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RESUMEN 

En el transcurso de este trabajo enfocamos nuestra atención a 

3 aspectos relacionados a la caracterización antigénica de la especie 

Mycobacteriumtuberculosis. El primero de ellos enéaminado a la Investi-

gación de variedades de esta especie bacteriana que puedan estar involu--

eradas en formas clínicas particulares de tuberculosis y con diferentes -

características de virulencia. El segundo aspecto consistió en la identi 

ficación de los antígenos micobacterianos reconocidos por el sistema inrnu 

• ne de pacientes con tuberculosis y finalmente caracteriza~os un grupo de 

antígenos de ~~ ·tuberculosis aislados de complejos inmunes circulantes --

aislados de sueros de enfermos con tuberculosis. Los resultados obteni--

dos pueden representar una evidencia sobre la presencia e ·e diferentes 

variedades en la especie Mycobacteriurn tuberculosis; identificamos además 

a los componentes contra los cuales eJ.:.' sistema inrnunocompetente de los -'-

pacientes, responde inrnunológicarnente y por último caracterizarnos algunos 

de estos antígenos, . los cuales permanecen en circulación formando comple-

jos .antígeno-anticuerpo. 
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INTRODUCCION 

Diagnóstico de la Tuberculosis 

La tuberculosis sigue representando un problema de salud públi 

ca a nivel mundial. En la actualidad se estima que la padecen 30 millones 

de seres humanos, siendo la incidencia anual de 8 millones (38)¡ si bien 

este padecimiento muestra predominio pulmonar, existen diversas formas ___ o 

clínicas que afectan diferentes tejidos del organismo (42). El diagnós-­

tico tradicional de esta enfermedad se realiza por métodos clínicos, radi~ 

lógicos y bacteriológicos; los cuadros clínicos y radiológicos no son esp~ 

cíficos de tuberculosis, por lo que es esencial la comprobación de 

Mycobacterium tuberculosis (el agente causal). El método bacteriológico 

mas util izado en e,l diagnóstico de la tuberculosis pumonar es la bacilos­

copía, consistente en la identificación de bacilos ácido alcohol resisten­

tes en frotis de muestras provenientes del paciente sospecho de padecer la 

enfermedad este método tiene una sensibilidad del 75% en esta forma clíni­

ca en particular ~ 21 ), siendo aún más baja en otras infecciones como la "­

pleuritis y meningitis tuberculosas (19). El aislamiento e identifica--­

ción de Mycobacteriurn tuberculosis por cultivo en medios específicos, es -

un procedimiento tedioso y lento; por_lo general transcurren entre 6 y 12 

semanas para su aislfu~iento y tipificación, además de que se requiere de -

personal y laboratorios especializados (34). La prueba de la tuberculi-­

na, desarrollada por Koch desde 1881 y consistente en la aplicación intra­

dérmica de proteínas hidrosolub1es obtenidas a partir de cultivos de 

M. tuberculosis, sigue utilizandose ·como método diagnóstico en algunos pai. 

/ 
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ses. En países como México donde existe una alta prevalencia de tuberculo 

sis (3~) Y donde se sigue utilizando la vacuna BCG, la prueba de la tube~ 

culina ha perdido su utilidad como método diagn6stic~ ya que un resultado 

positivo demuestra contacto con el bacilo de la tuberculosis, más no nece-

sariamente implica una infección activa. 

Se han reportado diferentes intentos para desarrollar métodos 

inmunodiagnósticos . C2;18}, algunos de ellos han demostrado la utilidad de - . 
¡ 

la detec~ión de anticuerpos específicos contra M. tuberculosis para el --­

diagnóstico de la tuberculosis, utilizando métodos. como ELISA y radioinmuno 

ensayo, sin emb~rgo sú aplicación practica es cuestionable, debido a la 

alta frecuencia de reacciones cruzadas con otros microorganismos y a la 

presencia de anticuerpos antimicobacteria en la población general. Uno de 

los principales inconvenientes en todos estos métodos son las preparacio--

nes antigenicas utilizadas·, consistentes en extractos crudos de M. tubercu-

. ·losis, por esta razón es deseable la identificación y caracterización de -

antígenos que ·puedan ser usados en sistemas irununodiagnósticos que no pre-

senten las limitaciones mencionadas anteriormente • 

. Identificación y Purificación de Antígenos de Mycobactérium tuberculosis 

Knicker y Laborde (22 ) obtuvieron diferentes fracciones al -

separar los componentes de cultivos de ~.tuberculosis por cromatografía 

de intercambio iónico . . Estos autores demostraron la presencia de una 

gran variedad de antígenos, algunos especie-específicos y otros comparti-

dos por otras especies e incluso por diferentes géneros bacterianos. En 

un intento por uniformizar los criterios de clasificación de estos antíg~ 



3 

nos Daniel, Affronti y otros grupos de investigación ( 1 ), propusieron 

a la inmunoelectroforesis (IEF) como metodo analítico: enfrentaron pre­

paraciones de M. tuberculosis con sueros hiperinrnunes de referencia; así 

clasificaron los antígenos a partir de celulas bacterianas y de filtra-­

dos de cultivos, en Il bandas con diferente movilidad electroforetica --

( 9 ). 

La IEF utilizando los mismos sueros de referencia, ha sido -­

utilizada en numerosos laboratorios en todo el mundo, éon propósitos pri~ 

cipalmente, de identificación dura~te el aislamiento de diferentes antíg~ 

nos, los cuales se han aplicado en el desarrollo de metodos diagnósticos 

con una mayor especificidad. Se han publicado una gran cantidad de trab~ 

jos sobre separación, identificación y aislamiento'de antígenos derivados 

de M~ . tÚ~ércúlosis (Tabla I). El desarrollo de metodos con una mayor se~ 

sibilidad, corno es el caso de la electroforesis en una y dos dimensiones 

( 10 ) Y la inmunoelectroforesis en cohete (Rocket), ha demostrado una 

gran cantidad de componentes antigenicos en los extractos de M. tuberculosis. 

Recientemente Young y cols. (42) Y Thole y cols. (36) utili­

zando la clonación molecular del DNA de cepas de esta especie bacteriana, 

lograron aislar algunos antígenos incorporados y expresados en el genoma -

de clonas deEscherichiacoli. 

La posibilidad de existencia de heterogeneidad antigénica en -

diversas espeéies- bacterianas patógenas .del hombre incluída M. tuberculosis 

complica aún más la búsqueda de antígenos para el desarrollo de metodos In­

munodiagnósticos; tal es el caso de especies cono Neisseria meningitidis, 

Escherichia coli, Haemophilusinflúenzae, etc. (16). En el caso del géne-
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TABLA 1 

ANTECEDENTES SOBRE LA PURIFICACION DE ANTIGENOS 

MICOBACTERIANOS POR DIFERENTES ME'lODüS F iS ICOQU IMICOS 

Investigador 

- Seiberth 

- Kniker y La Borde 

- Baer y Chaparas 

- Janicki y cols. , 

- Roszman y cols. 
Ninden y Far 

- Yoneda y Fukui¡ 
Daniel y Ferguson¡ 
Kuwabara 

- Azuma y cols¡ 
Yamamura y cols¡ 
Misaki y cols. 

- Daniel 

- Daniel y Anderson 

~létodo 

precipitación con etanol-ácido 
acético 

Cromatografía de intercambio -
iónico 

Cromatografía por exclusión 
molecular 

Electroforesis ·en papel 

Electroforesis en geles de poli 
acrilamida 

Precipitación con sulfato de 
amonio, . filtración en geles, 
cromatografía de intercambio 
iónico y electroforesis. 

Extracciones alcalinas, precipi 
tación con etanol y cromatogra~ 
{ía de intercambio iónico 

Cromatografía de afinidad con -
Concanavalina A 

Cromatografía de afinidad inmu-
noabsorbente 

Referencias tomadas de Mycobacterium Antigens (10) 
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ro Mycobacterium, se ha demostrado la existencia de variantes antigenicas 

en las especies Mycobacteriurn avium, y Mycobacterium kansasii (34 ). En 

referencia a la especie M. tuberculosis, no hay reportes en la literatura 

sobre la comprobación de subespecies; sin embargo Coates y cols. ( 6 ) --

demostraron diversidad antigénica en esta espe9ie bacteriana, al enfren-­

tar extractos de diferentes cepas de 11. tuberculosis con una serie de an­

ticuerpos monoclonales por el métddo de ELISA. 

