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RESUMEN

Debidc a un resurgimiente de la tuberculosis en los paises desarroliados en donde se [e habia
considerado contraolada y a su prevalencia como un problema de salud en los paises
subdesarrollados, donde se incluye México, estd obligada la biisqueda de casos de
tubercuiosis activa en la poblacién. Confirmar la presencia de la enfermedad por el método
de cultivo tradicional es tardado, por esta razon es necesario buscar métodos diagndsticos de
laboratorio répidos, confiables, y de bajo costo.

En este trabajo se hizo una evaluacién de la téenica de inmunoelectrotransferencia (IET) o
Westem blot para la deteccidn de casos de tuberculosis activa en sueros de individuos con
sintomas sugerentes de estz enfermedad, utilizando como antigeno un extracio soluble de
Mycobacterium tuberculosis HiiRyv, separado en sus constituyentes por electroforesis en
geles de polizcrilamida (SDS-PAGE) al 18 % con 1 % de glicerol. Se tomé como estandar al
cultivo en medio Lowenstein-Jensen, v se compararon los resultados con los de Iz téenica de

ELISA v la tincidn BAAR para el mismo grupo de sueros.

Se analizaron 6 grapos de sueros: {1) de individuos con sintomas sugerentes de tuberculosis,
(2) de individuos aparentemente sanos, (3} com lepra, (4) con cisticercosis, {3) con
histoplasmosis y (6) con micosis diferentes de histoplasmosis. Como testigo positivo se
utilizé un grupo de sueros con cultivo e identificacién de M. ruberculosis, v como testigo

negative un grupo de sueros negativos a tuberculosis.

La evaluacion de ia técnica de IET se realizd con base al reconocimiento por los sueros
ensayados de un componente de aproxunadamente 4 kDa de M. rubercuiosis, caracterizado
corno un lipido por tincidn con el colorante Sudén negre después de su separacién por SDS-
PAGE, el cual presentd reactividad cruzada con sueros de individuos con infecciones
micoticas diferentes de histoplasmosis. La sensibilidad y especificidad de la técnica de IET
aplicada al grupe de sueros con sintomas sugerentes de tuberculosis fue de 72.4% y de 72.3
% respectivamente, ios cuales son significativamente menores a los obtenidos para el BAAR
{82.8 %4 y 93.8%), mientras el ELISA muestra también valores débiles (82.8 % v 56.9 %).
Estos resultados demuestran que la técnica de IET no tiene la suficiente calidad para ser
utilizada como prueba de diagndstico tnice, sin embargo la purificacién del antigeno de 4
kDz podria tal vez aumentar dicha calidad y hacer la téenmica més dtil como apoyo a las
praebas bacterioldgicas.
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INTRODUCCION
ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

La tuberculosis ha sido una de las més importantes v frecuentes enfermedades dej hombre,
cuya situacion epidemicldgica se relaciona directamente con el estado econémico v social de
cada regién. En marzo de 1993, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) designd a la
tuberculosis como una emergencia de salud ptiblica mundial debido al aumento de casos que
se han presentado durante los Gitimos aftos, no solamente en los paises en deszrrollo, sino
también en los desarrollados 2.

En los Estados Unidos, 12 mortalidad por tuberculosis en 1830 era de aproximadamente 400
por 160,000 habitantes, sin embargo comenzé a declinar en forma importante y constante a
partir de 1900. Esto se atribuyé en gran parte a la mejoria en las condiciones higiénicas
personales, la dieta y recursos econémicos generales. Este proceso se acelerd a partir de
1944 con ¢l descubrimiento de la estreptomicina v otros tubercuiostaticos *.

En Meéxice la tubercrlosis es un problema setio de salud piblica v ¢l continuo incremento en
la infeccién hasta 1998, es debido al crecimiento poblacicnal en 4reas con deficiente higiene
y bajos recursos socioeconémicos, principalmente en estados como Veracruz, Chiapas,
Nuevo Ledn, Guerrero y Baja California. Los adultes son los més afectados por la
tuberculosis pulmonar, presentando las tasas mas altas, En la tuberculosis extrapulmonat, los
grupos etarios mds afectados son de 1 a 4, los mayores de 65 v los de 45 a 64 afios
respectivamente. Las causas que condicionan !a enfermedad se encuentran con toda
seguridad en las condiciones socioecondmicas, sanidad y recursos de salud con que cuenta el
pais, pero también en el desconocimiento de la historia natural de la enfermedad, patogenia y
recursos diagndsticos y terapguticos **,

En un informe reciente, un grupo de expertos de la OMS estimé que entre 1990 v el afio
2000 ocurrirén 30 millones de casos nuevos y que el nimero de defunciones por tuberculosis
er ese mismo perfodo serdi de 30 millones de individuos, de los cuales 22,000
cotresponderian a norteamérica y 1,210,000 a latinoamérica v 2 paises del Caribe ',



ETIOLOGIA

La tuberculesis es una enfermedad infectocoragiosa, generalmente de curso subagudo o
crémico, involucra diversos drganos o tejidos, preferentemente a nivel pulmonar, causada por
Mycobacterium tuberculosis, bacteria intracelular miembro de la familia Mycobacieriae.
Mide 1-4 pm de longited y 0.2-0.6 um de didmetro; absorbe el colorante carbolficsina
cuando es calentado y una vez tefiido resiste a la decoloracién por 4cidos y alcoholes, de ahi
la denominacién comun de bacilo cido-alcohol resistente (BAAR) *°.

Entre las propiedades més importantes de M. tuberculosis se mencionan®:

1. Es un parésito estricto, por lo cual su transmisién generalmente es directa, de persona 2 persona.

2. No tiene toxinas conocidas, asi puede persistr en bacterioestzsis por largos periodos en el
interior de las céluias.

3. Es acrobic estricto, determinado por tener una capacidad de metabolizacién v de crecumientn
muy diferentes segln Ia tensidn parcial de oxigeno del érgano o lesién que amda.

4. Es de multiplicacion lenta, con un tiempo de divisién = a 12 horas, factor condicionante de su
tendencia a la cronicidad.

3. Las cepas tenen una virulencia variable, explicindose algunas de sus caracteristicas
epidemioldgicas.

6. Tiene numerosos antigenos, capaces de despertar una gran variedad de respuestas mmmolégicas

en el hospedero, algunas de las cuales determinan el caracteristico dafio tisuiar producido.

Esta micobacteria tiene la pared celular mas compleja de todas las bacterias conocidas, con
un esqueleto de peptidoglucano y moléculas de arabinogalactanomicolato unidas por enlaces
covalentes y cubiertas por Hpidos libres y polipéptidos, los cuales son responsables no sélo
de su cardcter hidrofébico, sino también de su fuerte adyuvanticidad y persistencia
intracelular., Estos lipides contienen ceras, micdsidos especificos de especie (glucolipidos
complejos y péptideglucolipidos) y el factor de cordén (6,6-dimicolato de trehalosa), el
cual se asccia al alineamiento en paralelo de Jas filas de bacilos {formacion de “cordenes™),
caracteristica de las cepas virulentas de M. ruberculosis, y ademas se ha encontrado ser el
responsable de la inhibicidn de la migracidn de células polimorfonucleares (PMN) al sitio de
colonizacidn, ¢ induce la formacidn de granulomas. Los dcidos micdlicos son los lipidos
principales de la pared celular micobacteriana >7.



Presenta una membrana dos veces més gruesa y fuerte que la de los bacilos Gram negativos,
es itmovil y crece mejor a 37°C, pero puede sobrevivir en un ambiente seco por largo
tiempo y muere rapidamente cuando es expuesto a la luz solar directa o 2 rayos ultravioleta,
asi como 2 ebuilicién durante 1 minuto y por pasteurizacion a 60°C durante 20 minutos 2.

ASPECTOS CLINICOS

La bacteria se transmite de persona a persona, fundamentalmente par aerosoles, por lo cual
los focos primarios de infeccién se localizan basicamente a nive! pulmonar. Otras formas de
transmisién e inicio de la infeccién son a nivel enteral por ingestién, en piel por contacto
directo y otras menos importantes. A partir de los focos primarios, la infeccién puede
diseminarse a cualquier érgano o tejido del cuerpo. Cuando una persona no ha tenido
contacto previo con el bacilo, al sufrir el contagio desarrolla una infeccién primaria o
enfermedad tuberculosa primaria, en la cual la principal forma de diseminacién de la
infeccion es linfohematdgena y las principales formas clinicas de la enfermedad son el
cemplejo de Ranke, neumonia tuberculosa, tuberculosis miliar pulmonar, meningoencefalitis
tuberculosa y/o tuberculosis miliar sistémica o diseminada. Dicha enfermedad primaria
frecuentemente se autolimita, dejando un ndduio calcificade pulmonar, ganglionar o bien
focos latentes o "inactivos” en diferentes drganos o tejidos 3,

Se¢ ha calculado que no mas det 5 % de las personas infectadas con el bacilo de Koch son
capaces de progresar a enfermedad, la mitad de las veces tempranamente, en los meses o
afios siguientes a la primera infeccidn, determinando las llamadas rubereulosis posprimarias,
y en la otra mitad de los casos maés tardfamente, con frecuencia muchos afios después de
haber sido infectados por primera vez, produciendo las tuberculosis de reactivacicn

enddgena *.
Los factores que favorecen el paso de infectado a enfermo son ™

« Vimlencia de 1os bacilos.
+ Cantidad de bacilos.
» Condiciones del hospedero (edad y sexo, factores genéticos, desnutncidn proteica, alcoholismo,

infecciones virales -SIDA-, asociacin con otras enfermedades, tratamientos inmunosupresores).



Presenta una membrana dos veces mds gruesa y fierte que fa de los bacilos Gram negativos,
es inmoévil v crece mejor a 37°C, pero puede sobrevivir en un ambiente seco por large
tiempo y muere rdpidamente cuando es expussto a la luz solar directa o a rayos ultravioleta,
asi como a ebullicidn durante 1 minuto y por pasteurizacién a 60°C durante 20 minutos 3.

ASPECTOS CLINICOS

La bacteria se transmite de persona a persona, fundamentalmente por aerosoles, por lo cual
los focos primarios de infeccitn se localizan bésicamente a nivel pulmonar. Otras formas de
transmisién e inicio de la infeccién son a nivel enteral por ingestion, en piel por contacto
directo y ofras menos importantes. A partir de los focos primarios, la infeccién puede
diseminarse a cualquier 6rgano o tejido del cuerpo. Cuando una persona no ha tenido
contacto previo con el bacilo, al suffir el contagio desarrolla una infeccién primaria o
enfermedad tuberculosa primaria, en la cual Ia principal forma de diseminacion de la
infeccidn es linfohematégena v las principales formas clinicas de la enfermedad son el
complejo de Ranke, neumonia tuberculosa, tuberculosis miliar putmonar, memingoencefalitis
tuberculosa y/o tuberculosis miliar sistémica o diseminada. Dicha enfermedad primaria
frecuentemente se autolimita, dejando un ndéduio calcificado pulmonar, ganglionar o bien

focos latentes o "inactivos” en diferentes 6rganos o tejides 3,

Se ha calculado que no méas del § % de las personas infectadas con el bacile de Koch son
capaces de progresar a enfermedad, la mitad de las veces tempranamente, en los meses o
afios siguientes a la prumera infeccidn, determinando las llamadas fuberculosis posprimarias,
y en la otra mitad de los casos més tardiemente, con frecuencia muchos afios después de
haber side infectados por primera vez, produciendo las tuberculosis de reactivacidn

endégena .
Los factores que favorecen el paso de infectado a enfermo son ®:

* Virulencia de los bacilos.
& (Contidad de bacilos,
¢ Ceondiciones del hospedero (edad y sexo, factores genéticos, desnutricion proteica, alcoholismo,

infecciones virales -SIDA-, asociacidn con otras enfermedades, tratamientos inmunosupresores).

Ll



El proceso de la primoinfeccién tuberculosa confiere inmunidad para nuevas infecciones
por el germen. Dicha respuesta también ¢s responsable de la reaccién de hipersensibilidad
tardia que aparece 48 a 72 horas después de [a inyeccidn intradérmica de un concentrado de
antigenos de M. tuberculosis (tuberculina o PPD) °,

Por atro lado, cuando la infeccién tuberculosa ocurre en una persona previamente expuesta
al bacilo tuberculoso, se le denomina infeccidn o enfermedad tuberculosa secundaria, de
reinfeccidn o del tipo “adulte”. La reinfeccidn puede ser enddgena (a partir de un foco o
nédulo tuberculoso latente) o exdgena {por contacto del paciente con nuevos bacilos a partir
de una persona enferma bacilifera). En ésta las lesiones progresan por extensidn directa o
por diseminacion broncdgena y menos {recuentemente por via hematdgena v las formas
clinicas més frecuentemente observadas corresponden a tuberculosis pulmonar cavitada, o
bien a formas clinicas localizadas en ciertos drganos o tejidos (renal, éseo, ganglionar, etc.)
sin aparente relacidn con un foco pulmonar "activo”, dificiles de fratar y que rara vez se

autolimitan 3.

Los sintomas de Iz tuberculosis diseminada tienden 2 ser no especificos; fiebre, pérdida de
peso, estado mental anormal. Los hallazgos fisicos son minimos usualmente, pueden incluir
linfacenopatia periférica, hepato ¢ espienomegalia v tubérculos coroidales. La imdgen de
rayos X puede ser normal. Aunque los hallazgos de laboratorio no son diagndsticos, puede
haber cambios hematolégicos, hiponatremia y elevaciones de la fosfatasa alcalina. En
ausencia de tratamiento, el curso de lz tuberculosis diseminada puede ser fatal %,

PATOGENI4

El bacilo ingresa al organismo gencralmente a través de la inhalacién de materiai infectante
diserninado por un tuberculosc pulmonar a través de la tos en forma de microgotas. El
tamafio de particula suficiente para alcanzar el egpacic alveolar contiene no mias de 3
bacilos, y no se conoce cuantas particulas de este tipo deben ser inhaladas antes de que fa
infeccién se establezca. El niimero exacto depende de le virulencia del bacilo y de la
resistencia genética del individuo, anngue es probable sean més de 10 particulas.

Con menos frecuencia M. ruberculosis ingresa por via digestiva, que era la forma natural
para ef acoeso de M. bovis en la leche de vaca, antes de que se extendiera la pasteurizacién
de ese producto ?,



El proceso de la primeinfeceién tuberculosa confiere inmunidad para nuevas infecciones
por el germen. Dicha respuesta también es responsable de la reaccién de hipersensibilidad
tardia que aparece 48 a 72 horas después de la inyeccitn intradérmica de un concentrado de
aniigenos de M. tuberculosis (fuberculina o PPD)°.

