y marcador molecular. 

Después de estos ensayos se observó que la identidad de la proteína 

correspondía al complejo del Ag85 y estaba altamente purificada. 

Ya con el antígeno purificado se procedió a inmunizar un conejo Nueva 

Zelanda del cual se obtuvo un suero policlonal anti-Ag85 (Fig. 14). 
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Figura 14. Titulación del suero de conejo inmunizado con Ag85 a 405 nm mediante ELlSA. 

Con este suero policlonal anti-Ag85 se realizaron tres rondas de 

bioselección en tres diferentes bibliotecas de péptidos (de 7, 12 aminoácidos y 

9 flanqueados por cisteínas) expresados en fagos filamentosos M13, la 

biblioteca de 9 aa está constituida de 7 residuos flanqueados en sus dos 

extremos por cisterna, lo que le da las propiedades conformacionales de asa. 

Se seleccionaron al azar 10 clonas de la ronda numero dos y 10 clonas 

de la ronda numero tres, de cada biblioteca Posteriormente se realizó un 

ensayo inmuno enzimático (ELlSA) con el suero policlonal anti-Ag85 y se 

determinó la reactividad de cada clona (Fig. 15), Con este ensayo se pudieron 

identificar tres clonas altamente reactivas de cada biblioteca teniendo un total 

de nueve clonas reactivas; como control se utilizó una clona con un inserto no 

relacionado que expresa la secuencia (GTREFRH), y también fagos M13 

silvestres, los cuales no expresaban inserto en sus proteínas plll. 
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Figura 15. Clonas seleccionadas reactivas con al suero anti Ag85. 

La nomenclatura que se utiliza es: [biblioteca - ronda . numero de clona). 

<"l 

~ 

se utilizó como control una clona negativa {Ctrl} y M13(sin egresar algún inserto}. 

Posteriormente se determinó (por secuenciación de ADN) el inserto que 

expresa cada una de las clonas. En la Tabla 4 se muestran las secuencias 

expresadas por las 9 clonas. Se analizó la similitud de los insertos de las 

clonas seleccionadas entre si mismos y también con respecto a las secuencias 

del complejo de proteínas del Ag85. Para ello se utilizaron los programas de 

computadora ALlGN Y LALlNG del servidor de Genestream Bioinformatics 

Resource (http://xylian.igh.cnrs.fr/), yel programa BioEdit. (Hall, 1999). 
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Tabla 4. Secuencias de péptidos expresados en las clonas reactivas. 

Biblioteca 
Nombre Secuencia 

Aminoácidos 

12-2.2 GVGNFGQIMTS 

12 12-2.6 NNQTPATSPRMS 

12-2.21 STAQNTQLM TS 

892.4 DFKFRNV 

C7C (9) 89-2.6 DFKFRNV 

89-3.10 TRTDYWQ 

7-2.11 FQLMTN 

7 7-3.3 HDTISFA 

7-3.6 YPELRLA 

Se pudieron agrupar 4 secuencias (Tabla 5) que comparten el motivo 

[N/X] - -Q [UX] [AlP] A T [S/N] 

Tabla 5. Alineación del clonas agrupadas de acuerdo con su similitud. 

Clona 12A - (.::r 

Clona 128 - - - - J'.H'J- (JTP ... l!. ... T SPRIvIS 
Clona 12C STAQl'JT- QLJ!....AT S- - --
Clona7A - - - - - F- QL ... l!. ...... l!....TrJ- - --
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Todas las secuencias fueron alineadas con las tres proteínas del 

Complejo del Ag85. Algunas clonas muestran una clara similitud con 

fragmentos del Ag85, mientras que algunas otras tienen poca similitud. En la 

Tabla 6 se muestra la región de la proteína del complejo con la que tiene mayor 

similitud cada clona, y se indica si en la bibliografía se encuentra reportada 

alguna propiedad biológica para esa región. Se encontró que algunas de las 

regiones mimetizadas estaban reportadas como epítopos de células T o forman 

parte de regiones de unión a fibronectina. 
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Tabla 6. Similitud de las clonas reactivas con motivos del Ag85 y efectos biológicos 

en los que participan indicando el autor quien los reportó 

CY indica que son aminoácidos idénticos y "0 " que son intercambiables). 

Residuo 

Ag85A 
Clona 12-2.2 

Residuo 

Ag85C 
Clona 12-2.6 

Residuo 

Ag858 
Clona 12-2.21 

Residuo 
Ag85A 
Ag858 
Clona 89-2.4 

89-2.6 

Residuo 
Ag85A 
Clona 89-3.10 

Residuo 
Ag85C 
Clona 7-2.11 

Residuo 
Ag858 
Clona 7-3.3 

Residuo 
Ag858 
Clona 7-3.6 

I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I I 
160 170 18 
'TLI ~~i~~~~~ 

X X O X O X O 

I , I , I 
280 290 

X O X X O O X 

, , , , I ' , , , I ' , , , I 1 

190 200 
NDPIlQ.IP~NTRL 
--S~TQ~S---

X X O X X 

Epltopo T 
Roche 1994; 
O'Souza 2003 
Región de 
unión a 
fibronectina 
Peake 1993 
No reportada 