, / 

Complejos Inmunes 'Circulantes en Tuberculosis 

-Se han encontrado componentes antigénicos de~. tuberculosis 

formando complejos inmunes circulantes (CIC) en sueros de pacientes infec 

tados con esta especie bacteriana. Carr y cols., cuantificando CIC en pa 

cientes con tuberculosis pulmonar, por la fijación a Ciq ' demostraron que 

las concentraciones de estos complejos inmunes disminuía durante el trata 

miento de estos enfermos (.5). May y cols. aislaron y purificaron CIC -

de 6 pacientes con tuberculosis pulmonar, mediante cromatografía de afini 

dad utilizando una columna con conglutinina y demostraron la presencia de 

antígenos micobacterianos, en 5 de los 6 CIC estudiados por el método de 

OUtcherlony, usando un suero anti BCG de conejo (27). 

Samuel y cols. (35) después de disociar CI obtenidos de pa-­

cientes con tuberculosis, demostraron la presencia de antígenos de 

t-L tuberculosis por medio de radioirununoensayo, además observaron dif eren 

cias en las concentraciones de 'antígenos en los CI entre pacientes que res 

pondían al tra~arniento y pacientes que no mostraban mejoría. Estos ante­

cedentes apuntan hacia la posible relación de la presencia de antígenos de 
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M. tuberculosis en circulación con el desarrollo de esta enfermedad. 

Por otra parte, se han relacionado a los complejos inmunes en 

general con efectos reguladores de la respuesta inmune (13 ) Hobbs y cols. 

han identificado a fragmentos "del Fc del anticuerpo presente en el el, 

los cuales son responsables de la estimulacióntanto de la respuesta inmu-

ne celular como de la respuesta inmune humoral (15 ). Al parecer la es ti-

mulación o supresión de la respuesta inmune puede depender de ~a propor-- " 

ción entre las concentraciones relativas de anticuerpos y antíg~nos y/o de 

la naturaleza del antígeno presentes en el complejo inmune. : 

SObre las propiedades inmunosupresoras de componentes de 

~. tuberculosis, existen diferentes reportes sob~e la estimulación de cé-

lulas adherentes supresoras por pared celular y células completas de mico 

" , bacterias ' (3,4) " Parra y cols. (.32) en un intento por entender el posi-

ble papel inmunoregulador de los antígenos de M.tuberculosis, expusieron 

a ,extractos protéicos de cepas de esta especie bacteriana con células 

adherentes humanas y comprobaron guelos sóbrenadantes de lOS cultivos 

de estas células inhibí~n la estimulación de linfocitos T por diferentes 

lectínas. 

'Utilización de Electroforesis en GeÍes de 'Poliacrilamidaen Presencia de , 
'Dodecil SulfatodeSodioé Ip~Unoéléctrotransferenciaenel Análisis de -

Proteínas Bacterianas 
, " 

El desarrollo de métodos como la electroforesis en geles de -

poliacrilamida en p::cesencia de D~~ (D~S .... EGPA) (24 ) Y la inmunoelectro---

transferencia (IET) (39) han abierto nuevas posibilidades analíticas de 
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los componentes antigénicos de especies .bacterianas. La .EGPA-DSS es un --

método electroforetico con una gran sensibilidad, mediante el cual se pue-

den separar proteínas en base a sus características de peso molecular, ad~ 

mas que pueden calcularse las concentraciones individuales de cada banda -

proteíca utilizando métodos cuantitativos de tinción. Por las ventajas --

inherentes a este método, la electroforesis de proteínas (electroferogra--

mas) actualmente es utilizada en el análisis de diferentes géneros y espe-

cies bacterianas (12,23). Debido a la complejidad de los patrorles electrofo 

réticos obtenidos se han implementado sistemas automatizados de analisis 

de - patrones electroforéticos! mediante modelos computacionales. Kerster y 

Deley (20) desarrollaron sistemas de clasificación por taxonomía numérica, 

,utilizando información densitométrica, resultante de electroferograrnasde 

proteínas 'bacterianas. Este método consiste en la comparación cuantitativa 

de valores de densidad óptica obtenidos de patrones densitométricos, divi-

didos en diferentes áreas, tornando corno referencia la posición de proteí-

• 
nas con pesos moleculares conocidos. Mediante este sistema Kerst, Deley y 

otros grupos de investigación (20), lograron una gran reproducibilidad de 

res~ltados en diferentes clasificaciones intra einterespecíficas de bac--

terias, sin embargo s pierde la información resultante de la comparación -

individual de bandas. La IET combina la gran capacidad de resolución y 

caracterización fisicoquímica de la EGPA'::OS$ con métodos inrnunoenzimaticos 

y -radioinrnunológicos. Este método ha ll.egado a ser un procedimiento ruti-

nario para la caracterización bioquímica de macromoléculas (39). Consis-

te en la transferencia, por medio de un c~~o eléctrico de antígenos pre--

viarnente separados por EGPA~DSS, del gel de poliacril~ida ,?,apel de nitro-

celulosa, donde se llevan a cabo reacciones de detección de los distintos 
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componentes antigenicos por an~icuerpos específicos. ' 

OBJETIVOS 

En este trabajo analizamos los aS2ectos que nos permitan enco~ 

trar la respuesta a tres preguntas relacionadas con la caracterización an­

tigenica de Mycobacter ium tuberculosis.' 

1) " ¿Que ' tan homogeneas en cuanto a sus características antigenicas, 

son las cepas de M. tuberculosis aisladas de pacientes con diferen­

tes formas clínicas de tuberculosis?, para ello nosotros desarrolla 

mos un metodo de agrupación taxonómica mediante la comparación de -

valores de área provenientes de densitometrías de los patrones elec 

troforeticos de extractos proteicos de dichas cepas bacterianas. El 

propósito de esta parte del trabajo fue el detectar variaciones in 

traespecíficas que se pudieran correlacionar a características como 

form~ clínica de tuberculosis, virulencia, etc. Este análisis nos 

permitiría obtener un panorama general de las características anti­

genicas de diferentes miembros de la especie~. tuberculosis, ada~ás 

que serviría como un primer paso para la selección de proteínas re­

presentativas de las cepas causantes de las diferentes formas clíni 

cas de tuberculosis. 

2) ¿Cuáles son ~os antígenos reconocidos por el Sistema Inmunocompete~ 

te de pacientes con tuberculosis? 

Si bien se han utilizado diversos métodos inmunológicos para el es­

tudio de los antígenos dé M.tuberculosis, con el propósito de la -

investigación de la antigenicidad de los componentes de esta especie 
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bacteriana, utilizando sueros hiper inmunes o anticuerpos monoclo--

nales, no se han caracterizado aquellos contra los cuales los pa--

cientes con tuberculosis responden inmunológicamente. La caracte 

rización de estos antígenos podría servir de base para la selección 

de aquellos que puedan utilizarse con fines diagnosticos. 

El objetivo de esta parte del trabajo fue la identificación de los 

antígenos reconocidos por sueros de pacientes con tuberculosis, me-

diante la inmunoelectrotransferencia, utilizando como antígenos un 
( 

extracto de nycobacterium . tuberculosis, obtenido de la cepa H37RV. 

3) ¿Cuáles son las características fisicoquímicas de los antígenos pr~ 

sentes en complejos inmunes aislados de pacientes con esta enferme-

dad? 

Existen reportes sobre la demostración de antígenos de M. tubercu--

losis formando crc en el 70% de los pacientes estudiados (35 ). Se 

desconocen las características fisicoquímicas de estos antígenos. -

Su caracterización serviría de punto de partida en el conocimiento 

más extenso de sus propiedades inrimnoJ:.ógicas y como otra posibili--

dad de diagnóstico de la enfermedad mediante la detección de antí--

genos en suero. Con estos objetivos aislamos crc de sueros de pa--

cientes· con tuberculosis, por precipitación con polietilenglicol, 

para enfrentar los componentes de estos complejos inmunes previamen . 

te separados por ;EGPA.;..DS.S y transferidos a una matriz de nitrocelu-

losa, con un suero hiperinmune anti M.tuberculosis; y de esta mane 

ra identificar componentes de dicha bacteria en los crc. 
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MATERIAL Y -ME'l'OOOS 

Análisis Intraespecífico de Proteínas de Mycobacterium tuberculosis 

l. Cultivos bacterianos y preparación de los extractos de proteínas. 