Por otro iado, cuando 1a infeccién tuberculosa ocuire en una persona previamente expuesta
al bacilo tubercuioso, se le denomina infeccion o enfermedad tuberculosa secundaria, de
reinfeecién o del tipo "adulto”. La reinfeccion puede ser enddgena (a partir de un foco o
nédulo tuberculoso latente) o exdgena (por contacto del paciente con nuevos bacilos a partir
de una persona enferma bacilifera). En ésta las Iesiones progresan por extensién directa o
por diseminacién broncégena y menos frecneniemente por via hematégena y las formas
clinicas mas frecuentemente observadas corresponden a tuberculosis pulmonar cavitadza, o
bien a formas ckinicas localizadas en ciertos drganos o tejidos (renal, éseo, ganglionar, etc.)
sin aparente relacion con un foco pulmonar "actrvo”, dificiles de tratar y que rara vez se
autolimnitan 3,

Los sintomas de la tuberculosis diseminada tienden a ser no especificos: fiebre, pérdida de
peso, estado mental anormal. Los hallazgos fisicos son minimos usualmente, pueden incluir
linfadenopatia periférica, hepato o espienomegalia y tubérculos coroidales. La imégen de
rayos X puede ser nommal. Aunque los hallazgos de laboraterio ne son diagnésticos, puede
haber cambios hematoldgicos, hiponatremia v elevaciones de la fosfatzsa alcalina. En
ausencia de tratamiento, €l curso de la tuberculosis diseminada puede ser fatal %,

P4ATOGENIA

El bacilo ingresa al organismo generalmente a través de 1 inhalacidn de material infectante
diseminado por un tuberculoso pulmonar a través de la tos en forma de microgotas. El
tamafio de particula suficiente para alcanzar el espacio alveolar contiene no més de 3
bacilos, y no se conoee cuantas particulas de este tipo deben ser inhziadas antes de que la
infeccién se establezca. El nimero exacto depende de la virutencia del bacilo v de la
resistencia genética del individuo, aunque es probable sean mas de 10 particulas, *

Con menos frecuencia M. tuberculosis ingresa por via digestiva, que era 1a forma natural
para el acceso de M. bovis en la Jeche de vaca, antes de que se extendiera la pasteurizacién
de ese producto *.



Los bacilos, que sor fagocitados por los macrofagos alveolares residentes, si no son
destruidos, en pocos dias se multiplican ilimitadamente en su interior hasta que Ta célula
muere y los nuevos bacilos liberados son ingeridos por macrdfagos (monocitos) inmaduros
de la sangre, dentro de los cuales crecen en forma logaritmica. Este proceso se repite y en
este sitio se forma la lesién primaria. Se forma un tubéreulo o granuloma con un centro
caseoso sdlido en el cual el bacilo se puede multiplicar, aungque muy lentarnente. Estas
lesiones estdn compuestas principalmente de macrdfagos activados en respuesta a los
antigenos micobacterianos; dichos macrdfagos producen citocinas cormo el TNF-a {factor
de necrosis tumoral &), el MDGF (factor de crecimiente derivado de macrofagos), el TGF-
P (factor de crecimiento transformante B) y la IL-1, las cuales inducen la proliferacion de
fibroblastos y la produceién de coldgeno y Juegan un papel importante en la produccién de

tejido cicatrizante >,

Cuendo la inmunidad celular es débil para detener el crecimiento celular, se produce fa
licuefaccién del caseurn que es seguida frecuentemente por la formecién de cavidad. Enel
caseum licvado, los bacilos se multiplican extracelularments por primera vez en grandes
cantidades y entran al 4rbol bronquial distribuyéndose a otras partes del pulmén y al
exterior del mismo. Por via linfohematégena, los bacilos pueden migrar e iniciar focos

infecciosos extrapulmonares, invadiendo asi otros 6rganos & 1.

El comntrol de la enfermedad en esta etapa depende de si la cantidad de bacilos {v sus
productos antigénicos) exceden ia capacidad del hospedero para hacerles frente * %,

ANTIGENOS DE M; lycobacterium tuberculosis

Debido a su importancia epidemioldgica, la micobacteria ha sido objeto de numerosos
estudios encaminados a la identificacion y caracterizacidn de sus componentes. En la ditima
década, la obtencién de anticuerpos monoclonales y la aplicacién de la tecnologfa del DNA
recombinante, especialmente la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), han permitido
considerabies avances en la caracterizacién de los antigenos micobacterianos 14,

El bacilo tuberculoso es un verdadero mosaico de antigenos constituidos por miitiples
epitopos o determinantes antigénicos. La mayoria de ellos parecen estar en la pared celular,
pero algunos derivan de proteinas citoplasmaticas v algunos son secretados in vive &,
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Presenta antigenos pertenccientes a la familia de proteinas de choque térmico {Garcia er «f.
1589), amtigenos con actividades enzimaticas (Zhang er al. 1991; Garbe ef of, 1990} ¥ una
proteina participante en el metabolismo de fosfatos de la micobacteria (Andersen y Hanser,
1989). Por otra parte, con base en sus propiedades bioquimicas se han encontrado antigenos
con capacidad de unirse a fibronectina (Abou-Zeid ez al. 1988) y proteinas con residuos de
carbohidratos de pesos de 50-55 y 38 kDa (Gp350-55 y Gp38) con capacidad de unirse 2
Concanavalina A (Espitia y Mancilla, 1989) *.

La glicoproteina de 38 kDa ha sido Ja més estudiada, es una proteina especifica de especie y
se ha demostrado su presencia Gnicamente en el complejo M. tuberculosis (M. tuberculosis
y M. bovis). La Gp38 se ha considerado como antigenc inmunodominante, un alto
poreentaje de los enfermos tuberculosos tienen anticuerpos contra eila y no asi ios controles
sanos. La secuencia de este antigeno es homoéloga con el gen PhoS de £, coli %%

La proteina de 65 KDa es una proteina de chogue térmico, también se presenta en otras
micobacterias y tiene homologfa sustancial con ofras protefnas de choque témmico,
incluyendo la proteina GroEL de Escherichia coli. Se produce en altas cantidades cuando
las celulas crecen bajo ciertas condiciones de estrés, tales como altas temperaturas. Estudios
con anticuerpos monoclonales han demostrado que esta proteina tiene multiples epitopos,
algunos de los cuales parecen ser especificos de especie ?.

La molécula no proteinica inmunodominante en las respuestas humorales es el disacdrido
arabinogalactana, répidamente provoca produceidn de anticuerpos en  animeles
experimentales inmunizados, pero induce poca o fula respuesta inmune celular, v otro
complejo antigénicamente importants de la pared celular estd constituido por la
lipoarabinomanana (LAM), un carbohidrato que provoca respuesta importante de
anticuerpos en la mayoria de pacientes con tuberculosis activa, pero no produce reacciones
de hipersensibilidad retardada. La LAM inhibe la produccién de IFN-y y puede servir como
un depdsito de radicales libres de oxigeno, inhibiendo de esta manera un mecanismo
importante para la destruccién de patdgenos intraceluizres. Sin embarge, tanto ia
arabinogalactana como la LAM son moléculas comunes a todas las micobacterias,
nocardias y corinebacterias >,

La proteccidn contra M. tuberculosis estd asociada definitivamente con antigenos
proteinicos constituyentes de la bacteria. Desafortunadamente no se han podido definir arin
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les mas importantes como protectores. La nomenclatura de estas proteinas toma en cuentza
su peso molecular, si se ha clonado su gene completo y si es conocida su funcién, con
numeracién progresiva seguida de la letra T (Tabla 1) 5.

Tabla 1. Proteinas antigénicas de Mycobacterium tuberculosis °.

NOMBRE PESO FUNCION CARACTERISTICAS INMUNOLOGICAS
iT 7tkDa  Proteina  de choque témmco Induce respuestz de anticuerpos  (ratones y
Interviene en el plegamento y humanes) v proliferzc1dn de imfocitos T {sanos y
transiocacidn de proteinas pacientes). Tal vez sea blanco de respuesta

autorreactiva.

2T 65kDa  Proteina de chogue térmico. Induce respuesta B (ratones v humanos) v
Interviene en el plegamiento y prohiferacién y citotoxicidad T {sanos y pactentes),
translocacién de proteinas. Reconocida por linfocitos T-y8. Blanco de

autorreactividad.
3T 38kDa  Es una “proteina de enlace” a Es especifica del complejo M, tuberculosis. Induce
fosfatos. proliferacién T en pacientes y después de
vacunacién con BCG
47 23kDa  Superoxido dismutasa. Recenocida por anticuerpos monoclonales.
5T i2kDa  Proteina de choque ténmico Reconocida por anticuerpos monoclonales Induce
Interviene en el plegamiento y proliferacion T
translocacién de protefnas.
6T 44%Da  L-alanin deshidrogenasa.

9T 35kDa  Membrenal Funcién desconocida,  Tnduce respuestas By T

10T () 30731 %Da  Se secreta y enlaza a 12 fibronectina.  Induce respuestas B y T. Cruza con M, leprae.
Funcidn desconocida.

13T 19kDa  Se desconoce. Respuestz hurnoral,

17T 14kDa  Sedesconoce. Induce respuestas T y B. Especie especifica,

19T 10kDa  Sedesconoce. Produce reacciones de hipersensibilidad tardia en
cohayos.

Se ha caracterizado bien la de 30 kDa como una proteina antigénica principal de M.
tuberculosis la cual puede ser preparada con suficiente pureza para su uso en
serodiagndstico por simples medios fisicogquimicos (precipitacién con sulfato de amonio al
50 % v cromatografia de intercambic iénico) .



Hay varias moléculas mds en diferentes niveles de estudio, como fa 20T (100 kDa), 22T {55
kDa), 24T (45 kDa), 25T (47 kDa), 8T (36 kDa), 29T (35 kDa2) de la membrana, 31T (34
kDa), 36T (14 kDa) la cual es otra proteina de choque térmico, 40T (77 kDa), 41T (68
kDa), 42T {43 kDa), 43T (41 XDa), 44T (35 kDa) y 45T {33 kDa}, ademis de las proteinas
de secrecidn 43T (41 KDa), 46T (27 kDa), 12T (23 kDa), 48T (19 kDa), 49T (18 kDa) y
51T (15 kDa) 5.

RESPUESTA INMUNOLOGICA CONTRA M yeobacterium tuberculosis

La respuesta inmunolégica frente a la infeccion con bacilos tuberculosos es mily variable,
dependiendo principalmente de las caracteristicas genéticas del individuo (se ha asoaciado 2
HLA-DR2 con mayor riesgo de progresidn de infeccidn pulmonar avanzada, v en México
se ha asociado un efecto de proteccién por un gen ligado 2 HLA-DR1 1), de su edad, de su
estado nutricional, y del ambiente epidemiolégico que io rodea 251317,

El pulmén sirve como la principal via de entrada para M. wuberculosis / M. bovis, ihvaden al
hospedero si se inhalan pecos microorganismos encerrados en microgotas. Las gotas
grandes son removidas por mecanismos bronquizles no especificos. La adhesién a los
tejidos ne es gran problema, por estar en condiciones estériles el interior del pulmén * .

Los bacilos son enguilidos por los macréfagos alveolares v son destruidos por medio de
mecanismos potentes como la sintesis de enzimas proteoliticas y radicales toxicos de
oxigeno como el H20z, pero si estos macréfagos falian, muchos macréfagos de sangre
(monocitos) entran al sitio, probabiemente debido a factores quimiotacticos del bacilo
liberado por los macréfagos destruidos, el componente CSa del complemento y varias
quimiocinas tales como la MCP-1 (Proteina Quimiotictica de Monocitos-1). Estos nuevos
macrofagos inmaduros ripidamente ingieren al bacilo liberado y se establece una simbiosis
en la cual ro se pueden daflar mutuamente, por que los macréfagos zin no han sido
activados. Aqui pueden entrar en accién las células NK, las cuales al ser activadas por la
1L-12 producida por macrdfagos, pueden lisar directamente células infectadas o producir
IFN-y activador de los macréfagos en forma inespecifica & 1515 1%,

Con el tiempo s¢ acumulan m4s macréfagos y més bacilos en la lesion, Esto se da entre los
dias 7 y 21 después de la infeccién, el bacilo no estimula el mecanismo microbicida; esto
también se chserva en cobayos vacunados con BCG .



Hay varias moléculas mas en diferentes niveles de estudio, como la 20T (100 kDa), 22T (55
kDa), 24T (45 kDa), 25T {47 kDa), 8T {36 kDa), 29T (35 kDa) de la membrana, 317 (34
kDa), 36T (14 kDa) la cual es otra proteina de choque térmico, 40T (77 kDa), 41T (68
kDa), 42T (43 kDa), 43T (41 kDa), 44T (35 kDa) y 45T (33 kDa), ademas de las proteinas
de secrecién 43T (41 kDa), 46T (27 kDa), 127 {23 kDa), 48T (19 kDa), 49T (18 ¥Da) vy
51T (15 kDa) 5,

RESPUESTA INMUNOLOGICA CONTRA Mycobacterium tuberculosis

La respuesta inmunolégica frente a la infeccién con bacilos tuberculosos es muy variable,
dependiendo principalmente de las caracteristicas genéticas del individuo (se ha asociado a
HLA-DR2 con mayor riesgo de progresidn de infeccién pulmonar avanzada, y en México
s¢ ha asociado un efecto de proteccién por un gen ligado a HLA-DRI 1}, de su edad, de su
estado nutricional, y del ambiente epidemiclégico que lo rodea %1317,

El pulmén sirve como la principal via de entrada para M. tuberculosis / M. bovis, ifivaden al
hospedero si se inhalan pocos microorganismos encerrados en microgotas. Las gotas
grandes son removidas por mecanismos bronguiales no especificos. La adhesién a los
tejidos no es gran problema, por estar en condiciones estériles e! interior del puimdn ™.

Los bacilos son engullidos por {os macréfagos alveolares v son destruidos por medio de
mecanismos potentes como la sintesis de enzimas proteoliticas v radicales idxicos de
oxigeno como el Hx0z, pero si estos macréfagos fallan, muchos macrofagos de sangre
(monocitos) entran ai sitio, probablemente debido 2 factores quimiotécticos del bacilo
liberado por los macrofagos destruidos, el components CSa del complemento y varias
quimiocinas tales como la MCP-1 (Proteina Quimiotactica de Monocitos-1}. Estos nuevos
macréfagos inmaduros rapidamente ingieren al bacilo liberado y se establece una simbiosis
en la cual no se pueden dafiar mutuamente, por que los macréfegos ain no han sido
activados. Aqui pueden entrar en accién las células NK, las cuales al ser activadas por la
IL-i2 producida por macr6fagos, pueden lisar directamente células infectadas o producir
IFN-y activador de los macréfagos en forma inespecifica 513 1%,

Cor el tiempo se acumulan més macréfagos y mas bacilos en la lesion. Esto se da entre los
dias 7 y 21 despues de la infeccidn, el bacilo no estimula ¢! mecanismo microbicida; esto
también se observa en cobayos vacunados con BCG ¥,



Cuando el crecimiento logaritmico dentro de los macrofagos se detiene (2 a4 3 semanas
después de fa inhalacién del bacilo), el hospedero posee inmunidad celular y se desarrolla
hipersensibilidad de tipo retardado (DTH) V.