Epltopo T 
Roche 1994 

230 
FLEGFVRTSNI 
FLENFVRSSN 

24 O Epltopo T 
YNAG Roche 1994 

---------0 NAA Epltopo T 

X O 

O X X O 

, I 

O X X 

I I ' 
270 

~~~,-",LNA 

Takatsu 2003 

Epltopo T 
Roche 1994; 
O'Souza 2003 

I I I I I I I I 1 I 1 1 1 1 1 I 1 I 1 , I I 1 I Epltopo T 
30 40 O'Souza2003 

KVQIIGGGPHAVYLLDG~DDYN --- ------------~N---
XX 

X O 

160 G-wwa-r.I 
--Y.E~-

X X 

X X O 

X O 

170 
....... .,..·TT ...... SG( 

X X 

Epltopo T 
O'Souza 2003 
Región de 
unión a 
fibronectina 
Peake 1993 

No reportada 
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Una vez que se alinearon las secuencias y se buscaron reportes en la 

bibliografía se procedió a determinar por métodos computacionales (Guex et 

al., 1997) en el antígeno nativo, la posición de la región que se estaba 

mimetizando. Se determinó que las regiones del antígeno nativo que fueron 

reconocidas están expuestas en la superficie de la proteína (Fig. 16, Fig. 17 Y 

Fig.18). 

Figura 16. Localización (amarillo) de los sitios mimetizados en el Ag85A 

(Ronning el al., 2004). 
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Figura 17. Localización (amarillo) de los sitios mimetizados en el Ag85B 

(Anderson el al., 2001). 

Figura 18. Localización (amarillo) de los sitios mimetizados en el Ag85C 

(Ronning el al., 2004). 
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DISCUSiÓN 

Por la utilidad potencial del Ag85 en el diagnóstico de la tuberculosis, así 

como por su papel en la inducción de una respuesta protectora tipo Th 1, 

alternativas como la de ADN recombinante, o la síntesis de péptidos, han sido 

abordadas. Sin embargo, no se han obtenido resultados favorables. 

En este trabajo se presenta la identificación de secuencias que 

mimetizan regiones del Ag85, las cuales pueden ser útiles para diagnóstico y 

también para constituir una nueva vacuna. Este trabajo es el primero en su 

clase ya que anteriormente no se habían descrito mimótopos de antígenos 

proteicos de Mycobacterium tuberculosis. 

Utilizando la técnica de Phage Display es posible identificar mimótopos 

de estructuras lineales y conformacionales. Esta técnica también tiene la 

ventaja de que una vez identificadas las clonas de fagos que expresan en su 

inserto un motivo que mimetiza al Ag85, dichas clonas se pueden amplificar en 

pocas horas por infección de E. coli, facilitando su disponibilidad en grandes 

cantidades. 

Algunas de las clonas seleccionadas tienen un alto grado de similitud 

con secuencias lineales del Ag85. Sin embargo, no es posible determinar si los 

péptidos identificados podrían mimetizar motivos conformacionales de la 

proteína nativa. 
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Después del análisis de las secuencias que probablemente se 

encuentran mimetizadas, pudimos observar que algunas de ellas estaban 

alineadas en regiones ya reportada como epitopos T, por lo que resulta muy 

interesante investigar acerca de las propiedades inmunogénicas y protectoras 

de estos mimótopos. 

Takatsu en el 2003, reportó un péptido el cual ha demostrado que 

favorece la polarización de la respuesta inmune protectora (Th1) contra la 

tuberculosis (Takatsu et al., 2003). La alineación de las secuencias de las 

clonas 89-2.4 y 89-2.6 (estas clonas expresan la misma secuencia), coincide 

con la región reportada por Takatsu, por lo que resulta muy importante el 

análisis de esta clona, ya que podria estar mimetizando un epitopo T que 

favorece una respuesta inmune protectora. 

CONCLUSIONES 

Se identificaron 8 secuencias de mimótopos del Ag85, una de las cuales 

fue aislada en dos ocasiones. 

Todas estas secuencias pueden ser consideradas como mimótopos 

antigénicos del Ag85 ya que son reconocidas por anticuerpos anti Ag85. 
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Algunas de las regiones en donde se alinearon las secuencias del 

inserto ya habían sido reportadas como epítopos T (6 clonas), dos de éstas 