Las cepas de Mycobacterium tuberculosis aisladas de pacientes , 
se obtuvieron de muestras de sujetos con diferentes formas clínicas de tu-

berculosisi fueron cultivadas en el medio de cultivo de Lowenstein-Jensen , 

(L-J) y tipificadas por pruebas bioquímicas (34 ) en la Universidad de Sto 

Louis Missouri (EUA) (6 cultivos), en el Instituto Nacional de Enfermeda--

des Respiratoris (4 cultivos), en el Laboratorio Central de la S.S. (2 cu~ 

tivos). Se cultivaron además 3 cepas de referencia (H
37

RV, H
37

Ra y BCG) 

obtenidas en l a Escuela Nacional de Ciencias Biológicas del IPN y en el 

Instituto Nacional de Higiene (Tabla II). Cada uno de los cultivos en 

L-J se reinocularon en el medio de cultivo de Proskawer, Beck y Youmans --

(PBY) (34) en matraces Erlenmeyer de 250 mI. coñteniendo 100 mI de medio 

y se incubaron a 37°C hasta que alcanzaron la etapa estacionaria de creci-

miento, esto es hasta que la superficie del medio PBY estuvo cubierta uni-

formemente (4-6 semanas). Los medios de cultivo se separaron de las masas 

bacterianas por filtración a través de un filtro Whatman # 3 (M and R 

Bolston Lim. England) y por filtraciones sUcesivas por fi! tros microbioló-

gicos de 0.45 y 0.22 um (Millipore Corp., Bedford, Mass). Las .proteínas- . 

de los filtrados se aislaron por precipitación de 0.42 g o.e ::S·.A.*'i:>orrhLc'E -fil t!.a 

do. El precipitado se separó por centrifugación a 4°C por 30 minutos a --

60,000 g en una cent rífuga Beckman (J2-21 USA). El precipitado se solubi-

lizo en 5 mi de solución salina 0.15 M amortiguada con fosfatos 0.01 M 

pH 7.4 (SSF) con 0 . 2 rog/ml de floruro de fenil metil sulfóxido (PMSF) 

* Sulfato de amonio 



Clave 

H
37

RV 

H
37

RV 

BCG 

5983 

5482 

6582 

5382 

4382 

4482 

Gro2992 

NL1206 

524 

104 

34 

50HGG 
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TABLA II 

CULTIVOS DE Mycobacterium tuberculosis 

Procedencia 

Esc. Nal. C. Biol. 

Esc. Na 1. C. Biol. 

Inst. Nal. Higiene 

u. d'e sto Louis 

u. de Sto Louis 

u. de Sto Louis 

u. de Sto Louis 

u. de Sto Louis 

u. de Sto Louis ,. 

Lab. Central 

Lab. Central 

I.N.E.R. 

IoN.E.R. 

IoN.E.R. 

IoN.E.R. 

Tipificación 
(M. tuberculosis) 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

Forma clínica 

Tb. pulmonar 

Tb. pulmonar 

Tb. renal 

Tb. pulmonar 

Tb. meningea 

, TB. pleural 

Ese. Nal. C. Biol. = Escuela Nacional de Ciencias Biológicas, I.O.N. 

u. de Sto Louis 

IoN.E.R. 

Lab. Central 

= Universidad de Sto Louis Missouri " 

= Instituto Nacional de Enfermedades Respirato-­
rias 

= Información clínica desconocida 

= Laboratorio Central de la Campaña Nacional de 
Lucha contra la tuberculosis 
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(Sigma-Chemicals, Sto Louis · Missouri) como inhibidor de proteasas (14). 

El extracto obtenido se dializó extensiva~ente a 4°c contra 6 X 2 1 de 

SSF. La concentración de proteínas se determinó por el metodo de Lowry -­

( 26) ajustándose a una concentración de 6 mg/ml y distribuyendose en alí­

cuotas de 0.5 mI; los extractos se congelaron a -70°C. 

2. Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de dodecil sul­

fato de sodio (EGPA-DSS). 

Los extractos obtenidos de los diferentes cultivos bacterianos 

se corrieron por electroforesis en geles de poliacrilamida en placa (14X 

12X 0.15 cm) utilizando un aparato de electroforesis vertical (Hoefer 

con un gel concentrador al . 3% de acrilamida con 2.7% de bis-acrila­

mida. ~e mezclaron 60 ug de cada extracto con un volumen equivalente de -

una solución de 0.125 M de Tris-HCl pH ~ 6.8, 4% de, SDS, 20% de glicero:l y 

10% de 2-mercaptoetanol con azul de bromofenol (mezcla digestora) y se hi~ 

vieron a 100°C en un baño deagtia durante 5 minutos. La electroforesis 

de las muestras se realizó d'e acuerdo al metodo de Laemmli (24) a 30 mA -

por gel utilizando una solución amortiguadora de Tris-HCl 0.375 M pH 8.8 -

con 0.1% de DSS con un sisterr.a de refrigeración a 4°C. Al terminar la se­

paración electroforetica de las proteínas los geles se tiñeron con una so­

lución de azul de Coomassie R-250 al 0.125% con 50% de metanol y 10% de -­

ácido acetico. El exceso de colorante se eliminó destiñendo con ácido acé 

tico al 10%. Los gel~s se secaron en un secador de geles (Bio-Rad gel 

slab dryer modelo 224) utilizando en ambos lados del gel papel celofán. 
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Se realizaron densitometrías de los geles en un densitómetro -

Beckman modelo DU8B a una longitud de onda de 600 uro. Se seleccionaron --

los picos en- forma manual y se calcularon las áreas bajo la curva de cada / 

uno de ellos en forma automática. 

3. Selección de picos densitométricos para el análisis y agrupación de -­

los patrones electroforéticos. 

Considerando' la posibilidad de que existieran diferencias en--

tre los patrones electroforéticos y densitométricos debidas a variaciones 

ajenas a las diferencias intraespecíficas, como podrían ser las causadas -

por hidrólisis de algunas proteínas o a variaciones experimentales, se se-

leccionaron picos densitométricos para su comparación entre los diferentes 

patrones, eliminando bandas en base a los siguientes criterios: 

a) Control de variación debida a inestabilidad de proteínas. 

Se expusieron diferentes alícuotas de un extracto de M. tuber-

culosis H Rv a temperaturas de 4°C y 37°C en intervalos de 0.5 h, 1 h, 2 h, 37 -

4 h, 8 h Y 12 h¡ se mezclaron cada uno de los extractos expuestos a estas 

condiciones con mezcla digestora, se pro"cesaron como se mencionó anterior--

mente y se realizó una -EGPA-DSS, cuantificando por densitometría las áreas 

bajo la curva de cada una ae las bandas, con el objetivo de eliminar las -

bandas que se degradaran en las condiciones mencionadas. 

b) Control de variación experimental 

se separaron extractos de 5 cultivos independientes de 

M~tubérculosis H
37

RV en idénticas condiciones el mismo día y se realiza--

ron también densitometrías de los electroferogramas resultantes de la sep~ 
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ración electroforetica de cada uno de ellos, seleccionándose picos lo su--

ficientemente separados para ser cuantificados. Se eliminaron aquellas ban 

das no reproducibles en el quintuplicado. Se calcularon los promedios y -

desviaciones estandar de las áreas de las bandas seleccionadas del quin tu-

plicado y de los extractos de los diferentes cultivos de ~L tuberculosis. 

Los valores de área de estos cultivos cuya desviación estandar fué menor 

o igual que los del quintuplicado, se tomaron como el valor promedio de --

las áreas de dicha banda en estos cultivos mientras que los valores de des 

• ., ¿ 
-VlaClon estandard mayores que los del quintuplicado se incluyeron como ta-

les en el análisis de agrupación. Los valores de área utilizados en la --

comparación cuantitativa se transformaron en valores de porcentaje en rela 

ción a la suma total de las áreas de las bandas seleccionadas en cada caso. 

(Tabla III). 

4. Análisis y agrupación de electroferogramas por taxonomía numérica. 

El análisis comparativo y agrupación de los diferentes patro-- .. 

nes electroforéticos, se llevó a cabo mediante 3 rné~odos de taxonomía num~ 

rica (máximos, mínimos y promedios) utilizando los valores de porcentaje 

de área de los picos densitométricos seleccionados, para su comparación 

entre todos los cultivos de M.tuberculosis. Dada la complejidad de ~os -

cálculos y de los métodos de agrupación, el análisis comparativo se reali-

zó con el programa Basic de computación desarrollado en una microcomputad~ 

ra NEC/PC-823lA. (Nec. Home Electronics USA). El diagrama de flujo del -

programa que denominamos "Taxón" es el siguiente: 

Introducción de datos (% de áreas de trazos densitometricos de cada 

uno de los patrones electroforéticos. 
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TABLA III 

CONTROL DE VARIACION EXPERH1ENTAL: COHPARACION DE PROMEDIOS (p) 

y DESVIACIONES ESTANDAR (d.s) DE LOS VALORES DE AREAS PARA 
CADA BANDA SELECCIONADA 

Banda Quintuplicado Cultivos COmparación Interpretación 

1 Pqlid.S· ql Pel¡d.s· el 
d.s ::: d.s *Dispersión de-

ql el 
bida a varia--
ciones experi-
mentales entre 
quintuplicado. 

d.s 
ql 

. d.s 
el 

**Dispersión de-
bida a diferen 
cias intraesp!:. 
cíficas entre 
cultivos 

2 Pq2¡d.sq2 
p ¡d.s 2 " " " e2 e 

" " 11 

n P ¡d.s 
. gn qn 

P ¡d.s 
en en " 11 11 

" 11 " 

* Se tomó el valor promedio de las áreas de la banda en cuestión de to­
dos los cultivos. 