Respuesta inmunoligica celular

Experimentos en animales de laboratoric han demostrado que los linfocites T son las
c¢lulas criticas para la hipersensibilidad de tipo tardio y para la inmmmidad protectora %,

En modelos murinos, los linfbcitos CD4, CDR y 48 tienen un papet en la inmumidad
protectora en el siguiente orden relativo: CD4 > CD8 > y8. Estas tltimas parecen limitar el
paso de células inflamatorias potencialmente dafiinas a los granulomas pulmonares 2.

Estudios con genes de citocinas indican que el IFN-y y el TNF-¢. son esenciales para la
proteccién; parecen activar a los intermediarios reactivos de nitrégeno en macréfagos 2.

La IL-12, producida por macréfagos, promueve la diferenciacién de CD4 v también induce
a las NK para producir IFN-y activando en forma no especifica a los macrofagos, lo cual
favorece una subsccuente respuesta inmunoldgica Thl sobre una respuesta Th2, y ademds
gs un potente estimulante de la tuberculostasis en macréfagos de ratén. El IFN-y también
estimula la conversidn de 25-hidroxivitamina 3 a 1,25-dihidroxivitamina D3 situ, esta
litima es la forma activa de la vitamina D3 relacionada con la tuberculoestasis ',

Algunos estudios usando ratones Anockowz para B-2 microglobulina han sugerido un papel
Importante para los linfocitos T CD8", e igualmente en humanos sc ha demostrado que
producen IFN-y en respuesta al estimulo con células infectadas, estando este
reconocimiento restringido a MHC-IA, Bo C 2.

En humanos, la gran susceptibilidad de pacientes con SIDA hacia la tuberculosis ha
demostrado el papel critico de las células CD4 en la inmunidad protectora, y en ef papel de
mantener la inactividad de los focos latentes a través de la vigilancia inmunoldgica activa.
Se¢ ha observado un papel secundario de las células no-CD4 individual y colectivamente,
por gjemplo las células NK, ya descritas, y las células T-y8, que despliegan reactividad
contra lipo}arabinomanana ¥ écidos micdlicos, asf como las células citotdxicas, las cuales
pueden destruir directa o indirectamente a macréfagos no activados con bacilos

replicéndose en su citoplasma® %, 5



La funcién de las células T-yd es poco conocida, sin embargo, parece ser producen el
mismo grupo de citocinas, como el IFN-y y el TNF, y pueden provocar lisis de células
infectadas. Su activacién por los componentes micobacterianos puede ser inespecifica,
asegurando una primera linea de defensa efectiva, o especifica, resultante de una
sensibilizacién previa. Como oposicién a CD4, las ¥d no son restringidas a MHC en su
activacién o en su citotoxicidag 2 18 182061

En personas senas, las CD4 reactivas con antigenos micobacterianos producen citocifias,
principaimente del patrén Thl, y también encajan en el MEC-1I de células presentadoras de
antigeno infectadas con M. tuberculosis o expuestas a antigenos solubles %,

Estudios recientes establecen un papel importante para la familia de glicoproteinas de
superficie CD1 (codificada fuera del MHC) como moléculas presentadoras de antigenos
lipidices y glicelipidices 2 una amplia variedad de células T, incluyendo fas doble negativas
(CD4°CD8") vy las T-CD8af”, las cuales son altamente especificas en su reconocimiento y
frecuentemente distinguen entre antigenos derivados de especies rmicobacterianas
estrechamente relacionadas como M. mberculosis y M. leprae. Las células T CDg pueden
lisar 2 Ias células infectadas a través de mecanismos citotéxicos de desgranulacién y tienen
efecto bactericida, ademés de producir IFN-y, mientras las CD4'CD8 usan interacciones
Fas-Fas ligando para lisar células, y también producen IFN-y %,

Usando una sefial citoplasmatica, algunas células con marcador CD1 (CD1b y CDlc) se
dirigen hacia los compartimientos endosomales y toman los antigenos lipidicos derivados
de M. fuberculosis para expresar posteriormente estes moléculas en la superficie celular vy
activen a las células T especificas. Para esto e ha demostrado existe una interaccion de alia
afinidad entre las molécuias CD1b con la cadena acil terminal de antigenos como los acidos
micolicos, la LAM y el manésido fosfatidil inositol por la via del receptor manosa, y este
mecanismo de interaccidn CD1b-ligando involucra el desenrollamiento parcial de las a-
hélices de CDIb a pH 4cido para revelar un sitio de unidn hidrofdbico, el cual pueda
acomodar al lipido y posteriormente exponerlo a la accién de citocinas producidas por las
células T como g TFN-y 7285,

En relacidn a la identificacién de citocinas mediando la inmunidad protectora contra M.
tuberculosis, se han hecho estudios en liquido pleural durante este tipo de tuberculosis y se
muestza sobreexpresion de [FN-y, IL-2 e IL-12 con baja expresién de -4, 1a cual sélo ha
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sido vista a nivel de mRNA, aunque es capaz de reducir el crecimiento micobacteriano a un
grado significativo, y ademas contribuye a la formacién y estabilizacién de los granufomas,
induciendo la entrada de monocitos in wivo y la formacion de células gigantes
multinucleadas i vitro. Este pamén remarca el dominio de Thl: CD4 Thi producen IL-2 e
IFN-y y promueven la inmunidad celular, mientras CD4 Th2 producen -4, IL-5elL-10y
promueven fa inmunidad humoral. La IL-12 promueve la diferenciacién de ThO a la via
Thl. Thl y Th2 se regulan negativamente, por ejemplo la IL-10 puede disminuir la
produccién de IFN-y, ademads de antagonizar la funcién de macréfagos > &2,

EITNF-ct y el TGF-B (factor de crecimiento transformante) son inducidos por la infeccidén
de monocitos y funcionan en vias autdcrinas; el primero tiene un efecto positive v el
segundo uno negativo limitando el crecimiento intracelular de la cepa HisRa de M.
tuberculosis er monocitos humanos .

En contraste a modelos murinos, en los cuales el IFN-y puede inducir una estasis total de A7,
mberculosis, en humanos no produce sino una débil inhibicidn, o incluso un aumento
significativo de su crecimiento en los monocitos humanos. Provoca no se desplisgue
actividad del factor activador de macréfagos (MAF) contra M. tuberculosis. Para esto hay 2
explicaciones: (1) La ingestién de bacilos puede inducir a citocinas que interficren con la
accién del IFN-y, como la TGF-B, y (2) La actividad principal del IFN-y en espectes
resistentes, tales como el ratén, es inducir la produccién de NO (éxido nifrico). Este
mecanismo no opera ¢ es débilmente expresado en especies susceptibles, tales como los
humanos y los cobayos *'.

En humanos, la mayoria de lzs veces predomina la sensibilizacién de los linfocitos T CD4,
pere en algunas ocasiones, predominaria la sensibilizacion de T CD8" (citotéxicas) capaces
de suprimir la respuesta inmunoldgica defensiva, produciendo las lamadas formas “no
reactivas” de la tuberculosis, aparte de estos se ha postulado que en presencia de grandes
concentraciones de antigenos aumettaria la sintesis de anticuerpos con la formacién de
complejos inmunes circulantes, los cuales tendrian accién depresiva sobre la inmunidad
celular %,

Es importante enfatizar. el bacilo tuberculoso puede permanecer viable en los tejidos por
meses, aflos ¢ durante teda la vida del sujeto, por que la inrnunidad celular, si bien inhibe la
muitiplicacién del mismo, no les confiere a las células la capacidad de destruitlos y por lo
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mismo estos bacilos, ain en nimero muy reducido, y contenidos atin en lesiones
fibrocaicificadas son perfectamente capaces de iniciar nuevamente su metabolismo,
dividirse y multiplicarse y producir enfermedad si la resistencia local se disminuye por
cualquier causa, Algunas de las causas comunes incluyen alcoholismo, enfermedades

debilitantes, malnutricion, neoplasia y terapia inmunosupresiva >°,

La aparicién de cepas MDR-TB (resistencia multi-drogas) ha sido mas obvia en pacientes
con 3IDA, quienes debide a su incrementada susceptibilidad a la infeccién y al corto
intervalo entre la infeccién y las manifestaciones de la enfermedad representan los
principales casos indicadores 32.

Hipersensibilidad de tipo tardio

El hospedero usa la DTH para causar necrosis caseosa como respuesta ai exceso de
antigeno local, 0 en otras palabras, por destruccién de macréfagos no activados en los
cuales el bacilo estd creciendo, el hospedero elimina el ambiente intracelular que es
favorable para tal crecimiento, aunque esto implica la destruccién local de tejido. Tal

necrosis se observa en pacientes con alta sensibilidad a la tuberculina (PPD) ¥,

La necrosis caseosa es entonces una reaccién DTH producida por células T, especialmente
citotdxicas (CD8), Otros factores parecen estar involucrados: enzimas hidroliticas, citocinas
(e]. TNF-at), intermediarios reactivos de oxigeno y nitrdgeno de macréfagos v
probablemente de otras células; y quizd ain, complejos antigeno-anticuerpo, complemento
y productos téxicos liberados de bacilos muertos .

La lcuefaccién del caseum y su eliminacidn al exterior, explica las siembras broncégenas o
intracanaliculares de la tuberculosis a ofras partes de los pulmones, y explica también, el

contagic de la enfermedad a través de la expectoracion ©

Vacunacign con BCG

La vacunacion con BCG tiene por objeto proteger a los no infectados, especialmente en la
poblaciones donde hay muchos tuberculosos baciliferos y €l riesgo de transmision de la
enfermedad es muy clevado; su funcidn es reemplazar una infeccidn natural virulenta con
una cepa de bacilos BCG (Bacilo de Calmette v Guérin) de M. bovis avirulentos, capaces de
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despertar las defensas del hospedero frente a nuevas infecciones .

Es una vacuna viva, correspondiente a una cepa de M. howis atenuada por Calmette y
Guérin hace mas de 65 afios, subcultivada cada tres semanas durante 13 2fios con un total
de 231 pases, hasta perder su virulencia. A partir de 1974 la vacunacién con BCG fue
incluida en el programa ampliado de vacunacién de la OMS en l2 mayoria de los pafses ''.

Actualmente la vacuna BCG ha sido desarrollada de muitiples subcepas cultivadas en
diferentes laboratorios, es conservada por lotes y liofilizada, Sé trata de una vacuna bastante
fragil, fécilmente afectada por la luz y el calor (la exposicidn directa al sol es capaz de
reducir el nimero de bacilos viables en un 50 % en menos de 5 minutos). A pesar de ser

inocuz, en la prictica presenta algunas complicaciones '

Locales : Sistémicas :

¢ Ulceracion local + Osteitis BCG

» Adenopatias regionales ¢ Diseminacion de la vacuna -becegeitis-
* THistulizaclones cronicas (solo en individuos con profundas

* Cicatrices queloides alteraciones de la mmurndad celular).

Su eficiencia en la prevencién de la tuberculosis pulmonar ha mostrado variaciones
considerables en diferentes pobiaciones y experimentos, sin embargo ha mostrado una
eficacia consistente (aprox. 80 %) en la prevencién de tuberculosis extrapulmonar
(meningitis tuberculosa vy tuberculosis miliar), en nifies, la cual no dura mucho mds allé de
15 afios. Para explicar esto se han propuesto diferencias en la potencia de las distintas
cepas, en las dosis de BCG e interferencia en la respuesta inmunoiégica a la vacuna por
comiactp previo con otras micobacterias ¥,

El grado de proteccién parece depender de la subcepa de BCG: la BCG Pasteur y 1z BCG
Copenhagen, también Ilamadas cepas fuertes, inducirian niveles altos v mds persistentes de
inmunidad adquirida, mientras las llamadas cepas débiles (BCG Glaxo, BCG Tokio) Io
harian en grado menor *.

En México se produce la vacuna lofilizada de la subcepa Copenhague 1331, tiene la
ventaja sobre la Hquida de una mayor estabilidad, se puede mantener a 30°C durante casi un
mes ¥ a 4°C durante un afio. La presentacion es de ampolletas de 1.0 mg (10 dosis) ™.



En todos los casos la eficacia protectora requiere la vacunacién con bacterias vivas. Las
bacterias vivas y las muertas inducen respuestas similares durante la primera semzna
después de la vacunacién, como se ha determinado por andlisis inmunochistoguimico en el
sitio de inyeccidn y en el ganglio linfitico. La respuesta diferencial subsecuente esti
caracterizada por la migracién de bacilos hacia Ia corriente de linfa en el caso de la vacuna
viva, lo cual parece ser un elemento importante en la eficacia de la vacuna. Esto se
acompana de un aumento de células mononucleares en ei ganglo linfitico y de la expresion
de dxido nitrico sintasa tanto en ¢l ganglio linfatico como en el sitio de inyeccién .

Se recomienda vacunar a los recién nacidos para prevenir las formas graves de la
enfermedad, la cuales tienden 2 ocurrir a esas edades. También rTevacunar 2 los nifos
cuando comienzan la escucla, porque esta es la edad en alcanzarse mayor cobertura °.

Las contraindicaciones son escasas: recién nacidos por debajo de 2 Kg o con lesiones
eczematosas en la piel, y a todas las edades, individuos con inmunodeficiencias evidentes, o
en tratamiento con drogas mmunosupresoras, aunque la OMS todavia recomienda vacunar a
los nifios seropositivos a VIH, no presentando sinfomas de enfermedad, en las regiones con
alta prevalencia de tuberculosis °,

El amplio uso de 1a vacuna BGC hace necesano discriminar entre respuesta a antigenos de
la vacuna y aquélla inducida especificamente hacia la infeccidn activa (e idealmente
primaria}. La comparacién de inmunoblots de extractos soiubles de M. ruberculosis y M.
bovis BCG usando suero de pacientes y de controles vacunados con BCG puede revelar
patrones de anticuerpos especificos hacia antigencs particulares ayudando a discriminar
entre la respuesta hacia las dos especies e identificar aquelics antigenos que oftezcan bases
para una prueba especifica para M. tuberculosis .

Respuesta inmune humoral

La patogénesis de la tuberculosis esté en su mayor determinada por la respuesta celular
pero, & la vez, uno debe reconocer que la respuesta humoral mediada por linfocitos B ccurre
en pacientes con tuberculosis, aungue no tenga un papei claramente demostrado en la

patogénesis de la enfermedad .

Consecucntemente al primer uso de un ensayo inmunoenzimatico (ELISA) por Nassau ef
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al. (1976) y = la disponibilidad de conjugades especificos para isotipos individuales de
inmunoglobulinas, se han dado répidos avances en el conocimiento de la respuesta

inmuneldgica humoral en la tuberculosis y en el desarroilo de técnicas serodiagnésticas *°.