clonas también están asociadas a regiones involucradas en el reconocimiento 

por el receptor de fibronectina. 

La secuencia encontrada en dos clonas (clona 89-2.4 y 89-2.6), esta 

alineada en una región del Ag858 la cual corresponde a un péptido que 

participa en la polarización de la respuesta protectora contra tuberculosis. 

PERSPECTIVAS 

Evaluar el potencial de los mimótopos seleccionados del Ag85, como: 

• Posibles reactivos de diagnóstico. 

• Posibles inductores de respuesta celular tipo Th1. 

Posible uso en estudios de fagocitosis de la bacteria por el 

macrófago mediante el receptor de fibronectina. 
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APÉNDICES 

Apéndice A 

Medio de cultivo Sauton enriquecido 

Citrato de fierro y amonio 0.05g 

Sulfato de magnesio 0.50g 

Fosfato monopotásico 0.50g 

Acido cítrico 2.00g 

Asparagina 4.00g 

Glicerol 60g (8=1 .2584) = 

47.7ml 

H20 cbp 1000ml 
.. 

Ajustar con NH40H a pH 7.3. Estenllzar 30 minutos a 120°C y enriquecer en 

esterilidad (Ácido Pirúvico 0.5%, Glucosa 0.5% peso/volumen). 

LB (Luria Bertani) 1 L 

Bacto Tryptone 10g 

Extracto de levadura 5g 

NaCI 5g 
.. 

Esterilizado, almacenar a temperatura ambiente. 

Top Agar 1L 

Bacto Tryptone 10g 

Extracto de levadura 5g 

NaCI 5g 

MgC12 ·6H20 19 

Agarosa 7g 
.. 

Esterilizado, almacenar a temperatura ambiente. 
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Medio 2xYT 1 L 

Bacto Tryptone 16g 

Extracto de levadura 10g 

NaCI 5g 
.. 

Esterilizado, almacenar a temperatura ambiente . 

Apéndice B 

Gel separador 17x15cm, 3mm 

Acrilamida 30% 40ml 

Tris Base 1.5M pH 8.8 30ml 

APS 10% 800,.tI 

H20 46.6ml 

Temed 80JlI 

Gel concentrador 17x15cm, 3mm 

Acrilamida 30% 4ml 

Tris Base 0.5M pH 10ml 

6.8 

APS 10% 200JlI 

H20 26ml 

Temed 20JlI 
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Gel Separador SOS-PAGE Mini 

Porcentaje 10% 12.5% Unidad 

Acrilamida 30% 5 5 mi 

Tris Base 1.5M pH 8.8 5 5 mi 

APS 10% 100 100 111 

H20 8 6.2 111 

Temed 10 10 111 
. . 

Gel Concentrador SDS-PAGE Mini 

Porcentaje 4% Unidades 

Acrilamida 30% 1.3 MI 

Tris Base 0.5M pH 6.8 2.5 MI 

APS 10% 100 111 

H20 6 MI 

Temed 10 111 

Buffer de Corrida 10X 

Glicina 144g 

Tris base 30g 

SOS 10g 

Aforar a 10 litros 

Buffer de aplicación 1 X 

Tris 0.5M pH 6.8 0.5ml 

SOS 10% 1OOll1 

Glicerol 1ml 

EOTA 7.4mg 

Pironina o azul de bromofenol una pizca Aforar a 10ml 
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Buffer de transferencia 

Tris base 3.039 

Glicina 14.489 

Metanol 200ml 

Aforar a 1 litro 

Solución de revelador para inmunoblot 

PBS 10ml 

H202 10).1.1 

Tween 20 0.3% 
. . 

Dlamlnobenzldlna un granito 

Buffer salino de fosfatos PBS 10X 

NaCI 809 1.37M 

KCI 29 0.027M 

Na2HP04 14.49 1M 

KH2P04 2.49 0.01M 

Ajustar pH a 7.4 con Hel y aforar a 1 litro. 

Solución de revelado para tinción con plata 

Na2C03 69r 

HCHO 37% 50).11 

Solución Na2S203"5H20 0.2% 2ml 

Aforar a 100ml 

76 



Solución amortiguadora de carbonatos 0.05M, pH 9.6 

Solución Na2C03 0.05M 31 .8mg 

Aforar a 200ml 

Solución NaHC03 0.05M 21mg 

Aforar a 500ml 

Mezclar ambas soluciones hasta obtener un pH de 9.6 

Solución amortiguadora de Dietanolamina (Dietanolamina 10% (v/v), pH 9.8). 

Dietanolamina 100ml 

MgCli6H20 102mg 

NaN3 0.40g 

Ajustar pH a 9.8 con Hel. 

Aforar a 1 litro (conservar al abrigo de la luz). 

Apéndice e 

PEG/NaCI (8000) 

NaCI 2.5M 

Polietilenglicol (PEG 8000) 20% (p/v) 
.. 

Estenllzado. almacenar a temperatura ambiente. 

TBS 

Tris-HCI (pH 7.5) 50mM 

NaCI 150mM 
.. 

Estenlizado, almacenar a temperatura ambiente. 
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Buffer de Yodo 

Tris-HCI (pH 8.0) 10mM 

EDTA 1mM 

Nal 4M 

Trietilamina 100mM 

Trietilamina (TEA) 13.85J..tI 

H20 1ml 

X-GaIIlPTG 

X-Gal 19 

IPTG 1.25g 

Dimetil formamida 25ml 

Mantener a -20°C 

TBE 1L 

Tris-HCL 54g 

Acido borico 27.5g 

EDTA 20ml 

Gel de agarosa 1 % 

TBE 100ml 

Agarosa 19 

Bromuro de etidio 0.5J..l1 
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