** Se tomó el valor real de la banda en cada uno de los cultivos. 
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- Cálculo del coeficiente de correlación (r), por medio de la compara­

ción por parejas de todos los grupos de valores. 

- Generación de una matriz de correlación con los valores de "r" resul 

tantes de la comparación de todos los cultivos bacterianos. 

- Cálculo inverso de la tangente hiperbólica (i.t.h.) de cada valor de 

"r" y generación de una matriz con estos valores (matriz de Fisher) 

(20 ). 

Agrupación de los calores de la i. t.h. de "r" por taxonomía numérica 

por los métodos de mínimos, máximos y promedios (36 ). 

Reconversión de los valores de agrupación de la i.~.h. en valores de 

"r" nuevamente. 

Generación de una matriz de agrupación para cada uno de los métodos 

de taxonomía numérica utilizados. 

- Esquematización de los dendogramas resultantes de los métodos de 

agrupación, este paso se realizó en forma manual. El método global 

de a,grupación es una modificación del método de Sokal et al (.20). 

11. Antígenos mas FrecuerttementeReconocidos por Anticuerpos de Pacien-­

tes con Tuberculosis 

l. Selección de pacientes: 

Se estudiaron 48 pacientes con diagnóstico de tuberculosis (38 

sin tratamiento y 10 con tratamiento) del Instituto Nacional de Enfermeda-
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des Respiratorias, todos ellos con baciloscopías positivas, confirmadas -

con cultivos positivos para Hycobacterium tuberculosis. Se incluyeron en 

el estudio a 21 sujetos sanos (11 PPD + Y 10 PPD~) 10 con Histoplasma 

capsulatum, y 2 con Nocardia. Se tomaron muestras de sangre de todos los 

sujetos en estudio y se congelaron los sueros a -70°C. 

2. Inrnunoelectrotransferencia: 

I 

Se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida-DSS -

como se describió anteriormente, de un extracto de M. tuberculosis 

H37RV. Posteriormente se transt"irieron las proteínas separadas por este 

. método a papel de nitrocelulosa (NC) (Scheleicher and Schuell Keen NH, 

BA 0.45 um de diámetro de poro) por el método de Towin (39) en una cáma-

ra de transferencia Bio-Rad a 2 A por 1 h a 4°C utilizando un amortigua--

dar de Tris-clicina (0.025 M-0.192 M) pH 8.3 con 20% v/v de metanol. : 

Una vez transferidas las proteínas, el papel de NC se incubó 

toda la noche con una solución bloqueadora de albúmina sérica bovina 

(Sigma al 3% en SSF con Tween 20( 39. ) ,al 0.1% (SSF-T) en agitación 

constante y a 4°C. Al día siguiente el papel de NC se lavó a temperatura 

ambiente con SSF-T durante 15 minutos con 4 cambios, para eliminar el ex-

ceso de la solución de albúmina. El papel de NC se cortó en tiras verti-

cales de 0.5 cm y se incubó cada una con suero diferente prov.eniente de -

los sujetos estudiados, diluídos 1:50 con SSF-T durante 3 horas: a temper~ 

tura ambiente y agitación constante. Después de lavar nuevamente con la 

solución de SSF-T las tiras de NC se incubaron con un suero anti IgG huma na 

de conejo con biotina acoplada covalentemente (Amersham) a una dilución -
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1: 2000 durante 60 minutos¡ las tiras de NC se lavaron nuevamente con SSF-T 

y se incubaron con un complejo formaco con estreptavidina-biotina marcado 

con peroxidasa (Amersham) en una dilución 1:400 con SSF~T¡ se lavaron nue 

vamente y se revelaron con el substrato que es peróxido de hidrógeno al -

0.025% en metanol-SSF al 20% *v/v) con 0.05% (p/v) de 4 cloro 1 naftol 

(Sigma, Sto Louis, Mo.). 

111. ~~tígenos de Mycobacterium tuberculosisgue Forman Complejos Inmunes 

. Circulan tes 

La caracterización de antígenos de~1ycobacterium tuberculosis 

se realizó en complejos ir~unes circulantes (CIC) obtenidos de sueros de 

14 pacientes con diagnóstico de tuberculosis, confirmado por baciloscopías
J 

y cultivos, utilizando como controles 8 sueros provenientes de 2 enfermos 

con lupus eritematoso sistémico, uno con artritis reumatoide, uno con 

alveolitis alérgica, uno con neumonía enterobacteriana, uno con histopla~ 

mosis y dos de individuos sanos. 

l. Precipitación de complejos inw~nes circulantes de sueros de pacientes 

con tuberculosis 

El metodo de obtención de los complejos inmunes fue el descr~ 

to por Creigh y cols . . (.27) y consistió en diluir los sueros 1: 10 con 

amortiguador de boratos 0.1M pH 8.4 Y posteriormente se añadió polietilen 

glicol al 8% hasta obtener una concentración del 4%. El precipitado for-

mado se lavó con PEG al 4% y se suspendió con 0.5 mI de SSF, dializando -

extensivamente con el mismo amortiguador. Los CIC obtenidos se conqela--

ron a -20°C. 
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2. Obtención de un suero hiper inmune anti-H. ·tuberculosis 

Se inmunizaron semanalmente a conejos Nueva Zelanda adultos, 

hembras, durante 5 semanas inyectándoles intra~uscularmente 3.3mg de 

extracto de M. tuberculosis H Rv, (con 5 .mg de las mismas bacterias - 37 

muertas por calor, en 1 mI de hidróxido de aluminio). Se sangraron los 

conejos de las orejas y se separaron y probaron los sueros obtenidos por 

inmunoelectroforesis contra un extracto de M.T. H
37

RV hasta demostrar el 

maxL~o de bandas por este método según Daniel (9 ). 

Los sueros se dividieron en alícuotas de 1 mI y se congela.ron 

a -20°C. El suero obtenido de la sangre de conejos antes de la primera 

inmunización se utilizó como control. 

3. Caracterización de antígenos en complejos inmunes por inmunoelectro­

transferencia 

Se mezclaron 50 ul de cada solución .de crc con el 'mismo volu-

men de mezcla digestora. Se realizó una EGPA-DSS y los componentes de --

los crc, así separados se enfrentaron con el suero hiper inmune por inmuno 

electrotransferencia, solo que en esta ocasión se utilizó proteína-A-Bio-

tina mas el complejo estreptavidina-biotina-peroxidasa, para revelar fi--

nalmente con el substrato mencionado la presencia de rgG unida a las di--

ferentes bandas protéicas en el papel de NC. 

4. Demostración de la especificidad de la reacción con el suero hiper-­

i.nmune 

Con el objetivo de demostrar que el material identificado en 
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las tiras de NC correspondía a antígenos micobacterianos y no eran produc-

to de una reacción inespecífica, se realizó un bloqueo de anticuerpos espe 

cíficos, en el cual se hizo reaccionar 0.5 mI de suero hiperip~une anti-

M. tuberculosis con 2 mg de extracto de Mt. H
37

RV y se incubaron toda la 
\ 

noche a 4°C. El precipitado formado se separó por centrifugación y el so-

brenadante se utilizó como prueba en la inmu~oelectrotraniferencia, compa­
I 

rando este suero con anticuerpos bloqueados con una alícuota del mismo ---

suero sin bloquear, a una dilución de 1:240 (dilución en 'la cual se compr~ 

bó el bloqueo) en ambos casos, enfrentándolos con una muestra positiva pa-

ra complejos inmunes proveniente de un paciente con tuberculosis. 

5. separac{ón, disociación e identificación de los componentes de los 

complejos inmunes. 

Se realizaron una serie de experimentos para disociar e ident~ 

ficar los componentes de los complejos inmunes aislados de pacientes con 

tuberculosis. La purificación del crc se llevó a cabo mediante una modifi 

cación del método de Vir~lla y cols. (40) Y consistió en utilizar 7 mI de 

suero de un paciente con tuberculosis, en el cual se había demostrado una 

reacción fuertemente positiva para antígenos de M~tuberculosis por inmuno 

electrotransferencia, se precipitó con PEG al 4%, como se describió ante--

riormente, se resuspendió en SSF y se dializó. La muestra se introdujo 

en. una solumna de 1.5 X 10 cm de proteína A-sefarosa (Pharmacia fine 

Chemicals) y se incubq durante una hora a 4°C, se eluyó con SSF y se lavó 

extensivamente con el mismo amortiguador (con un volumen de 100 veces el -

volumen de la columna) las fracciones obtenidas se leyeron a 280 nm, elu--

yéndose el material unido a la proteína A con un amortiguador de glicina-
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Hel 0.2 M pH 3. 