Los niveles de IgG son el indicador usual de la enfermedad activa. Estudios con muchos
antigenos usando diversas técnicas, han encontrado a pocos sujetos testigo positivos y
testigo negativos con tenido niveles de Ig( detectables. La infeccién primaria asintomatica
y la enfermedad pulmonar leve no inducen una respuesta de anticuerpos significativa,
Durante el tratamiento los niveles de anticuerpos aumentan un poco en el primero o
segundo mes, disminuyendo después, aunque permanscen en niveles detectables por unoe o
varios afios. Pacientes con tubercuiosis sanadas no tienen IgG detectada hacia antigenos
micobacterianos. Ensayos con el antigeno de 38 kDa y con la lipoarabinomanana han
demostrado la produccién de anticuerpos de la subclase IgGl e IgG3 principalmente, estos
ltimos especialmente en pacientes co-infectados con HIV %67,

La respuesta de IgM esté dirigida principalmente a antigenos polisaciridos no especificos,
se desarrolla primero, aunque ne en altos titulos, y su nivel no correlaciona bien con la
presencia ¢ ausencia de la enfermedad activa. Muchas personas sanas probablemente
desarrollan bajos niveles de IgM en respuesta a micobacterias del ambiente. Por otro lado,
las IgA se han visto a bajos niveles en el suero de pacientes con tuberculosis activa, pero no
en sujetos control. Sin embarge las IgA contra antigenos micobacterianos no se han
estudiade adecuadamente en secreciones externas, y ademds no se debe excluir un papel
imporiante en la proteceidn inmune de mucosas *.

Hasta ahora hemos visto los mecanismos de defensa empleados por el hospedero contra M.
tuberculosis, pero es importante hacer notar también los mecanismos dispuestos por el
bacilo para su proteceién de las defensas organicas ** %,

* Produce enzimas detoxificantes de intermediar:os reactivos de oxigeno (ROI).

o El NH4T est involucrado en la neutralizacion del pH endosemal é&cido, en el bloqueo de la
produceién del ROI y en la intubicidn de movimientos del lisosoma y la fusidn con fagosomas .

¢ La hpoarabinomanara interfiere con la preparacién/activacion de los macréfagos y los
sulfolipidos intiben la fusién del lisosoma-fagosema e interfieren con la produccidn de ROL

» Varos componentes de su pared lipidica sin ser antigenos, acttan como modificadores de la

respuesta mumunoldgica celular y de las reacciones de hipersensibilidad retardada. Entre ellos: el
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muramil dipéptide, los dcidos micélicos, las ceras D, el arabinogalactan, el factor cuerda,
algunas glicoproteinas y otras moléculas de potente accidn bioldgica.

* Recientemente se ha descrito un nueve mecanismo de escape de M. ruberculosis que
involuerando la regulacidn-negative de la moléoula presentadora de antigeno CD1 de la
superficie celular de las células presentadoras de antigeno, y esta pérdida de CD1 estd asociada
con una completa mhibicién de la capacidad de las oélulas infectadas para la presentacién de
antigenos lipidicos y glicolipidicos de M. wbercuiosis a las células T en el contexto de CD1.
Para ser este mecamsmo efectivo se requiere la infeccién de las células con micobacterias vivas,
las cuales parecen dismunuir los niveles de RNA mensajero para CD1 v de esta manera logran

esta regulacion y su persistencra intracelular.
DIAGNOSTICO

Diagngstico clinico

La tuberculosis estd incinida en el diagnéstico diferencial de muchas enfermedades; desde
luego de todas las que producen compromiso del estado general, baja de peso inexplicada o
fiebre de origen desconocido. Igualmente debe plantearse su presencia en individuos con
tos con expectoracién que se prolonga mas alld de los plazos corrientes pars uns bronquitis
comun, en todos los casos en que s¢ expectora con sangre y, desde luego, en todo derrame
pleurzl a cualquier edad. Los signos clinicos no son especificos v pueden ser confiundidos,

por gjemplo, con céncer pulmonar o neurnepatias agudas, micosis pulmonares o neumonias
por Kiebsiella®1°.

adiologia

La radiografia de térax e¢s el método mas sensible para el diagndstico de ia tuberculosis
pulmonar, el problema es que es un método considerablemente mas carc y menos
especifico que la bacteriologia. Las imagenes producidas se incluyen en el diagnéstico
diferencial de las patologias respiratorizs y de muchas enfermedades sistémicas, v aunque
s Insiste en su inespecificidad, con frecuencia son bastante sugerentes .

Es caracteristica la localizacion de lesiones en las partes altas de los pulmones,
especialmente en los segmentos apicales. De particular importancia practica es la distincidn
entre lesiones radioldgicas activas e inactivas. El aspecto radiolégico puede ser equivoco,
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murarmni] dipéptide, los cidos micdlicos, las ceras D, el arabinogalactan, e} factor cuerda,
algunas glicoproteinas y otras moléculas de potente accidn biolégica.

* Recientemente se ha descrito un nuevo mecanismo de escape de M. ruberculosis que
involucrando la regulacién-negativa de la molécula presentadora de antigeno CDI1 de la
superficie celular de las células presentadoras de antigeno, y esta pérdida de CD1 estd asociada
con una completa inhibicidn de la capacidad de las célujas infectadas para la presentacién de
antigenos lipidicos y ghoolipidicos de M. fuberculosis a las células T en el contexto de CD1.
Para ser este mecanismo efectivo se requiere fa infeceidn de las células con micobacteriag vivas,
las cuales parecen dismunuir los niveles de RNA mensajero para CD1 v de estz manera logran

esta regulacion y su persistencia miracelular.
DIAGNOSTICO

Diagrdstico clinico

La tuberculosis estd incluida en ef diagndstico diferencial de muchas enfermedades; desde
luego de todas las gue producen compromiso del estado general, baja de peso inexplicada o
fiebre de origen desconocido. Igualmente debe plantearse su presencia en individuos con
tos con expectoracion que se prolonga miés alld de los plazos cornentes parz una bronquitis
comn, en todos {os casos €n que se expectara con sangre y, desde luego, en todo derrame
pleural a cualquier edad. Los signos clinicos no son especificos v pueden ser confundidos,

por gjemplo, con cancer pulinonar o neumopatias agudas, micosis pulmonares o neumonias
por Klebsiella™ ",

Radiologia

La radiografia de térax es el método més sensible para el diagndstico de la tuberculosis
pulmonar, el problema es que es un método considerablemente méas carc y menos
especifico que la bacteriologia. Las imédgenes producidas se incluven en el diagnéstico
diferencial de las patologias respiratorias y de muchas enfermedades sistémicas, y aunque
se insiste en su inespecificidad, con frecuencia son bastante sugerentes ®,

Es caracteristica la localizacidn de lesiones en las partes altas de los pulmones,
especialmente en los segmentos apicales. De particular importancia préctica es la distincion
entre lesiones radioldgicas activas e inactivas. El aspecto radioldgico puede ser equivoco,
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de modo que el veredicto final dependera de los estudios bacteriolégicos v de la evolucion
de las lesiones, ya sea espontineamente o bajo tratamiento®,

Otras técnicas radiolégicas, tales como la tomografia computarizada del iérax o la
resonancia magnética nuclear, pueden emplearse para aclarar mas ficilmente la
composicién de lesiones de estructura compleja, sin embargo son més caras ¥ menos

accesibles, y no aportan ventajas diagndsticas especiales en la gran mayoria de los casos 5.

Estudio microscépico (haciloscopia)

La muestra clinica, de expectoracién comunmente, se tifie mediante la tincién de Ziehl-
Neelsen o de Kinyoun, con lo cual se observan bastoncillos ligeramente curvados, T0jos
sobre fondo azul. También se usan colorantes fluorocrdmicos (auramina-rodamina de
Truant) para observacién al microscopio de flucrescencia .

El limite més bajo de deteccidn de esta prueba en espute es de 0.5 a 1.0 x 10 bacilos / mL
de muestra. La sensibilidad aumenta en muestras respiratorias sobre todo en pacientes con
signos radiolégicos de cavitacién y se incrementa también hasta un 90 % si el esputo se
concentra previamente. Lz especificidad es vecina al 95 %, pero depende de la muestra, por
ejemplo, en liquido cefalorraquideo (LCR) un frotis positivo es diagndstico de tuberculosis
meningea con alta probabilidad, pere en muestra de esputo es mucho menos especifica, ya
que la microscopia no discrimina entre M. tuberculosis y micobacterias diferentes de
tuberculosis (MOOT) &1,

El informe se da como sigue

OBSERVACIONES RESULTADO
No hay BAAR en 100 campos observados Negativo
Menos de 1 BAAR / campo, en promedio, en 100 campos observados +
i-10 BAAR / campo, en promedio, en 50 campos observados +
Mds de 10 BAAR / campo, en 20 campos observados e+

Cultive tradicional

El diagndstico definitivo se establece con el aislamiento del bacile a partir de
expectoracion, lavado géstrico, liquido pleural, LCR, orina y en tejido de biopsia ®
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Las muestras se inoculan en medios con huevo (Lowenstein-Jensen, ATS) o agar
(Middiebrook 7HS, 10, 11) y se incuban durante 3 o mas semanzs. Basta que existan méis
de 10 bacilos/mL en muestras digeridas (NaOH 2 %) y concentradas para ser positivo. Las
colonias aparecen como rugosas, no pigmentadas, formando cordones. La identificacién de
especies incluye determinacién de temperatura de crecimiento, acumulacién de niacina y
reduccion de nitratos (M. bovis es negativo para ambos caracteres), actividad de catalasa a
un pH de 7 y 68 °C de temperatura y actividad de ariisulfatasa, ademss de ser sensible a 1a
isoniazida (INH) ™%

Cultivo BACTEC

Es un método autematizado, que emplea ¢l medio liquide Middlebrook enriquecido en
4cido palmitico marcade con MC, ur isétopo radivactivo, que emite radiaciones beta ®,

La muestra se siembra en el medio, v si hay micobacterias vivas, al metabelizar los dcidos
grasos con “*C, liberan el isétopo en forma de CQ, marcado, de donde es aspirado y llevado
a una cdmara de ionizacién y fransformade en una corriente eléctrica proporcional a la
cantidad de bacilos que haya en la muesira. El resultado se expresa como “indice de
crecimiento”. No se utiliza para primoaislamiente sino para pruebas de sensibilidad a
antibidticos o para ¢l diagndstico diferencial entre las distintas especies micobacterianas, EL
tiempo para la deteccién es de I a 2 semanas *3,

El cultive en medio sélido v el sistema BACTEC son significativamente més sensibles v
especificos que la tincidn. Los cultivos, seglin Morgan ef al. (1983), tienen 40 % més de
sensibilidad que la tincién, aungue son mucho més lentos. El BACTEC tiene hasta 72 % de
capacidad de recuperacion comparado con 89 % del sistema convencicnal (Middlebrook
7H10, Middlebrook 7H11 y Lowenstein-Jensen). En conclusidn, los frotis permanecen
como el estindar de oro para un diagndstico rapide, mientras ¢l cultivo lo es para un
diagndéstico sensible v especifico .

Pruebas cutdneas

Actualmente se utiliza el derivado proteico purificado (PPD), que se aplica con la técnica de
Mantoux. La dosis de anifgeno maés habitual es de 5 unidades de tuberculina (equivalente a
0.1ug de PPD), aunque en México y paises de alta endemicidad se emplean 2 unidades. Se
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inoculan por via intradérmica en fa parte anterior del brazo v la reaccién se mide a las 48-72

horas, interpretindose como sigue ** '

DIAMETRG DE INDURACION INTERPRETACION

Mayor 0 iguala 5 mm positiva en mifios menores de 5 aflos sin antecedentes de aplicacién de
BCG, en nifios con factores de riesgo como mmumosupresién, v en
pacientes en contacto reciente con enfermaos tuberculosos no tratadas.

Mayor o igual 2 10 mm posutiva en nifios menores de 5 afios, pacientes mmunccomprometidos
vy en individuos en condiciones de alto riesgo.
Mayor o igual a 15 mm positiva en cualquier mdividuo siz factares de riesgo.
Sin induracion No excluye la posibilidad de infeccidn®

* En ¢l Instituto Naciona! de Pediatria, en miios con diagnostico de probable tuberculosis, ¢l PPD es negativo en 50 %

de los casos. En Estados Unidos se reporta PPD negativo en 10 % de ios nifios con tuberculosis confirmada por cuitiva.
Serologia

La historia de las pruebas serolégicas para la tuberculosis hasta 1972 describe 1a aplicacion
de numerosas técnicas sin el conocimiento de la reactividad cruzada de los antigenos
micobacterianos. En consecuencia, estas pruebas resultaron altamente variables, v sélo
mostraron alta sensibilidad si era comrespondida por una pobre especificidad. Entre estas
pruebas estan : fijacion del complemento, hemaglutinacién, radioinmunoensayo {(en esta
ultima técnica, uno de los mayores avances fie la demostracién de anticuerpos contra M.
tuberculosis en suero de sujetos sin exposicidn al bacilo) y ELIS4 [Ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas) *°.

Actualmente, con la técnica de ELISA es posible hacer el diagndstico seroldgico de la
tuberculosis con una sensibilidad cercana al 90 % y una especificidad préxima al 100% en
enfermos baciliferos, con una fuerte carga antigénica. Desafortunadamente, la sensibilidad
€5 menor en las tubercuiosis paucibaciiares y extrapulmonares, que es justamente donde las
técnicas bacterioldgicas también muestran sus mayores limitaciones. El serodiagndstico
positivo en la tuberculosis extrapulmonar ¥ en la pulmonar con bacilescopia negativa, ha
variado entre 30 y 75 %, aunque su deteccidén ha sido beneficiada con el uso de antigencs
como las protefnas de 14 y 19 %Da 2,

La técnica de ELISA usando antigeno en fase sdlida, es el ensayo serolégico mas
comtnmente usado. Se han desarrollado ensayos empleando extractos crudos, sxtractos
protefnicds y derivados de constituyentes de M. fuberculosis como glicolipidos,
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polisacéridos y antigenos purificados como el antigeno de 38 kDa, con el cual se ha lograde
una especificidad cercana al 80 % en casos de tuberculosis pulmonar con bacilescopia
positiva. Se han desarrollado ensayos empleando extractos solubles de BCG, lograndose
una sensibilidad de 91.5 % y una especificidad de 92.5 %, vy también se han utilizado
derivados de la tuberculina, entre otros 3 '*%.

Se ha logrado hacer el diagnéstico de tuberculosis meningea con la medicién de IgG ¢ IgM
anti-PPD en LCR, con una sensibilidad y especificidad superiores al 90 %. De igual manera
se ha utilizado un ELISA indirecto amplificado para detectar IgG en LCR empleando un
extracto soluble de M. tuberculosis y se han obtenido valores de sensibilidad de 95 % v de
especificidad cercana al 100 %. Otros autores se han acercado también al 100 % con el
emplec de un doble antigeno (antigeno citosdlico de M. ruberculosis muy especifico y
antigeno 60 derivade de BCG muy sensible). También se ha demostrado respuesta
inmunodominante de IgG contra la LAM (lipoarabinomanana) y contra la protefna de 14
kDia en estos casos ¥ 15 %,

Se ha evaluado una preparacién del antigeno 6 (cuyo principal constituyente es el antigeno
de 30 kDa de M. ruberculosis) con resultados menos satisfactorios que con &l antigeno 5 v
el antigeno de 38 kDa '°.

La extraccién de antigenos proteinicos purificados del bacilo fuberculoso ha dado como
resultade sélo un antigeno semipurificado (A80), el cual forma las bases de una prueba

comercial de diagnostico (Anda Biologicals, Strasbourg, Francia) *°.

Diagndstico molecular

Desde el primer reporte por Brisson-Noél ef of. (1989) un gran nimero de secuencias de
DNA de M. tuberculosis se han usado como blancos para la PCR {reaccion en cadena de Ja
polimerasa), una técnica répida en donde se logra la generacion in vitro de millones de
copias de un segmento de DNA especifico. Estos blancos especificos estan representados
por el gen de la proteina de 38 kDa, Ia secuencia de insercién IS61 10, repetida 10-16 veces
en el cromososma del complejo M. tuberculosis, el gen de la proteina de choque térmico
(HSP) de 65 kDa y el RNA nbosomal (fRNA) .

Usando iniciadores complementarios a la secuencia del gen de la proteina de 38 kDa,
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Miyazaky et al. (1993) lograron en 35 ciclos un limite de deteccidn de 100 unidades
formadoras de colonias (cfir} de M. tuberculosis/ml., y cuando ¢l producto del primer PCR
se amplificd por segunda ocasion (35 ciclos mas) se logré detectar hasta 0.1 cfu / mL. La
sensibilidad de la prueba fue de 97 % %

Por otro lado, amplificando Ia secuencia repetida IS6110 de esputo, lavado
bronquioalveolar, liquido pleural, sangre y orina, varios investigadores como Eisenach et
al. (1991) y Forbes and Hicks (1993) han detectado hasta 0.23-0.023 cf/ml. usando 40
ciclos de amplificacidn, La sensibilidad de la técnica ha variado de 74 a 81 % con rangos de
especificidad de 72 a 100 % ¥

Utilizando secuencias conservadas del gen de ia hsp de 65 kDa de M. fuberculosis v de
MOTT se ha buscade un diagnéstico genérico de la infeccidn micobacteriana, y con la
hibridacién del producto de PCR se ha buscado la identificacién de las especies infectantes.
Pierre er al. (1991) cbtuvieron un 39 % de sensibilidad con este ensayo usando 50 ciclos de
amplificacién, y los mismos avtores, usando un protocolo con 56 ciclos més obtuvieron un

3 % de sensibilidad y un 91 % de especificidad, mejor incluso que con el cultivo .

Por iltimo, la transcripcidn reversa del RNA ribosomal 165 (un componente abundante de
los ribosomas micobacterianos), presenta varias ventajas; primero, se facilita la deteccion
por la alta expresién del rRNA 168 (10*-10 copias por célula) al ser producido un nilmmero
igual de copias de ¢cDNA para un PCR, v segundo, por la presencia de secuencias altamente
conservadas del rfRNA 148 se pusde lograr ]a amplificacién del DNA para un diagndstico
genérico de la infeccidn, en forma similar al que se busca con la hsp 65. Incluso existe un
equipo comercial empleando la amplificacidn del rRNA 165 (MTD, Gen-Probe). La
sensibilidad de esta prueba estd entre 82-100% con una especificidad de 99-100% 2.

Seguramente el uso de la biologia molecular es la solucidn a futuro, aunque todavia
requi¢re de su estandarizacidn en forma adecuada y definifiva 14,

Como va se deseribid en la parte de serologia, se han desarrollado multiples ensayos
mmuncenzimaticos, sin embargo ¢l hecho de ser prusbas indirectas y ademdés [a existencia
de rsacciones cruzadas con otros antigenos micobacterianos han provocado que dichos
ensayos sélo sean utilizados como pruebas complementarias y que el cultivo siga siendo la
prueba confirmativa, adm con sus limitaciones.
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La técnica de inmunoelectrotransferencia (IET), descrita por Towbin (1979), es uno de los
métodos inmunoenzimaticos més Wtiles en la actualidad para el diagnéstico de algunas
infecciones activas asf como para analizar una mezcla de antigenos o para demostrar
variaciones individuales de la magnitud de las respuestas. Permite identificar antigenos
inmunodominantes reconocidos por anticuerpos especificos provenientes del paciente. La
IET combina ¢l poder resolutivo de la electroforesis en geles de poliacrilamids, que separa
moléculas de acuerdo a su peso meolecular y carga, las cuales a su vez son
electrotransferidas a papel de nitrocelulosa para posteriormente llevarse a cabo el
reconocimiento antigeno-anticuerpo en la fase sdlida. Esta inmunodeteccién se hace
evidente por la adicién de un segundo anticuerpo marcado con una enzima y la adicidn del

sustrato correspondiente ™ *,

Esta técnica no ha sido considerada atin en el diagndstico de tuberculosis, debido a la falta
de un patrén definido de antigenos que oftezcan resultados consistentes en los diferentes
iaboratorios y al hecho de tratarse de upa prueba indirecta al igual que la prueba de ELISA,
lo cual es importanie considerar porque la presencia de anticuerpos no es indicative
obligado de enfermedad activa, por encontrarmnos en un pais en el cual la gran mayoria de la
poblacién ha estado expuesta a micobacterias, ya sea naturalmente o por vacunacion.
Actuzlmente sdlo tiene aplicacién en el dres de investigacion de esta enfermedad, donde
resulta de gran utilidad por permitir observar la respuesta hacia ant{genos mdividuales con
una alta especificidad, aunque 12 sensibilidad sea menor a 1z de un ELISA.

En este trabajo se evalia la utilizacion de lz téenica de IET para el diagnéstico de la
tuberculosis activa en base a la existencia de reaccién hacia antigenos de bajo peso
molecular (por debajo de 15 kDa), los cuales no han enconirado una aplicacidn definitiva en
¢l diagndstico serolégico de esta enfermedad. Para evaluar dicha técnica se toma como
“estindar de oro” el desamrclle de M. tuberculosis en medio de cultivo Lowenstein Jensen,
y tarbién se comparan ofras técnicas (BAAR vy ELISA).

Un producto importante de la investigacion puede ser la aplicacidn del método para el

diagndstico de la tuberculosis extrapulmonar cuya identificacién correcta ain es un serio
problema para los médicos tratanies.

22



OBJETIVO GENERAL

¢ Identificar los antigenos de bajo peso molecular inmunorrelevantes para el diagnéstico
de la infeccidn con Mycobacterium tuberculosis mediante la svaluscién de la respuesta
humoral de pacientes con mberculosis activa, de pacientes con padecimientos
pulmonares no tuberculosos y de testigos aparentemente sanos, utilizando la técnica de
mmuncelectrotransferencia (Western-blot).

OBJETIVOS PARTICULARES

+ Separar y caracterizar los antigenos de bajo peso molecular de M. fuberculosis por medio
de la técnica de electroforesis en geles de poliacrilamida al 18 % y con 1% de glicerol.

s [Estandarizar la metodologia a segnir en la técnica de inmunoelectrotransferencia para la

evaluacidn de log antigenos de bajo peso molecuiar.

+ Estimar y comparar la calidad diagnostica de 1a IET con la de algunas técnicas de rufina
{(BAAR, ELISA) en la deteccidn de casos de tuberculosis activa.

HIPOTESIS

La utilizacién de geles de poliacrilarmida al 18 % para la separacidn de moléculas de bajo
peso melecular de M. fuberculosis y la estandarizacién de la técnica de
inmunoelectrotransferenciz para evaluar la respuesta inmunolégica hacia dichas moléculas
permitirdn contar con una técnica suficientemente especifica y sensible para ser utilizada
como prueba diagndstica de tuberculosis activa.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

o Cepe H37Rv de Mycobacterium tuberculosis en medio Lowenstein-Jensen.

* 94 sueros de individuos adultos tosedores clasificados clinicamente como sugerentes de
tuberculosis, provenientes del servicio de Neumnolegia del Hospital General de México.

¢ 20 sueros de individucs aparentemente sanos, provenientes del banco de sueros del
IMSS Centro Médico La Raza.

* 14 sueros de individuos con lepra, obtenidos del banco de sueros del Departamento de
Investigaciones Inmunologicas, INDRE.

* 16 sucros de pacientes con histoplasmosis, del laboratorio de Micologia, INDRE.

» 12 sueros de pacientes con ofras micosis, def laboratorio de Micologia del INDRE.

* 18 sueros de pacienfes con cisticercosis, del barco de suercs del Departamento de
Investigaciones Inmunolégicas, INDRE.

* Sueros negativos a tuberculosis, del IMSS La Raza.

» Sueros positivos a tuberculosis pulmonar comprobada por cultivo, del banco de sueros
del Departamento de Investigaciones Inmunclégicas, INDRE.

MATERIAL QUIMICO ¥ EQUIPO

» Sonicador Cell Disruptor Model W-370, * Balanza granataria Ohaus.

Heat Systems; Ultrasonics. s Bazlanza analitica Chyo.
e Estufa para medios de cultivo. » Refrigerador (4°C).
o Cenfrifuga refrigerada Damon/IEC. * Congelador (-20°C).
* Microcentrifuga refrigerada Hermle Z252M. o Ultracongelador (-70°C).
* Campana de bioseguridad tipo I1. * Espectrofotdmetro Spectronic 21D,
* Agitador mecénico. s Parrilla con temperatura varizble.
s Eguipo de electrotransferencia Bio-Rad. ¢ Micropipetas de 1-10pL, 10-100pL v
+ Equipo de electroforesis Bio-Rad Protean II. 250-1000uL. Eppendorf.
+ Fuente de poder Bio-Rad. + Pipetas graduadasde 5 y 10 mL.
¢ Multiscreen Bio-Rad. ¢ Tubos Eppendorf.
o Potenciometro digital Corning. ¢ Filtros MST Caneo de 0.45 y 022 p.

¢ Material de vidrio Pyrex (matraces, tubos de o Bafio Maria Fisher Scientific.
ensaye, vasos, probetas, embudos, etc.) * Papel de nitrocelulosa Bio-Rad.
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MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

» Cepa HxiRv de Mycobacterium tuberculosis en medio Lowenstein-Tensen.

¢ 94 sueros de individuos adultos tosedores clasificados clinicamente como sugerentes de
tuberculosis, provenientes del servicio de Neumologia del Hospital General de México.

¢ 20 sueros de individuos aparentemente sanos, provenientes del banco de sueros del
IMSS Centro Médico La Raza.

¢ 14 sueros de individuos con Jepra, obtenidos det banco de sueros del Departamento de
Investigaciones Inmunoldgicas, INDRE.

* 16 sueros de pacientes con histoplasmosis, del laboratorio de Micologia, INDRE.

* 12 sueros de pacientes con otras micosis, del laboratorio de Micclogia del INDRE.

* 18 sueros de pacientes con cisticercosis, del banco de sueros del Departamento de
Investigaciones Inmunoldgicas, INDRE.

» Sueros negativos a tuberculosis, del IMSS La Raza.

¢ Sueros positives a tuberculosis pulmonar comprobada por cultive, del banco de sueros
del Departamento de Investigaciones Inmunoldgicas, INDRE,

MATERIAL QUIMICO ¥ EQUIPO

o Sonicador Cell Disruptor Model W-370, * Bazlanza granataria Ghaus.
Heat Systems; Ultrasonics. » Balanza analitica Chyo.
» Estufa para medics de cultivo. + Refrigerador (4°C).
» Centrifuga refrigerada Damon/IEC. + Congelador {-26°C).
+ Microcentrifuga refrigerada Hermle Z252M. » Ultracongelador (-70°C).
* Campana de bioseguridad tipg 1L » Espectrofotémetro Specironic 21D.
e Agitador mecénico. ¢ Parrilla con temperatura variable.
s Equipo de electrotransferencia Bro-Rad. e Micropipetas de 1-10uL, 10-100uL y
» Equipo de electroforesis Bio-Rad Protean I, 250-1000uL Eppendorf.
» TFuente de poder Bio-Rad. » Pipetas graduadas de 5y 10 mL.
* Multiscreen Bio-Rad. = Tubos Eppendorf.
« Potencidmetro digital Corning. s Filtros MST Cameo de 0.45 y 0.22 1.

* Materizl de vidrio Pyrex (matraces, tubos de e Bafio Maria Fisher Scientific.
ensaye, vasos, probetas, embudos, &tc.) ¢ Papel de nitrocelulosa Bio-Rad.
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SOLUCIONES ¥ REACTIVOS

e Medio Sauton & pH 7.2,

* Solucidn salina al 0.85 %,

» Solucién de acrilamida para el gel
separador (37.7% T 0.5% C ).

¢ Soluci¢n de acrilamida para et gel
concentrador (39.4% T 4.83% C ).

» Buffer para el gel separador
(Tris 3.0 M, pH 9.3).

» Buffer para el gel concentrador
(Tris 0.5 M, pH 6.8).

* Dodecil sulfato de sodio at 10% Bio-Rad.

e Persulfato de amonio {psa) al 10% Sigma.

* Azul de bromofenol (0.5% w/v en
etanol al 10%).

* Cilicero} al 10% Sigma.

+ Reactivo de Schiff.

* Acido peryddico al 0.25 % Sigma.

s Agido clorhidrico 2N.

e Acido acético al 7.5 % y al 10 %.

» Dicromato de potasio 3.4 mM.

¢ Acido nitrico 3.2 mM.

= Carbonato de sodio 0.28 M.

¢ Formaldehido 0.008 %.

» Metanol 40 % / dcido acético 10 %.

s Etanol 10 % / &cido acético 5 %.

» Nitrato de plata 0.020 M.

METODOLOGIA

Obtencidn del extracto soluble

Regulador de corrimiento.

Regulador de muestra.

Colorante de trabajo azul

de Coomassie (ver anexo 1).

Solucion decolorante de geles tefiidos
con azul de Coomassie (ver anexo 1).
Regulador de transferencia,

PBS 0.01 MpH 7.4.

PBS-Tween 0.1 %.

PBS-Tween 0.1 %-albdimina sérica
bovina 1.0 %.

Rojo de Ponceau S Sigma,

Anti-IgG humana en cabra-peroxidasa
Bio-Rad.

Tetracloruro de diaminobencidina (DAB).
Marcadores de peso molecular GIBCO
pretefiidos (2.9-44 kDa),

Carbonato de sodic 2 % en NaOH 0.1N.
Tartrato de sodio al 2 %.

Sulfato de cobre al 1 %.

Reactivo de Folin-Ciocalteu Sigma.
Albtimina sérica bovina Sigma

(0.2 mg /mL).

Sudan negro B Sigma.

Etancl 60 %.

Propilenglicol al 85 %.