Para la separación de antígenos y anticuerpos del el, la mues 

tra obtenida por elución en condiciones de disociación a pH ácido, se ---

dializó contra el mismo amortiguador pH 2.8 Y se introdujo a una columna 

de 1.5 x 25 cm con sefadex G-200 (Pharrnacia fine ehemicals) equilibrada 

con glicina-HCl pH 2.8. Las fracciones obtenidas se neutralizaron con un 

buffer Tris-HCl O.1M, se concentraron y se enfrentaron a un suero anti-
I 

M.T. H37Rv por inmunoelectrotransferencia para demostrar la presencia de 

antígenos micobacterianos. - La primera fra~ción colectada se hizo reaccio 

nar contra un extracto de M.T. H
37

RV también por IET para demostrar acti­

vidad de anticuerpo. 
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RESULTADOS 

.1. Análisis 1ntraespecíficode Proteínas de Mycobacterium tuberculosis 

l. Cultivos bacterianos: 

Los diferentes cultivos de M.tuberculosis inoculados en el -

medio de PBy, alcanzaron su máximo crecimiento en tiempos que variaron de 

5 a 9 semanas. 

2. Electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia.de D.S.S. 

Los patrones electroforeticos obtenidos mostraron de 35 a 45 

bandas teñidas con azul de Coomassie¡ de pesos moleculares entre 20 y 104 KD. 

Las diferencias observadas por la comparación visual de los electroferogr~ 

mas se localizaron, principalmente en zonas de pesos moleculares mayores, 

a 92 m, de 48 a52 KD y de 27 a 35 KD (Figura '1) ' . Seleccionamos 29 ban--

das, las cuales representaron trazos densitometricos claramente diferencia 
J 

bIes, para su cuantificación por el calculo del área bajo la curva de cada 

uno de ellos (Figura 2). 

3. Selección de picos densitometricos para el analisis y agrupación de -­

los patrones electroforeticos 

Los experimentos de exposición de extractos de i1. tuberculosis 

H37Rv a temperatura de 4°C y 37°C, mostraron la desaparición progresiva, -

en los diferentes intérvalos de tiempo de 3 bandas de pesos moleculares --

aproximados de 102, 87.8 Y 86.1 KD, respectivamente. El resto de las 29 -
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Figura l. Electroferograry.as de algunos de los extractos obtenidos 
de diferentes cultivos de M. tuberculosis. Las electro 
foresis se realizaron en geles de poliacrilamida al 10% 
y se tiñeron con azul de Coomassie. La gráfica situada 
en la parte superior de cada electroferogr~~a correspon 
de a la densitometría de cada patrón electroforético. -
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Esquematización de las bandas densitométricas elimina 
das mediante los experimentos de control de inestabi~ 
lidad de proteínas (ler. filtro) y control debido a -
variaciones experimentales (20. filtro). En el esqu~ 
ma inferior se señalan las 12 bandas finalmente selec 
cionadas para el análisis comparativo de los diferen~ 
tes cultivos de M . . tuberculosis. 
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bandas seleccionada~ del patrón electroforetico característico, no mostró 

ninguna variación apreciable. Estos resultados fueron confirmados por la 

comparación cuantitativa de las áreas de los respectivos trazos densitome 

tricos. Estas 3 bandas de proteínas degradables a 4°C y 37°C fueron ex--

cluídas del análisis comparativo de los diferentes cultivos (ler. "filtro", 

Figura 2). 

a) Control debido a variaciones entre cultivos 

De . las 26 bandas restantes elL~inamos 11 bandas por no ser r~ 

producibles en los electroferogramas resuitantes de los cultivos por qui~ 

tuplicado de M; tuberculosis H
37

Rv y 3 bandas mas por no ser comparativo 

los valores de área de dichas bandas en el cultivo experimental de la cepa 

H37RV con los valores de las bandas homólogas en el quintuplicado de la -

misma cepa. (2° "filtro", Figura 2) • 

En un intento por dis'tinguir · las diferencias en valores de área 

de las 12 bandas seleccionadas resultantes de variaciones entre cultivos, 

de ~as verdaderas diferencias intraespecíficas, compararnos la dispersión - J 

estadística de cada una de las bandas en el quintuplicado con la de las -

bandas equivalentes en los cultivos. 

Los resultados obtenidos en la compración de los valores de --

IV 
desviación estandar se pueden observar en la Tabla 1I-1. Cuatro bandas mos-

traron valores de dispersión mayores en el quintiplicado en comparación --

con los cultivos por lo que las diferencias en las concentraciones de di--

chas bandas en las cepas se consideraron productos de variaciones experi--
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TABLA IV. COt1PARACION DE DESVIACIONES EST.l\NDAR 
DE LAS AREAS DE 12 BA~~AS SELECCIONADAS 
ENTRE 15 CULTIVOS DE H. tuberculosis 
AISLADOS DE PACIENTES -y 5 CULTIVOS DE 
LA CEPA H

37
RV 

P.M. CULTIVOS EXPERHiEt-J'"TALES QUINTUPLICADO H Rv 
37 - - \ 

I<D X d.s X d.s 

1, 76.9 1. 27 + 0.520 1. 79 + .655* - -
2 74.6 2.66 · + 2.176 2.664 + .894 

-
\ 

3 70.7 3.89 + 2.90 4.14 + 1. 31 - -
4 67.8 5.34 + 2.31 10.14 + 2.82 * - -

5 66.8 4.58 + 1. 74 5.68 + 1. 730 - -
6 61.6 13.32 + 2.24 13.22 + 3.21 * - -

7 58.5 4.80 + 4.22 4.408 + 7.30 * - -
8 50.7 4.26 + 2.53 2.25 + 1. 21 - -
9 45.9 3.05 + 2.62 1.31 + .597 - -

10 28.8 7.27 + 4.14 9.11 + 2.61 - -
11 26.8 4.31 · + 3.475 1. 439 · + 1.022 - -

12 20.7 1.86 + 1. 78 3.45 + 1. 60 
. ... .. 
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mentales. La forma de controlar este tipo de diferencias, fue el tomar -

como valor del área el promedio de las áreas de dichas bandas en todos 

los cultivos. Los valores .en forma de porcentaje, de las áreas de las 12 

bandas, modificadas de esta manera fueron los utilizados en la compara-­

ción de los diferentes cultivos por el programa "Ta~óri'.'. 
/ 

4. Análisis y agrupación de electroferogramas, por Taxonomía numérica: 

Como puede observarse en la Figura 3 las agrupaciones por -­

taxonomía numérica realizadas ·por el programa "Taxón" generaron 3 ·matri­

ces de conectividad. En las matrices superiores se encuentran los valo­

res de "4" resultantes de la agrupación de los cultivos por cada uno de 

los métodos de taxonomía numérica mencionados. Las esquematizaciones de 

los valores de agrupación de las diferentes matrices generan los respec­

tivos dendográmas, que se muestran en la misma figura. 

El dendográma obtenido por el método de agrupación por "mayo 

res" dió lugar a la formación de 2 grupos. El grupo 1-2-3 e~ta formado 

por el 85% de los cúltivos incluídos en el análisis de agrupación en valo 

res mayores a 0.80 de coeficiente de correlación. El grupo número 4, lo 

constituyen únicamente 2 cultivos con las claves 34 y 50 HGG. Los cuales 

se .diferencían en forma notable de los demás cultivos estudiados (R = 

0.50) . 

En el dendograma obtenido por la agrupación por el método de 

"promedios" se puede observar la formación de 4 grupos (1,2,3 y 4) ,agr~ 

pados en valores superiores a 0.60 de "r". Los grupos 1, 2 Y 3 se inter 

rela<;:ionan con valores entre 0.53 y 0.55 de "r", mientras que el grupo 4 
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Figura 3. Dendogramas resultantes de las agrupaciones por los métodos de 
agrupaclon por mayores, promedios y menores de los diferentes cul­
·tivos de M~túberculosis analizados. En el lado izquierdo de cada 
dendograrna se localizan las matrices de correlación y agrupación -
respectivas. 
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se conecta con los demás grupos con un valor de 0.28 de "r". Es intere-

sante hacer notar que las cepas de referencia E
37

Ra y BCG, (avirulentas 

se encuentran en un grupo diferente (# 1) al de la cepa virulenta H
37

Rv 

(# 2) Y que los cultivos 54 y 50 HGG, se obtuvieron de pacientes con tu-

berculosis extrapulmonares. 