1. Seinoculd en medio Sauton la cepa H37Rv y se incubé 5 semanas a 37°C#*.

2. Se inactivé la masa bacteriana a 65°C por 30 minutos en bafio Maria y se cosechd por

filiracién & través de papel filtro, se recolectd la masa baciler con ayuda de un
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SOLUCIONES Y REACTIVOS

» Medio Sauton a pH 7.2.

* Solucién salina al .85 %.

o Solucién de acrilamida para el gel
separador (37.7% T 0.5% C ,.).

» Solucién de acrilamida para el gel
concentrador (39.4% T 4.8% C ,,.).

s Buffer para el gel separador
{Tris 3.0 M, pH 9.3).

* Buffer para e} gel concentrador
(Tris 0.5 M, pH 6.8},

» Dodecil snlfato de sodio al 10% Bio-Rad.

¢ Persulfato de amonio (psa) al 10% Sigma.

« Azl de bromofenof (0.5% w/v en
etanol al 10%).

* Glicerol al 10% Sigma.

+ Reactivo de Schiff.

e Acido peryédice al 0.25 % Sigma.

¢ Acido clorhidrico 2N.

e Acido acético al 7.5 % y al 10 %.

¢ Dicromato de potasio 3.4 mM.

s Acido nitrico 3.2 mM.

+ Carbonato de sodio 0.28 M.

e Formaldehido 0.008 %.

* Metanol 40 % / dcido acético 10 %.

» Etanol 10 % / acido acético 5 %.

» Nitrato de plata 0.020 M.

METODOLOGIA

Obtencion del extracio soluble

Regulador de comimiento.

Regulador de muestra.

Colorante de trabajo azul

de Coomassie (ver anexo 1),

Solucién decolorante de geles tefiidos
con azul de Coomassie (ver anexo 1).
Regulador de transferencia.

PBS 0.01 MpH 7.4.

PBS-Tween 0.1 %.

PBS-Tween 0.1 %-albiimina sérica
bovina 1.0 %.

Rojo de Ponceau S Sigma.

Anti-IgG humana en cabra-peroxidasa
Bio-Rad.

Tetracloruro de diaminobencidina (DAB).
Marcadores de peso molecular GIBCO
pretefiidos (2.9-44 kDa),

Carbonato de sodic 2 % en NaOH 0.IN.
Tartrato de sedio al 2 %,

Sulfato de cobre at 1 %.

Reactivo de Folin-Ciocalteu Sigma.
Albtimina sérica bovina Sigma

(0.2 mg /fmL).

Sudan negro B Sigma.

Etanol 60 %.

Propilenglicol al 85 %,

1. Se inoculd en medio Sauion la cepa Hi7Ry v se incubd 5 semnanas a 37°C* %,

2. Se inactivd la masa bacteriana a 65°C por 30 minutos en bafio Marfa y se coseché por

filtracidn a través de papel filiro, se recolectd la masa bacilar con ayuda de un
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abatelenguas ¥ se lavé 3 veces con solucién salina al 0.85 %. Se conservé en solucién
salina al 0.85 % en tubos con tapde de rosca hasta su ugo, a -70°C.

. Se sonicaron aproximadamente 15 g de 1a biomasa en bafio de hieio durante 10 minutos

a 118 watts con intervalos de I minuto.

. Secentrifugd a 17000 g durante 20 minutos a 4°C.
. Se desechd el precipitado, s¢ colecté el sobrenadante y se filtro por (.45 ¥ 0.22 um para

obtener finalmente el extracto soluble de M. ruberculosis.

- Se determing la concentracidn de proteinas del extracto por el método de Lowry * (ver

anexo 2), y se obtuvo una concentracién de 2.5 mg/mL. Se dividié en alicuotas ¥
conservd hasta suuso a - 70° C,

Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

n

. Se Hevaron los reactivos para preparar geles a temperatura ambiente, es necesario

preparar nuevos por lo menos cada mes y evitar la formacidn de componentes
indeseables en ta mezcla de mondmeros.

. Se lavaron los vidrios de las cémmaras de electroforesis con detergente neutro liquido

{extran}, secando al aire o con lavados de etanol.

. Se armaron los vidrios formando un "sandwich" con los separadores, se ajustaron y

colocaron en sus respectivos soportes, se marcé el limite de los geles con ayuda de la
tarjeta alineadora.

- Para asegurar que no existiera fuga se agregé agua a cada compartimiento, se vertié ésta

¥ sesecaron los compartimientos.

. Se prepard ¢l persulfato de amonio justo antes de usarse.
- Se agregd en un matraz limpio cada reactivo para formar el gel separador v se vertis la

mezcla hasta 12 marca dibujada en los vidrios

Camponente del gel separador Canddad parg 2 geles chicos

Acrilamida 907 mL

Agua destilada 1.75 mL
Glicerol al 10% 1.7mL

Amortiguador del gel separador 424 mlL
SDS al 10% 170 L
FPersulfuto de amonio al 10% 48 nl
TEMED 24 pL
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7. Después se agregaron lentamente unas gotas de isopropanot, lo cual permitié observar la
formacién del limite superior del gel separador. El tiempo en gelificar para un gel chico
fue de aproximadamente 20 minutes.

8. Selavo con agua para eliminar el exceso de zlcohol y se secé.

9. Se prepararon las cantidades de extracto de M. tuberculosis de 1a siguiente forma:

Para la [ET se usaron 200 pg/gel preparativo y para las tinciones se usaron 40ug/carril
en un gel con 5 carriles. Posteriormente se agregd un volumen igual de regulador de
muestra y se hirvié l2 mezcla durante 90 segundos, se dejé enfriar y se agregd 1L de
azul de bromofeno! por cada 100 pL de volumen total.

10.Se agregé en un matraz limpio cada reactivo para formar el gel concentrador *, se vertis
la mezcla hasta el borde superior de los vidrios y se cclocd el peine deseado.

Componente del gel concentrador Cantided para 2 geles chicos
crilamida 232mlL
Agua destifada 382mlL
Glicerol al 10% ImlL
Amortiguador del gel separador 2.5 mL
SD3 al 10% 100 L
Persulfato de amonto ol 10% 30 uL
TEMED 24 uL

12.8e prepard ef regulador de corrimiento.

13.Altérmino de la gelificacion (10-15 minutos}), se retiraron los peines v se lavé con agua.

14.5e ensamblaron los "sandwiches" de vidrio en ¢l soporte que contiene los electrodos.

15.5¢ agregd el regulador de corrimiento en los 2 tanques de 1a cémara, el interior debe ser
nueve en cada corrida v el exterior puede usarse 3 § 4 veces.

16.S¢ colocaron cuidadosamente los exiractos en los camiles deseados.

17.8¢ colocaron 5 pL de los marcadores de bajo peso molecular Gibeo en el carril
comrespondiente.

18.3¢ conectaron los cables a la fuente de poder ¥ se ajusto la corriente empleada para cada

gel:
1 gel
(el concentrador - I3 md
Gel separador it mAd

19.8¢ procedi6 a tefiir con las siguientes tinciones: azul de Coomassie, Sudan negro ¥,
plata™ y tincién de PAS ¥ (ver anexo 3), o bien a transferir a papel de nitrocelulosa.
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Electrotransferencia ¥

1. En un recipiente se coloct la cantidad suficiente del regulador de transferencia pH 8.3
para cubrir tas esponjas y papel fltro.

2. Los geles se sacaron cuidadosamente de los vidrios y se colocaron en otro recipiente
conteniendo €l mismo regulador. Se incubaron por 15 minutos a temperatura ambiente.

3. Se cortd el papel de nitrocelulosa del tamafio del gel y también se hidratd, primero con
agua {5 minutos}) y luego en ¢l regulador de transferencia (10 minutos).

4. Se alinearon tanto el pape! de nimoceluiosa como el gel v se hicieron unas marcas con
lapiz en el papel para reconocer [os limites y orientacidn del gel. Es necesario revisar
perfectamente que entre ellos no exisian burbujas, ya que provocarfan una mala
transferencia de las proteinas al papel,

5. Se procedid a ensamblar los cassettes formados por la esponja, un pedazo del papel
filtro, & papel de nitrocelulosa, el gel, papel filtro y esponja.

6. Cada cassette se incorpord al tanque de la camara de transferencia lleno con el regulador
y su refrigerante previamente congelado.

7. Se conectaron los electrodos de la tapa & la fuente de poder v se realizd la transferencia
durante 1 hora a 100 volts o bien toda ia noche a 80 mA. La camara debe contener una
bamra magnética que disperse el calor generado por el voltaje ademés del refrigerante

previamente congelado, y estar colocada encima de un agitador magnético.
Inmunodeteccion

1. Una vez transcurrido el tiempo, se sacaron los cassettes y se tomd el papel de
nitrocelulosa transferido, se tifié con rojo de Ponceau S para verificar la correcta
transferencia y después se destifid con agua comriente. Se colocS en un recipiente con
PBS-Tween 20 0.1% y se realizaron 2 lavados de 5 minutos cada uno.

2. La membrana se bloqued con PBS-Tween 20 0.1%-albimina sérica bovina 1% durante 1
horz a temperatura ambiente y en agitacién.

3. Se hicieron 3 lavados (10 min ¢/u1) con PBS-Tween 20 0.1%.

4 Se¢ acomods la membrana de nitrocelulosa en el multiscreen (Bio-Rad).

5. Se diluyeron los sucros problema y los testigos 1:100 en PBS-Tween 20 0.1%-albtimina
sérica bovina 0.1%. Se colocaron 500 L de la dilucién de cada suero por camil y se
incubé 1 hora a temperatura ambiente con agitacién.

6. Se lavo 5 veces {6 minutos ¢/u) con PBS-Tween 20 0.1%.
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7. Se agregé el conjugado anti-IgG humana-peroxidasa Bio-Rad (diluido 1:500 en PBS-
Tween 20 0.1%-leche 5%) € incubé 1 hora 2 temperatura ambiente y en agitacion .

8. Selavd 5 veces (12 minuios ¢/u) con PBS-Tween 20 0.1%.

9. Finalmente se agregd el sustrato (H,0, al 30 %) y el cromégeno (DAB Sigma), que se
prepararon jusio antes de usarse, v se incubd 20 minutos hasta observar lag bandas de
color café. Se lavaron las tiras con suficiente agua destilada y se secaron al aire para el
andlisis posterior.

Andlisis de las tiras de Western bloi

El céleulo de el peso molecular de las bandas antigénicas reconocidas se efectud por
determinacion del Rf (distancia del limite del gel a la banda de interés / disiancia del lmite
del gel hasta el frente del corruniento}. Se comparé el patrén antigénico revelado por cada
suerc problema con el de los sueros testigo tanto negativos como positivos v se determind
la banda que discriminaba los casos positivos de los negativos a la enfermedad.

Estos resultados se compararon con resultados obtenidos en estudios aplicades al grupo de
sueros problema: ELISA (con un extracto de BCG), realizado en el lzboratorio de
Investigaciones Inmunoldgicas del INDRE y cultivo en medio Lowenstein-Jensen v
baciloscopia (BAAR) por la técnica de Zehl-Neelsen, efectuados en el lzboratorio de
Micobacterias de] INDRE. Posteriormente se realizd ef andlisis estadistico correspondiente
{ver anexo 4), tornando como estindar al cultivo.
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PLANDE TRABAJO

Cultivo de M. tuberculosis Hy7Rv en medio Sauton

!

Inactivar y cosechar las bacterias

!

Obtencidn del extracio sofeble por sonicado de 1a bacteria

i

Electreforesis en geles de potiacrilamida
(SDS-PAGE) al 18 Y%con 1 % de glicero} ~ wewmmmdy- Tinciones

|

Electrotransferencia a papel de nitroceluiosa (PNC)

!

Inmunorreaccién con los diferentes grupos
de sueros, conjugado y sustrato

l

Andlisis de las tiras de Western blot
(calculo del peso molecular de las bandas de interés)

}

Anilisis estadistico



RESULTADOS

En la tabla 2 se muestra una comparacién de 1os resultados de Iz IET con los resultados
obtenidos en el cultivo en medio Lowenstein-Jensen, la prueba de ELISA y baciloscopia
con Zehl-Neelsen para las 94 muestras estudiadas.

Tabla 2. Resuliados de las pruchas aplicadas a la poblacién de sueros problema.
0 = resultado negativo; 1= resultado pesitivo; TBP= tuberculosis puimonar;
EPOC= enfermedad pulmonar obstructiva crénica.

SUERQ | EDAD DIAGNOSTICO BAAR | C-LJ |ELISA| IET
1 27 TBP 0 0 0 1
2 39 Cancer metastasico 0 0 0 0
3 62 Céancer broncogénico 0 0 0 0
4 71 Cancer broncogémeo 0 0 1 1
3 Asma 0 0 1 1
6 22 Derramg pleural 0 0 1 ¢
7 Derrame pleural 0 0 0 0
8 62 Cancer broncogénico 1 0 1 0
G 38 Nenmonia 0 0 1 1
10 45 TBP III 1 1 1 I
11 3 TBP IIi reactivacion 1 0 1 1
12 27 TBP {-) Iaringea 1 1 1 1
13 43 TBP IIT 1 1 0 1
14 38 TBP 11T 0 1 1 1
13 71 TBPIII 0 1 1 1
16 50 Bronquitis crénica 0 0 0 0
17 25 TRP II H 1 1 1
18 26 Bronquitis cronica 0 ¢ 1 0
19 23 EPOCB 0 0 0 0

20 25 Branquitis ¢rénica 1 1 1 i
21 28 TBP I 1 1 1 1
22 43 Bronguitis cronica 0 0 1 o
23 19 TBP 1 1 0 !
24 29 EPGC ) 0 1 1
25 58 EPOC 0 ¢ 1 Y
26 52 EPOC 0 0 1 H
27 28 Bronquitis crémca o 0 0 1
28 64 TBP I 1 I 1
29 60 Brongquitis cronica 0 ¢ 1 i
30 42 TBP 1 0 0 1 0
31 55 TBP III 0 ] 1 0
32 52 TBP HI 1 1 1 o
33 37 | TBPII 1 1 1 1




SUERG | EDAD DIAGNOSTICO BAAR | C-LJ \ELISA| IET
34 39 TBPIII 0 0 0 0
35 38 TBRIN 1 i 1 H
36 65 TBP IIf 0 G 1 [
37 [ TRP 111 0 1 0 0
38 26 TBPIII 1 I 1 0o
39 28 TBP I 1 1 1 1
40 38 TBP I 1 1 1 0
41 29 EPOC 9 0 0 &
42 24 Asma bronquial 0 0 0 0
43 54 Asma v} 0 0 0
44 19 TBP III prob Renal 1 1 1 i
45 36 EPOC 0 0 ] 1
46 69 Bronguits G 0 Y 0
47 39 Broaquitis asmatiforme o [ 0 1
48 33 TBPIII 1 1 i 1
49 49 Bronquiectasias 0 0 1 1
50 71 Bronguitis crénica 0 0 0 G
5 28 Bronquitis cronica [t} 0 0 0
52 46 ! Bronguitis crénica 0 0 0 ¢
53 21 Asma bronguial 0 0 0 0
54 55 TB nuliar 1 0 0 0
55 31 Bronguitis crénica 0 0 0 0
56 79 Bronquitis crdnica 1 0 0 0
37 60 Brenguitis crinica 0 0 0 ] 0
38 38 Bronquits crémca 0 0 0 1 0
59 63 Bronquitis cronica 0 0 0 0
&0 3 TBP III 1 I 1 1
61 65 1 Derrame pleural i} 0 0 0
62 74 Bronquitss crénica 0 0 0 0
63 &l Derrame pleural o] 0 ¢ 1
64 74  |Prob. Cancer broncogémco 0 0 i 0
65 45 Hemoptists en estudio 1 1 1 0
66 38 Granuloma faringeo 0 0 0 | ¢
67 40 TBP III 0 0 1 1]
68 60 Céncer broncogénco 0 0 1 1

[ 69 55 [ Prob. TRP ! 1 i 1
70 56 Empiema izquierdo 0 0 ] 0
71 49 Prob. Absceso pulmonar 0 0 0 G
72 73 Brenquitis crdnica 0 0 0 0
73 72 |Prob. Céncer broncogénico 0 0 1 o
74 60 TBV 0 0 1 0
[ 75 D) TRP 111 1 1 1 1
76 50 Prob. TBP 0 ] 1 0
77 18 TRP III 0 1 1 i
78 53 COR. Pulmonalle 0 0 0 1
79 55 Asma 0 0 0 0
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ESTIMACION DE LA CALIDAD DIAGNOSTICA DE LAS TECNICAS USADAS

SUERQ | EDAD DIAGNOSTICO BAAR | C-LJ |ELISA| IET
80 64 Céancer broncogénico 0 3} 0 0
81 33 TBP Il 0 0 1 1
82 73 EPOC 4] 0 0 0
83 75 Hemoptisis 0 0 1 !
84 66 EPOC ] [y 1 [}
| 85 60 Céncer pulmorar 0 0 1 0
[ 36 45 TBP 11 1 i 1 !
787 21 Aspergilloma pulmonar 0 G 0 ¢
83 20 TBP Il 0 0 1 0
89 51 Asma 0 0 [+ 0
S0 69 Neumonia basal 0 0 1 G
91 38 TBP 111 1 1 i 1
B 71 TBP 11 0 t 0 0
93 25 TBP i1 1 1 0 2
P94 40 TBPIII 1 1 1 1

Se aplicaron 4 aspectos para evaluar la calidad de las técnicas empleadas, tomando como

estandar al cultivo en medio Lowenstein-Jensen: sensibilidad (s), especificidad (sp}, valor

predictive de positividad (VPP) y valor predictive de negatividad (VPN) (ver anexo 4) %

IET

ELISA

W-B +
W-B -
Total

Enfermedad + Enfermedad - Total
21 1 18 39
2 47 55
29 [ 65 94

5={(21/29) 100 = 724 %

VPP =(21/39) 100 =53.8 %

BAAR +
BAAR -
Total

sp = (47 /65) 100 =723 %

VPN =(47/55) 100 =85.5 %

Enfermedad + Enfermedad - Toial
24 4 28
5 61 66
29 63 94

§={24/29)100=82.8 %

VPP = (24/28) 100 =85.7 %

ELISA+
ELISA -
Total

sp= {61/ 65) 100 =93.3 %

VPN =(61/66) 100 =924 %

Enfermedad + Enfermedad - Total
24 ! 28 | 52
5 ] 37 42
25 } 85 54

s=(24/29)106 =82.8 %

VPP =(24/52) 1080 =462 %

sp=(37/65) 108 =56.9 %

VPN =(37/42) 100 =88.1 %
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Tabla 3. Indice operative de las pruebas aplicadas ¢ intervalo de confiznza al 95 94,

| METODO | SENSIBILIDAD | ESPECIFICIDAD VPP VPN

BAAR 82.8 % 938 % 85.7 % 92.4 %
(69.1-96.6) (88.0-99.6) (72.7-98.7) | (86.0-98.8)

ELISA 823 % 369% 362 % 881 %
(69.1-96.6) (44.9-68.9) (32.6-59.8) | (78.3-579)

IET 724 % 723 % 538% 855 %
{56.1-88.7) (614-53.2) (38.2-69.4) | (75.8-95.2)

PRUEBA DE CONCORDANCIA DE LAS TECNICAS APLICADAS

Este andlisis es de utilidad para saber si los difersntes métodos aplicados tratan de igual
manera los casos simitares, es decir para averiguar st los métodes detectan la misma
proporcidn de casos y si dichos casos son los mismos. Se aplica la X de Cohen como
medida de concordancia; esta s¢ basa en comparar {a concordancia observada en un
conjunto de datos con respecto a la que podriz ccurrir por simple azar ®. Con ayuda del
programa estadistico SPSS Version 6.1.4 obtenecmos los valores de este estimador de
concordancia para las distintas téenicas aplicadas (tabla 4), en relacidn al cultivo:

Tabla 4. Concordancia con respecto al culiivo Lowenstein-Jensen,

METOD( KAPPA | ERROR INTERVALO DE SIGNIFICANCIA 1
L (K) ESTANDAR (ES} | CONFIANZA AL 95 % pJ
BAAR 0.7734 0.6715 0.6333-0.9135 0.6000
ELISA 0.3254 0.0843 0.1662-0.4504 0.0003
N 0.4082 0.0948 6.2224-0.5948 0.0000

En la figura 1 se muestra ¢l comimiento electroforético en un gel de poliacrilamida al 18 %
con 1 % de glicerol, del extracto soluble de M. fuberculosis en el cual se caracterizd a la
molécula de 4 kDa por tincién con Suddn Negro B, con o cual se demuestra cierta
naturaleza lipidica de la molécula antigénica. También se muestran otras tinciones

ensayzdas para reafirmer lo anterior,

La banda de 4 kDa fue utilizada para discriminar los casos positivos de los negativos en la
prueba de IET, cuyos resultados se muesiran en las figuras 2, 3, 4 v 5.
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ESMTB_MPM (Da) _ESMTB MPM (Da)

44600 44000

28860 28860

18504 18500

14690 14690

3500 5800

2900

4 kDa 2960
a) b)

44000

28860

18500
14690

5800

2900

Figura 1. SDS-PAGE al 18 % con 1 % de glicerof del extracto soluble
de M. tuberculosis (ESMTB) en condiciongs reductoras. Se ensayaron diferentes
tinciones: a} Sudan negro, en donde se observa la banda de interés de 4 kDa,
b) azul de Coomassie, ¢) Plata y d) PAS. Los pesos moleculares de los marcadores
se indican en Daltones en el extremo derecho de cada figura.
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Ei célculo del peso molecular s realizd por determinacion del Rf como se muestra:

Tabla 5. Marcadores de bajo peso molecular (MPM) pretefiidos (Gibeo)

Componernie Peso molecular reportado (Da)
Insulina (o y ) 2900
Inhibidor de tripsina bovina 5800
Lisozuna 14690
3-lactogiobulina 18500
Anhidrasa carbdnica 28850
Ovalbimina 44000

Tabla 6. Elaboracién de la curva estdndar de marcadores de bajo peso moiecular

| Distancia recorrida Eje X: Rf de cada MPM Eje ¥ (log del peso
por el MPX (cm) (distancia/5.35 cm} molecular}
4.1 0.7683 3.4624
34 0.6355 37634
285 0.5327 4.1670
2.6 0.4860 42672
[ 1.95 0.3643 4.4603
i 14 0.2617 46435

Figura 2. Curva estdndar de marcadores de bajo peso molecular

19
Jlog del PM
e
0.2617 03645 (04860 05327 06385 0.7663
Rf

y=mx+tb logjpPM=m(R) +b
donde b = 5.3410; m =-2.3902; r’ = 0.9707

Interpotando ¢l Rf de la banda de interds (3.9 / 5.35 = 0.729} en la curva estindar v
cajculando el antilog, el peso molecular obtenido es de 3,97 kDa.
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En los resultados de la JET del grupo de %4 individuos con sintomas sugerentes de
tiberculosis se observa reconocimiento de una molécula de 4 kDa por 3% de ios sueros, lo

cual no ocurre en los restantes 55 sueros del mismo grupo { ver figuras 3 v 4).

En los grupos de sueros testigos negativos a tuberculosis y de individuos con otras
enfermedades pulmonares no tuberculosas, tales como histoplasmosis o nocardiosis, que se
muestran en las figuras 5 y 6 se destaca lo siguiente:

Ningunoe de los sueros testigo negativo mostré reactividad contra la banda de interés.

- De los sueros de individuos feprosos sélo uno (el nimero 4) mostré reaccion contrz la
banda de 4 kDa.

- En los sueros de individuos con cisticercosis solo hay reaccién muy débil de uno de
elfos (el nimero 14) con el antigeno de 4 kDa,

- Ninguno de los sueros de individuos con histoplasmosis mostro reactividad en la prueba

conira la banda de interés.

- De los individuos con otras micosis se encontrd que 4 de ellos (3, 4, 5 y 9) tuvieron
reaccion contra el antigeno de 4 kDa. Uno de ellos de una persona con infeccién por
Actinomyces madurae (el nimero 3), los sueros 4 y 9 corresponden a individuos
infectados con Nocardie brasilensis v €l suero 5 es de un individuo infectado por AL

griseq
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Figura 3. Analisis por IET del grupo de sueros de individuos con sintomas sugerentes
de tuberculosis (1-48). Se sefiala la banda de interés de 4 kDa v en ¢l extremo izguierde
se sefialan los pesos moleculares (PM) de los marcadores, expresados en Daltones;
ademas se ingluyen un control positive (+) y unc negativo (-},
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Figura 4. Analisis por IET de! grupo de sueros de individuos con sintomas sugerentes

de tuberculosis (49-94), Se sefiala Ia banda de interés de 4 kDa y en el extremo izquierdo
se seflalan los pesos moleculares (PM) de los marcadores, expresados en Daltones;
ademas se incluyen un control positivo (+) y uno negativo {-).
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Figura S, a) IET con sueros de individuos sanos (1-20), b) IET con sueros de individuos
leprosos (1-14) y ¢) IET con sueros de individuos con cisticercosis (1-18). Se sefialg la
banda de interés de 4 kDa y los marcadores de peso molecular en Daltones.
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Figara 6. a} IET con sueros de individuos con histoplasmosis, b} IET con sueros de
individuos con otras infecciones micSticas, en donde se observa reaccidn haciz la molécula
de 4 kDa en los sueros 3, 4, 5 y 9. Los pesos moleculares de los marcadores se indican

en el extremo izquierde v se incloyen ef control (+) y el control (-).
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DISCUSION

F1 resurgimiento de la tuberculosis en los paises desarrollades en donde se le habia
considerado comirolada y su prevalencia como problema de salud piblica en los
subdesarroilados, obliga a la bisqueda de casos de tuberculosis activa en la poblacién para
poder establecer mejores programas de vigitancia epidemiolégica y limitar la posibilidad de
la infeccidn por estos pacientes a sus contactos 2,

Ademds de las limitaciones inherentes a cada fase del padecimiento (inespecificidad de los
signos y sintomas clinicos o la necesidad de expulsar més de 10000 bacilos/mL para una
baciloscopia positiva, por citar solo dos ejemplos), hay miltipies causas para entorpecer la
eficiencia de los procedimientos diagndsticos “convencionales” (hallazgo de bacilos 4eido-
alcchol resistentes en la baciloscopia v, mejor atin, el cultivo del agente causal), tales come
la edad del paciente (mmuy jévenes o ancianos), la forma pulmonar no sea productiva, s¢
trate de tuberculosis extrapulmonar © esté presente un estado avanzadoe de
inmunodeficiencia, especialmente si estd causado por el VIE. Por otra parte s¢ debe tomar
en cuenta que las condiciones dptimas para realizar ¢l diagnéstico no siempre se encuentran
disponibles, su costo puede estar muy por encima de las capacidades econémicas del pais
con el problema v muchas veces la oportunidad con la cual se requieren los resuitados es

. . s . : 14,53, 54
menor a e tiempo necesario para obtenerlos utilizando méfodos convencionales 33,34

Fl estudio demostrd mediante 1a IBT el reconocimiento de una banda antigénica de rauy
bajo peso molecular {4 kDa) de un ESMTB cepa Hi7Rv, por anticuerpos 1gG en sueros de
individuos con enferrnsdad tuberculosa activa; dicho antigeno, preswmiblemente de
naturaleza lipidica demostrada por una tincién especifica para lipidos (Sudan negro), no e
fraccidn de a2iguna molécula de mayor tamafio, lo cual se comprobd al correr el mismo
extracto en un gel en condiciones no reductoras (resultados no mostrados).

Este resultado es importante porque hasta ahora no se ha considerado como antigeno de
relevancia inmunolégica en la tuberculosis a ninguna molécula de tzl nahwaleza y peso
molecular, v que sin embargo no resulta extrafio si consideramos que 60 % del total de los
componentes de la pared micobacteriana, de gran importancia en su patogenicidad, son
lipidos ™.

Se ha observado respuesta inmunolégica hacia un antigeno proteinico de 4.8 kDa en
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pacientes con tuberculosis pulmonar activa, aunque su frecuencia es muy baja {10 %), asi
como conira un antigeno también de naturaleza proteinica de 10.5 kDa, €l cual si presenta
una nayor frecuencia de respuesta (80 %) en estos individuos ¥, tambidn algunas moléculas
proteinicas de secrecidn purificadas, como el antigeno de 6 kDa (ESAT-6), parecen activar
una respuesta de células T, aunque esto sdlo se ha probade en modelos murinos *,

As{ como lo anterior, la mayoria de estudios realizados para caracterizar antigenos de
importancia, en el desarrollo de la enfermedad tuberculosa, mencionan como relevanies
solarnente a antigenos de naturaleza proteinica, tales como la glicoproteina de 38 kDa, la de
més alta especificidad, presente sclamente en el complejo M. tuberculosis * ¥, 1a cual sin
embargo no provoca respuesta inmunolégica en el 100 % de casos confirmados, y la
moiécula de 65 kDa, una proteina de choque térmico relevanie presente también en oiras
micobacterias y con homologia substancial con otras proteinas de choque térmico,
incluyendo la proteina GroEL de Escherichia coli ™.

La proteina de 30 kDa también se ha caracterizado como inmunodominante, asi como
algunas moléculas de naturaleza carbohidrato como la lipoarabinomanana y la
arabinogalaciana, sin embarge estas moléculas son comunes a otras micobacterias,
nocardias y corinebacterias y, por tanto no tienen la especificidad necesaria para ser
utilizadas en pruebas diagnésticas de esta enfermedad > .

Por todo esto, ain con sus lmitaciones, el cultive sigue siendo la prueba confirmativa de
casos de tuberculosis activa %, v por ello en éste estudio se tomé como “estandar de oro”
para comparar los resultados obtenidos.