La agrupación por "menores" dió lugar a una distribución si-

milar a la del metodo por promedios, con diferente localización de los -

grupos 2 Y 3. 

II. Antígenos más Frecuentemente Reconocidos por Anticuerpos de Pacien­

tes con tuberculosis 

Los resultados obtenidos al enfrentar los sueros de pacien--

tes con tuberculosis, con el extracto de M. T. H
37

Rv, por inmunoelectro-
, 

transferencia, mostraron en conjunto el reconocLmiento de cerca de 70 --

bandas antigenicas, detectadas en el papel de nitrocelulosa con proteína 

A-biotina como "segundo-anticuerpo". (Figura 4). El patrón de recono--

cimiento de los diferentes sueros de enfermos con tuberculosis fue muy 

heterogena. En la Figura 5 se muestra un hü¡tograma de reconocimiento -

de los antígenos en fo~a individual por los sueros de pacientes con tu-

berculosis sin tratamiento . Los valores mayores, en frecuencia de reco-

nocimiento, los presentaron 4 antígenos con pesos moleculares de 73, 70, 

53 Y 48 KD respectivamente. 

Los resultados, en cuanto ' al reconocimiento de d i chos antí-

genos por pacientes sin trataI:liento y controles sanos y con histoplasmo-

sis se pueden observar en los respectivos histogramas, en las figura 6 y 

--------------- -- -- - - -----
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Figura 4. Inmunoelectrotransferencia de antígenos de 
M . . túbercúlosis ' reconocidos por sueros de paci~n 
tes con esta enfermedad y sueros de sujetos sa­
nos. Las flechas señalan los pesos moleculares 
y la posición de los antígenos máscomunmente -
reconocidos por pacientes con tuberculosis. 
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Figura 6. Histogramas de los 4 antígenos más frecuentemente reconoci 
dos por pacientes con tuberculosis (con tratamiento y sin 
tratamiento) y fre~lencia de reconociQiento de los mismos, 
por sujetos sanos. 
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!igura 7. Reconocimiento por los sueros de individuos 
con histoplasmosis de los antígenos de 
M.tuberculosis más frecuentemente reconoci 
dos por sueros de pacientes con tuberculo-­
siso 

I 



34 

TABLA V 

FRECUENCIA DE RECONOCIMIENTO DE LOS ~TIGENOS DE M. tuberculosis 
de 73, 70, 53 Y 48 Kd POR ENFER.~OS CON TUBERCULOSIS 

+ Histo Peso molecular T T.T PPD PPD 
(k.d) 

73 44.7% 40.0% 9.1% 0.0% 77.8% 

70 68.4% 70.0% 18.2% 14.3% 77 .8% 

53 65.8% 90.0% 0.0% 14.3% 33.3% 

48 73.7% 60.0% 18.2% 14.3% 77 .8 

T En;t;ermo~ ~in tratamiento 

TT - Enfermos con tratamiento 
+ + 

PPD Sanos PPD 

PPD Sanos PPD 

Histo - Enfermos con histoplasmosis 
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7. Los sueros de pacientes con nocardiasis no mostraron reconocimiento de 

ninguno de estos antígenos. 

111. Antígenos de Mycobacte~ium tuberculosis que Forman Complejos Inmunes 

circulan:tes. 

Los resultados obtenidos en la caracterización de los antíge--

nos presentes en complejos inmunes de pacientes con tuberculosis, mediante 

I 

la inmunoelectr.otransferencia, demostraron la presencia de 3 bandas recono 

cidas por un suero hiperinmune anti-~. tuberculosis, de pesos moleculares 

de 61.6,.58.5 Y 56.2 KD, en 11 de 14 pacientes (78%) (Figura 8). Estos--

antígenos fueron consistentes con 3 proteínas de pesos moleculares equiva-

lentes, presentes en un extracto de M. tuberculosis H37Rv' reconocidos por 

el mismo suero hiper inmune (Figura 9). Como puede observarse en la misma 

figura, además de las bandas mencionadas se revelaron otras 2 de pesos mo-

leculares de 50 y 25 KD, respectivamente, cuando se hicieron reaccionar --

los complejos inmunes con el suero hiper inmune , y con un suero normal de -

conejo. Por estos resultados y por sus características de peso molecular, 

consideramos que estas 2 bandas correspondían a cadenas pesadas y ligeras 

de IgG, hecho que confirmamos al enfrentar dichos complejos inmunes con un 

suero anti~IgG, y al aparecer las bandas mencionadas, junto con otras pro-

venientes de fracciones delgG producto de diferentes grados de reducción 

de las moléculas de dicho anticuerpo (Figura 9). 

Las bandas antigénicas, presumiblemente correspondientes a a~ 

tígenos de M. tuberculosis aparecieron también en 2 sueros controles, ob-

tenidos de un sujeto sano y de un paciente con Lupus eritematoso, sin evi-

dencia alguna de padecer tuberculosis (C3 y C4¡ Figura 8) . El resto de --



r 

1 

36 

p" P2 P3 P4 P5 P6 P7 Pa P9 P'1O C1 C2 C3 C4 
I 

.. l---' i 
I 

tE 1 
:....- - 1 
_ \ ---".; I '~ I 

-..IJ I- .. : ~ .. 
I I , 
: 

; ~ . . : ... ... . 
;,:; - " I 

~ •. '. 

1 
' •. J 
. í ., 

1 . 
:1, I , 

·1 
' . 

I 
, , .' '. t .. 

! 
, 

" ' .:·1 J ' i ' '. " '" .:....-. -+.1 

- -- ----_..--_. 

Figura 8. Complejos inmunes aislados de pacientes con 
tuberculosis (Pl-plO), de sujetos sanos 
(Cl y C::S) de enfennos con Lupus eritematosos 
sistémico (C4) y con artritis reumatoide 
(C1) • 
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K.o. 
61.6 

58.5 
- 56.2 

A 

~ ' 

B e o 

..... Figura 9. lrununoelectrotransferencia de complejos inmunes 
aislados de Pacientes con tuberculosis y revelados -
con un suero hiperinmune anti ' M~ ' tuberculosis. A = 
Extracto de M~ tuberculosis H3]'~V vs suero hiperinmu 
neo B = Complejos inmunes de un paciente con tuber~ 
culosis vs suero hiperinmune. C = Los mismos cornpl~ 
jos inmunes vs suero normal de conejo, D = Los mis-­
mos complejos inmunes vs suero antiIgG de conejo. 
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los sueros control, fueron negativos en cuanto a la presencia de las ban~ 

das mencionadas. 

2. Demostración de la especificidad de la reacción con el suero hiper--

inmune 

En esta serie de experimentos, los anticuerpos anti-M.tuber-

culosis presentes en el suero hiper inmune, se precipitaron, con antígenos 

de un extracto tL T. H37Rv. El suero hiperinmune, depletado, de esta ma­

nera de anticuerpos libres lo utilizamos como prueba en la inmunoelectro-

transferencia, utilizando complejos inmunes de un paciente con tuberculo-

sis, en los cuales habíamos demostrado la presencia de las bandas antigé-

nicas mencionadas anteriormente. 

En la Figura 10 se puede observar la desaparición de las ban 

I 

das de 61.6,58.5 y 56.2 KD al enfrentar los complejos i;rununes mencionados 

con el suero hiper inmune bloqueado. (A), en comparación con el mismo sue 

ro sin bloquear (B). 

Es interesante hacer notar que en el carril A de la misma fi-

gura, la banda de 25 KD de peso molecular, la cual consideramos que corr~s 

pondía a cadenas ligeras de IgG se vuelve menos prominente (carril A) lo 

cual sugiere la presencia de algún antígeno no detectado en experimentos 

previos. 

3. Separación, disociación e identificación de los componentes de los -­

complejos inmunes. 

Por medio de la utilización de los diferentes métodos de puri 
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A B 

Figura la. Inmunoelectrotransferencia enfrentando complejos -
inmunes con antígenos de ~~tuberculosis con: A. 
Un suero hiper inmune depletado de anticuerpos espe 
cíficos. B. El mismo suero hiper inmune completo.-
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ficacióny disociación de los complejos inmunes (precipitación con PEG, --

cromatografía en columna de Sefarosa-proteína A y Sefadex G-200 en condi-

ciones de disociación de Ag-Ac a pH ácido) lograrnos la separación de 5 

fr~cciones (Figura 11), las cuales hicimos reaccionar contra antígenos 

del extracto de M.T. B
37

Rv por inmunoelectrotransferencia. En la fracción 

1, demostrarnos la presencia de anticuerpos contra diferentes antígenos de 

M. tuberculosis, presentes en el extracto, incluídas las bandas identifi-

cadas en los complejos inmunes de pacientes con tuberculosis. 

Por otro lado, las mismas fracciones se separaron por electr~ 

foresis y se transfirieron a papel de nitrocelulosa, para posteriormente 

enfrentarlas al suero hiper inmune anti M. tuberculosis, con el fin de 

identificar los componentes antigénicos del complejo inmune. Por los re-

sultados obtenidos demostramos 5 bandas de pesos moleculares aproximados 

de 61, 58, 56, 23 Y 20 KD en las fracciones 2, 3 Y 4 resultantes de la se 

paración cromatográfica. 

1 
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O 
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DISCUSION 

En este trabajo abarcarr.os 3 aspectos relacionados a la caracte 

rización de los antígenos de la especie Mycobacterium tuberculosis. En el 

primero de ellos comparamos las concentraciones relativas de proteínas, 

separadas por EGPA-DSS de 15 cultivos pertenecientes a esta especie bacte-

riana. Los resultados obtenidos en esta parte del trabajo sugieren la exis 

J 

tencia de variedades o subespecies de ~. tuberculosis, las cuales pueden -

estar relacionadas a características de virulencia/ y/o diferentes formas -

clínicas. 

Sobre los antecedentes relacionados a la comprobación de subes 

pecies, dentro del genero Hycobacterium, está ampliamente demostrada la 

existencia de diversos serotipos en las especies M. avium y ~. Kansasii 

(34). En referencia a la especie M. tuberculosis, no hay reportes previos 

sobre la existencia de subespecies¡ sin embargo Coates y cols. (6 ) demos 

traron diversidad antigenica en esta especie bacteriana, al enfrentar ex-

tractos de diferentes cepas de M. ·tuberculosis y ~.bovis con una serie -

de anticuerpos monoclonales por el metodo de ELISA. 

La notable diferenciación de las cepas bacterianas aisladas de 

enfermos con tuberculosis meníngea y pleural, por todos los metodos de 

agrupación utilizados, pueden representar una evidencia a favor de que es-

tas formas extrapulmonares, sean producidas por variedades diferentes a --

las causantes de otras formas clínicas de tuberculosis, incluidas las for-

mas pulmonares y renales. Estos resultados podrían explicar las marcadas 

• 
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diferencias en la presentación de las diversas formas clínicas de tubercu 

losis, en particular en lo que respecta a la localización de la infección. 

Podría pensarse por ejemplo en la presencia de co~ponentes de la cepa in-

fectante de ~. tuberculosis, que permitan su establecimiento en determin~ 

dos tejidos del organismo y que estos constituyentes difieran estructura~ 

mente en las distintas subespecies, de tal manera que estas variedades --

presentan diferentes afinidades por tejidos; por lo tanto dependería la -

J forma clínica de tuberculosis de la variedad infectante. Este mecanismo 

hipotético de establecimiento de la infección por M. tuberculosis, será -

similar al encontrado en algunas cepas patógenas de Escherichia" coli; en 

las cuales se ha demostrado la presencia de factores de colonización 

(CFAI y CFAII) que permiten su establecimiento en estructuras específicas 

del intestino delgado (16). La presencia de estos componentes se ha 

correlacionado con la tipificación de serotipos con una mayor virulencia. 

Existen otros ejemplos de variaciones intraespecíficos; en Haemophilus -

: influenzae, se ha demostrado heterogeneidad antigénica en lipoPolisacári 

dos y proteínas externas de membrana (28), involucrandose a determina--

das variedades de especie con formas clínicas de infección específicas y 

con diferentes características de virulencia (29). Otros ejemplos los 

constituyen Neisseria gonorrhoea (16) Y algunas especies de Salmonella. 

Existen otros aspectos interesantes que se desprenden de las 

agrupaciones por los métodos de taxonomía numérica por promedios y míni-

mos, como es el hecho de que los cultivos H37Ra y BCG (cepas avirulentas) 

se agruparon en el mismo conjunto (grupo # 1) mie~tras que la cepa viru-

lenta H Rv formó parte con el cultivo # 104 de un grupo diferente (gru-
37 

po # 2). 
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Esta forma de agrupación sugiere la presencia en las micobac -

terias de factores relacionados a virulencia, que pueden ser detectados o 

incluso caracterizados mediante estos métodos taxonómicos. Esta hipóte--

sis se apoya además en el hecho de que el cultivo 524, el cual forma par-

te también del grupo # 1, fué aislado de una paciente de edad muy avanza-

da, con una tuberculosis renal con poca sintomatología clínica, colateral 

a otros padecimientos; por otro lado el cultivo 104, fué obtenido de un -

paciente hospitalizado en el INER, con tuberculosis puL~onar muy avanzada, 

sin evidencia alguna de'mejoría con el tratamiento antifímico. 

Estos supuestos factores de virulencia en M. tuberculosis, p~ 

drían ser los mismos componentes responsables del establecLmiento de es-­

tas bacterias en diferentes tejidos o bien ser componentes independientes. 

En el primer caso las características de adhesividad a tejidos del orga--

nisrno serían los factores determinantes de la patogenicidad de estas bac-

terias, como es el caso de Escherichia eolio enterotoxinogénico, de forma 

tal que estas propiedades de adherencia le permitiera a las bacterias so-

brevivir y establecerse en tejidos con los cuales presente mayor afinidad. 

un antecedente interesante lo constituyen los trabajos de Collin y Montal-

bine ), los cuales comprobaron fenómenos de adaptación pulmonar de la 

cepa P. 7Rv de M. tuberculosis al a~~inistrar por vía intravenosa una sus-
3 

pensión de bacterias de esta cepa, aisladas previamente de pulmones de --

otros ratones infectados. Este fenómeno que Collins y Montalbine descri-

bieron COrnO "adaptación", consistió en que estas células bacterianas pro-

venientes de pulmones, al ser reinoculados a otros ratones se establecie~ 

ron en su mayoría en los mismos órganos. Estas bacterias "adaptadas" a 

puL~ones mostraron una mayor virulencia al ser inoculados nuevamente a lo 

tes de ratones. Una explicación alterna 'de estos resultados serían la in-
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terpretación no como un fenóneno de acaptación de las células de M. tuber-

culosis sino de selección de una variedad de la cepa H 7RV con mayor afini 
3 -

dad a tejido pulmonar por la presencia de algún factor de colonización y -

que este supuesto factor de colonización fuera además un factor de virulen 

cia. 

Otra posibilidad de interpretación de los resultados de nues--

tro trabajo, sería la presencia de factores independientes de colonización 

y virulencia. Una de las formas de diferenciar e identificar estos facto-

res en los patrones electroforeticos, sería alterando los valores de Con--

centraciones relativas de proteínas en diferentes zonas electroforeticas, 

de tal manera que lograramos un desplazamiento de los cultivos pertenecie~ 

tes a un grupo hacia otro. 

Otro resultado interesante fue el obtenido mediante la compar~ 

ción del cultivo de BCG con los demas cultivos incluídos en este trabajo. 

El BCG se agrupo con valores relativamente altos de similitud con el 46% -

de los cultivos incluídos en este trabajo. Este resultado sugiere que esta 

cepa bacteriana, utilizada comunmente como vacuna contra la tuberculosis, 

muestra diferencias antigénicas considerables con mas de la mitad de las -

cepas de ~.tuberculosis, infectantes del hombre. Esto podría ser un fac-

tor importante, en la falta de eficacia de la vacuna BCG. La fall.a de esta 

vacuna podría deberse a que el BCG estimulara la respuesta inmune dirigida 

solamente contra determinadas variedades antigénicas con las cuales comp~r 

tiera componentes determinantes del establecimiento de la enfermedad, una 

situación parecida a la observada en haerr.ophilus influenzae en la que se 

demostró la ineficacia de una vacuna preparada contra la variedad "B" de 
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esta especie en infecciones producidas por otras variedades (16). 

Los resultados obtenidos en esta parte del trabajo; son preli 

minares dado el limitado número de cultivos estudiados provenientes de p~ 

cientes con formas extrapulmonares de tuberculosis y la falta de informa­

ción clínica de los pacientes de los cuales se obtuvieron dichos cultivos. 

De ser corrobora~os estos resultados, la presencia de variedades de 

M. tuberculosis y de factores estructurales determinantes del estableci-­

miento de la infección por esta especie bacteriana, surgirían nuevas posi 

bilidades del desarrollo de métodos diagnósticos mas específicos y de va­

cunas con una mayor eficacia y especificidad. 

En el segundo aspecto sobre el reconocimiento de antígenos de 

M. tuberculosis por anticuerpos de pacientes con esta enfermedad, enfren­

tamos sueros de estos enfermos contra un extracto de la cepa H
37

Rv de 

M. tuberculosis por inmunoelectrotransferencia. Los sueros ' de pacientes 

en su conjunto reconocieron una gran cantidad de componentes antigénicos " 

en el extracto de M. T. H
37

Rv (aproximadamente 70 bandas) ¡" el reconocimien 

to de estos antígenos en los pacientes con tuberculosis fue muy heterogé­

neo (no se encontraron patrones idénticos entre ninguno de los pacientes) . 

Estos resultados apoyan a los obtenidos en la primera parte de este traba-

jo, sobre la heterogeneidad de la especie ~. tUberculosis, ya que el enco~ 

trar patrones de identificación antigénica tan diversos en los sueros de -

pacientes infectados con esta especie bacteriana, podría deberse a una he-
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terogeneidad antigénica en las cepas infectantes, por supuesto que no po-

demos descartar como posible explicación de estos resultados que esta he-

terogeneidad en el reconocimiento antigénico se deba a variabilidad de la 

respuesta inmune de los pacientes debida a factores biológicos relaciona-

dos con dicha respuesta, sin embargo estas 2 posibilidades no son exclu--

yentes una de la otra. Una evidencia en contra de la primera posibilidad 

fue que esta diversidad del reconocimiento se observó incluso entre pa--

. cientes con la misma forma clínica de tuberculosis. Por supuesto que 

habría de corroborarse esta afirmación con un tipo de análisis cOlno el 

resultado en la comparación de las cepas de M. tuberculosis, ya que inclu 

so en el análisis visual de los electroferogrmas de las distintas cepas 

no se logró definir ningún tipo de agrupación. 

De la gran variedad de antígenos detectados por los pacientes 

4 de ellos mostraron una mayor frecuencia de reconocimiento por dichos --

sueros y una baja frecuencia de r e conocimiento por los sueros y una baja 

frecuencia de reconocimiento por los sue ros de sujetos sanos y de los en-
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fermos con nocardiosis (menor de 20%), sin embargo los sueros obtenidos -

de pacientes con histoplasmosis mostraron una alta frecuencia de reacción 

con dichos antígenos (mayor al 70% en algunos casos). La interpretación 

de estos resultados resulta difícil, dado el hecho de que los géne~os 

MycobacteriQ~ e Histoplasma no presentan una gran s~~ejanza, en cuanto a 

su constitución antigénica, en cambio la pared celular del genero nocardia 

presenta características estructurales muy semejantes a las del género -­

Mycobacterium ( 7 ). 

Podría ser que aunque no exista una gran reactividad cruzada 

entre estas especies, ~tlizándo métodos cuantitativos, existen determi-­

nantes antigénicos de histoplasma compartidos con el genero r1ycobacterium, 

de tal manera que estos epitopes estuvieran presentes en diferentes pro-­

teínas de este género bacteriana, más aún, que dife~entes bandas observa-­

das en la l.E.T. puedan ser parte de una misma proteína original con de­

terminantes antigénicos repetidos a lo largo de esta supuesta proteína .~­

precursora de dichas bandas. Esto explicaría el alto grado de reconoci-­

miento de diversas bandas antigénicas por sueros de pacientes con histo-­

plasmosis, sin que exista una correlación de estos resultados con una reac 

ción cruzada, cuantitativamente similar entre ambas especies. Estos re-­

sultados pueden representar un inconveniente, en lo que respecta ·a la ut~ 

lización de estos antígenos para el desarrollo de un inmunodiagnóstico, 

sin embargo queda la posibilidad de una diferenciación cuantitativa de las 

reacciones entre sueros de pacientes con histoplasmosis y con tuberculo--

sis, lo cual evitaría este tipo de reacciones falsas positivas. Esto se 

podría realizar aislando esto antígenos, y utilizándolo en métodos cuan--



48 

titativos como ELISA y radioinrnunoensayo. Otra posibilidad en la impleme~ 

tación de un inmunodiagnóstico con estos antígenos y utilizandolos en mé-

todos cuantitativos como ELISA y radioinmunoensayo. Otra posibi-lidad en 

la implementación de un inmunodiagnóstico con estos antígenos e incluso -

también con algunos otros con frecuencia más baja de reconocimiento por el 

suero de pacientes, sería investigar diferentes combinaciones de antíge~--

nos en relación a su frecuencia de reconocimiento por los anticuerpos de -

pacientes, en este caso el método diagnóstico podría ser la misma IET. 

Una de las ventajas que ofrece la IET sobre estos métodos in-

munológicos utilizados anteriormente en la tuberculosis con fines diagnó~ 

ticos es precisamente el poder realizar análisis individuales de una gran 

cantidad de antígenos presentes en una misma preparación antigenica, de -

tal manera que los resultados obtenidos se nueden utilizar de diversas --

maneras. 

Finalmente logrru~os identificar un grupo de antígenos de 

M~tubercúlosis presentes en complejos inmunes circulantes en el 78% de -

¡os pacientes con tuberculosis estudiados. Estos resultados concuerdan 

con los obtenídos por Carr ( 5) Y Samuel (35 >,. Estos autores encontra-

ron concentraciones elevadas de CIC en el 68% y 70% de los pacientes con 

tuberculosis activa utilizando fijación a C
l 

y aglutinación en latex, -­q . 

respectivamente. La utilización de la IET nos permitió identificar a 3 -

bandas antigenicas de pesos moleculares de 61 . 6, 58.5 Y 56.2 KD Y 2 mas de 

pesos moleculares cercanos a 25 KD. en dichos complejos inmunes, sin ern--

bargo en CIC de dos sujetos control identificamos los mismos antígenos re 
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conocidos también por un suero hiperinmune anti-~. tuberculosis mediante 

una serie de experimentos de bloqueo de anticuerpos específicos anti-

M. tuberculosis en el suero hiperinmune y de disociación e identifica---

ción de los componentes de los crc, demostramos que los resultados obte-

nidos no eran producto de una reacción ine~pecífica. May y cols. (27) 

reportaron el reconocimiento por un suero anti-BCG por e.l método de 

" Outcherlorri, de crc aislados de sueros de sujetos normales. Estos auto-

res interpretaron estos resultados como una reacción cruzada entre los -

componentes de estos crc con antígenos microbianos. si.cbien, la posibi--

lidad de la presencia de antígenos de otras especies bacteriana que com--

partan determinantes antígenos con M. tuberculosis, no puede ser descar-

tada, el hecho de que los antígenos identificados .en los erc de los suje-

tos control tengan tengan los mismos pasos moleculares que los de los pa--

cientes con tuberculosis y que correspondan a bandas similares presentes 

en el extracto de ~. tuberculosis analizado, nos hacen pensar que estos ' -

antígenos realmente provienen de bacterias de esta especie. Una pregun-

ta que surja al analizar las características de los crc de los individuos 

utilizados como controles, es si ·realmente estos sujetos estan excentos· 

de tener una infecci6n por M. tuberculosis. Uno de estos individuos co~ 

siderado como sano, presentó una reacción fuertemente positiva al PPD¡ -

radiográficamente se observó una lesión pulmonar valorada como primo-in-

fección reciente, además que este individuo trabaja en un laboratorio --

dedica,do al ais,léul)j;ento de Mycobacterium. Por estos antecedentes sospe-

chamos que pt+eda tenér una tuberculosis pulmonar subclínica, es decir --

sin las ·manifestaciones características de esta enfermedad. Otro de los 

individuos control en el cual demostramos dichos antígenos en cre circu-

lantes·, fue 'un paciente con lupus eritematoso, enfermedad autoinmune en 
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la cual el sistema inmunocompetente se encuentra comprometido, además que 

el tratamiento utilizado en este padecimiento consiste en la administra-­

ción de medicamentos inmunosupresores, por lo que no sería raro que en e~ 

tas condiciones existiera una infección tuberculosa que no provocara aún 

la sintomatología clínica característica de esta enfermedad. Otra posib~ 

lidad de interpretación de estos resultados puede ser la posibilidad de -

que sin existir una infección reciente por ~. tuberculosis, persistan an­

tígenos circulantes provenientes de contactos antigUos con esta bacteria. 

La posibilidad de detectar antígenos de micobacterias en sueros de pacie~ 

tes con tuberculosis y su potencial para el diagnóstico de esta impo~tan­

te enfermedad son obvios. Los resultados sobre la caracterización de los 

antígenos presentes en ere de pacientes con tuberculosis pueden represen­

tar un primer paso para el desarrollo de un nuevo método diagnóstico de -

la tuberculosis mediante la detección de estos antígenos en sangre, ade-­

más de abrir nuevas posibilidades sobre la investigación del papel que -­

puedan jugar en la pato~enia de esta enfermedad. 
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