Se piensa que la respuesta de anticuerpos no reflgja la inmunidad celular anti-tuberculosa, y
atn més, que puede ser inespecifica por la reactividad cruzada com profeinas
micobacterianas atipicas *°, sin embargo, aunque en este trabajo se enconiré una
comparacién regular entre los resultados obtenidos por la técnica de IET ¥ la presencia de
bacilos que se identificaron como M. tuberculosis despuds del cukiive en medio
Lowenstein-Jensen, es posible que mejore si se purifica el antigeno de 4 kDa, lo cual

demostrariz que si es importante Ia respuesta de anticuerpos para el diagndstico.
1 P D

Los resultados fueron menos afortunados en el caso de la prueba de ELISA, aunque
debermos tomar en cuenta que #sta lleva como antigeno un extracto soluble de BCG y esto
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1a hace menos comparable con los resuitados de 2 IET.

Después del correspondiente andlisis estadistico se estimaron resultados solamente
regulares para la técnica de IET (72.4 % de sensibilidad y 72.3 % de especificidad)
indicativos de semejante capacidad de identificar a los que presentan la enfermedad
{verdaderos positivos) como a los exentos de ella (verdadercs negativos) en una poblacida
con una prevalencia del 30 % de la enfermedad tuberculosa, aunque su valor predictivo para
distinguir a individuos sanos es significativamente mayor que para distinguir a los
enfermos.

Tn relacién a las otras pruehas aplicadas al grupo de suercs problema, el BAAR demostid
mejores resuliados (sensibilidad =82.8 %, especificidad =93.8%) y semejantes valores
predictivos (VPP= 85.7 % y VPN=92.4 %), cstos la hacen una prueba muy confiable,
mientras la prueba de ELISA como ya se esperaba tiene una mayor sensibliidad (82.8 %),
pero una pobre especificidad (56.9 %), avncue su valor predictivo para identificar casos
negativas es alto (88.1 %) en comparacion de su VPP (46.2 %).

En cuanto a la concordancia de las prusbas aplicadas, la IET presenta un valor de kappa
muy bajo en relacién al cultivo, lo cual significa que no se peede considerar como una
prueba alternativa para el diagndstico de tuberculosis activa, sino sclamente como una
prueba complementaria, al igual el ensayo de ELISA presenta incluso una menor
concordancia. Por otro lado el BAAR presenta una concordancia significativa con el
cultivo, i¢ cual confirma su gran utilidad para una rapida deteccion de casos por su alta
sensivitidad y especificidad.

Por otro lade, se evaiud la reactividad cruzada de }a IET considerando la molécula de 4 kDa
v se observd reaccién de dicho antigenc con anticuerpos IgG en sueros de individuos con
infecciones con actinomicetos como dctinomyces madurae vy Nocardia brasilensis, 1o cual
se sabe ocurre también con la liposrabinomanana y otros antigenos importantes de AL
tuberculosis, Que reaccionan ademas contra Histoplasma sp y con BCG %% %",

Estos resultados demuestran que es dificil que la prueba de IET sola y en genetal les
pruebas seroldgicas, predan tomar un papel equiparable al de las pruehas bacterioldgicas en
relacién 2l diagnéstico confirmatorio de la enfermedad tuberculosa activa, por ser pruebas

indirectas donde se mide respuesta de anticuerpos, los cuales como ya vimos, piieden tener
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reaccién inespecifica o cruzada con antigenos de otras micobacterias ¢ incluso de otros
géneros. Ademds la respuesta inmunolégica en esta enfermedad estd determinada
principalmente por la accién de células y no de anticuerpos y esto hace a [a demostracién de
la presencia del agente etioldgico lo mds confiable para el diagndstico confirmatorio,
aungue esto impligue una mayor demora en los resultados.

Afn con todo lo anterior, no se descarta a la IET para ser utilizada como pruebz de tamizaje
como ¢s utilizada 1a prueba de ELISA, o en conjunto apovar en forma importante en cagos
de dificil decisién.

CONCLUSIONES

Existen una gran variedad de moléculas antigénicas en el bacilo tuberculoso involucradas
en la respuesta de anticuerpos por el individuo afectado, y minguna de ellas tiene una
especificidad absoluta para M. tuberculosis.

El empleo de geles con ung alta concentracion de acrilamida (18 %) y con glicerol permiiid
una buena separacion de los componentes de bajo peso molecular en un extracto sciuble de
M. tuberculosis, y de entre ellos identificar por IET a la molécula de 4 kDa como un
antigeno con clerta relevancia inmunolégica, ia cual tal vez podrie aumentar si es
purificado, v ain mds si para un estudio posterior se lograra obtener un anticuerpo

monoclonal contra dicha molécula.

La estandarizacidon de una técnica involucra la varfabijidad de una gran cantidad de factores,
y dicha variabilidad sdlo con ia constente experimentacién es posible reducirla al minimeo
hasta lograr obtener resuitados consistentes haciendo la prueba reproducible, lo cual es una
condicién obligada para considerar a cualquier estudio como valido.

Los valores de sensibilidad y especificidad de la téenica de IET, obtenidos en la
mvestigacién, no resultaron satisfactorios para peder comsiderarla como una pruchba
diagndstica tinica, sino como prueba complementaria con [as ya bien establecidas (cultivo,
BAAR), en la busqueda de casos, y al igual ocurrid con la técnica de ELISA, sin embarge
juntas podrian ser de utifidad en algunos casos extrapulmonares o paucibacilares, donde
mayores limitaciones demuestran las técnicas bacterioldgicas.
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reaccion inespecifica o cruzada con antigenos de otras micobacterias e incluso de otros
géneros. Ademés la respuesta inmunologica en esta enfermedad estd determinada
principalmente por la accidn de células y no de anticuerpos y esto hace a Iz demostracidn de
12 presencia del agente etioldgico lo mas confieble para el diagnostico confirmatorio,
aunque esto impligue una mayor demora en los resultados,

Atn con todo io anterior, no se descarta a Ia IET para ser utilizada como prueba de tamizaje
como es utilizada la prueba de ELISA, o en conjunto apoyar ¢n forma importante en casos
de dificil decisidn.

CONCLUSIONES

Existen una gran variedad de moléculas antigénicas en el bacilo tuberculoso involucradas
en la respuesta de anticuerpos por el individuo afectado, y ninguna de ellas tiene una
especificidad absoluta para M. tuberculosis.

E! emplec de geles con una alta concentracidn de acrilamida (18 %) v con ghicerol permitid
una buena separacién de los componentes de bajo peso molecular en un extracto soluble de
M. tuberculosis, y de entre ellos identificar por IET a la molécula de 4 ¥Da como un
antigeno con cierfa rtelevancia inmunologica, la cual tal vez podria aumentar si es
purificado, v sln méas si para un estudio posterior se lograra obtener un anticuerpo
monoclonal contra dicha molécula.

La estandarizacion de una iécnica involucra la variabilidad de una gran cantidad de factores,
y dicha variabilidad soio con la constante experimentacién es posible reducirla al minimo
hasta lograr obtener resultados consistentes haciendo ia prueba reproducible, o cual es una
condicién obligada para considerar a cualguier estudio como vélido.

Los wvalores de sensihilidad y especificidad de la técnica de IET, obtenides en la
investigacidn, no resultaron safisfactorios para poder considerarla como una prusba
diagndstica tinica, sino como prucha complementaria con las ya bien establecidas {cultivo,
BAAR), en la bisqueda de casos, v al igual ocurrid con la téenica de ELISA, sin embarge
juntas podrian ser de wtilidad en algunos casos extrapulmonares o paucibacilares, donde
mayores limitaciones demuestran las téenicas bacterioldgicas.
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PERSPECTIVAS

La purificacién de la moléoula de 4 kDa podria tal vez hacerla util para el diagndstico, ya
sea por la técnica de IET o por otra técnica serolégica como el ELISA.

También seria conveniente para ofros estudios el comparar una IET de extracto soluble de
M. tuberculosis o si es posible de la molécula de 4 kDa purificada, con una IET de extracto
soluble de M. bovis BCG, usando sueros de pacientes y de controles vacunados con BCG,
porque debido al amplio uso de esta vacuna se hace necesario discriminar entre respuesta a
antigenos de la vacuna y aquélla inducida especificamente hacia la infeccidn activa, la cual
en este caso estaria siendo evaluada por respuesta hacia el antigeno de interés de 4 kDa.

Por otro lado, los grandes avances gue se estan logrando en el campo de la biologia
molecular fal vez puedan resolver 2 futuro muchos de los problemas presentes con los
estudios convencionales para poder establecer un diagnostico oportuno y confiable de esta
enfermedad, que ha resurgido con gran fuerza, afectando principalmente a paises en
desarrolio como México, en donde encuentra las condiciones propicias por la acentuada

falta de condiciones de higiene y educacién en zonas de poblacidn densa.
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ANEXQ1

PREPARACION DE REACTIVOS Y SOLUCIONES

CULImno

Medio Sauton:
L-Asparagina 40g
Acido eitrico-H,0 20¢g
Sulfato de magnesio-7 H,0 05¢g
Fésfate dipotasico 05¢g
Citrato de amonio férrico 005¢g
Glicerol . 60 mL
H,0 destitada Aforar a 1000 mL

Disolver todo caientando. Se ajusta el pH a 7.2 y por cada 10 mL del medio se agregan 2

gotas de tween 20, Se distribuye en matraces y se esteriliza en autoclave.

ELECTROFORESIS

Solucion de acrilamida para el gel separador (37.7% T 0.5% C )
Acnlamida 375¢
Bisacrilamida 0.1875 ¢
Agua destilada 100 mL

Solucion de acrilamida para el gel concentrador (39.4% T 4.8% C )

Acrilamida 375g
Bisacrilamida 1.875 ¢
Agua destilada 100 mL
Solucién amortiguadora para ef gel separador (Tris 3.0 M, pH 9.3)
Tris-base i6lg
Tris-HCI 2.7¢
Agua destilada 50 mL
Solucion amortignadora para el gel concentrador (Tris 0.5 M, pH 6.8)
Tris-base 0.075 ¢
Tris-HCl! 385g
Agua destilada 50mL
Dodecil sulfato de sodio al 10%
SDS 100 g
Agua destilada 1 litro
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Persulfato de amonio (psa) al 10%

Psa 100 mg

Agua destilada 1.0mL
Azul de bromofenol (0.5% w/v en etanol al 10%)

Azul de bromofencl 50 mg

Etanol al 10% i0mL
Glicerol al 10%

Regulador de corrimiento

Glicina 142.7 g
Tris-base 2566 g
Tris-HCI 6.14¢g
SDSal10% 50 mL
Agua destilada aforara S L
Regulador de muestra
Regulador del gel concentrador (4)  1.25 mlL
SDS al 10% 1.0mL
Glicerol 1.5 mL
Ditiotreitol {DTT) 23 mg
Agua destilada 6.05 mL

Combinar un velumen de muesira con un volamen igual de regulador de muestra. Hervir
por 90 segundos v agregar 1 uL de azul de bromofenol por cada 100 pL de volumen total.

TINCION DE PROTEINAS

Solucion madre para la tincidn de proteinas con agul de Coomassie
Azul de Coomassie R-250 2g
Agua tridestilada 200 ml.

Disolver en agua caliente, filtrar en papel Wathman No.1 y conservar en frasco dmbar &
temperatura ambiente.

Colorante de trabajo azul de Coomassie

Solucién madre de azul de Coomassie 313 ml
Metanol 125 mL
Acido acético glacial 25 mbL

Agua tridestilada 68,7 mL

Mezclar, Hevar a 250 mL, v filirar por papel Wathman No.1, conservar en frasco ambar a
temnperatura ambiente.
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Solucion decolorante de geles tefiidos con azul de Coomassie
500 mL

Metanol
Acido acético glacial 100 mL
Agua tridestilada 400 mL
ELECTROTRANSFERENCIA
Regulador de transferencia
Tris-base 3.02¢
Glicina 144 ¢
Metanol 200 mL
800 ml

Agua tridestilada
Se ajusta el pH 2 8.3 conp NaOH 1M, se afora a 1 litro y se conserva en refrigeracion.

PBS 0.0l MpH 7.4
NaCl 006 g
NaH PO H20 30g
Na,HPO, ankidro 12.8¢g
Azua destilada Aforar 2 1L después de ajustar el pH.
PBS-Tween 0.1%
PBS 0.0IMpH 7.4 I litro
Tween 20 imL
Solucién de blogueo: PBS-Tween 0-1%-albizmina sérica bovina 1%
PBS-Tween 0.01% 50 ml
Aibumina sérica bovina 0.5¢g
Colorante rajo de Ponceau §
Acido tricloroacético 3g
Agua tridestilada 100 mL
20mg

Rojo de Ponceau S
Sueros problema y controles negativos
Diluides 1:100 en solucion PBS-Tween 0.1%-albimina sérica bovina 0.1 %

Conjugado anti-IgG kumana en cabra-HRPO (Bio-Rad)
Difuir 1:500 en PBS-Tween 0.1%-leche 5%

Tetraclorure de diamine bencidina (DAB)

Smgde DAB
10 mL de Tris 0.05 M pH 7.4

3 4l Hy07 al 30%
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ANEXO 2

DETERMINACION DE PROTEINAS POR LA TECNICA DE LOWRY
SOLUCIONES :
1.- Carbonato de sodio (Na,CQ,) al 2 % en NaOH 0.1 N
2.- Tartrato de sodio al 2 %.
3.- Sulfato de cobre al 1 %.
Solucitn A {estable 1 dia): 30 mL deNa,CO, al2 % en NaGH 0.1 N,
0.5 mL de tarirato de sodio al 2 %.
0.6 mL de sulfato de cobre al 1 %.

Solucién B : Reactivo de Folin Ciocalteu 1 :1 en H,O destilada.

Solucion C: Solucion estindar de proteinas : albimina sérica
bovina (BSA) 0.2 mg/mlL = 20 mg/ 100 mL.

PROCEDIMIENTO :

Preparar una curva de calibracion con las siguientes concentraciones : 5, i0, 20, 40, 80, 100
y 200 ug de BSA/ ml y las diluciones problema como se indica en el siguiente cuadro:

TUBO [/ 1 2 3 4 5 é 7 g% g
uL de proteina - 25 50 00 200 400 300 1000 - -
g de proteina - 5 19 20 40 80 160 200 - -

wl de H,0 destilada 1.0 0975 09350 09 0.8 0.6 0.5 - - -
ml, problema -- - - -~ - - - - 1.0 1.0
mL solucién A 3.0 3.0 30 3.0 30 30 3.0 3.0 3.0 30
mezclar e incubar 10 minutos 2 temperatura ambiente
mL sclucién B 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 03 0.3 0.3

mezclar e meubar de 30 minufos a 2 horas a temperanira ambiente

Leer a A= 500 nm

* Preparar difuciones 1/50 y 1/100 en 0 destilada.
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ANEXO3

TINCIONES PARA GELES DE POLIACRILAMIDA
AZUL DE COOMASSIE

Colocar en un recipiente limpio aproximadamente 200 mL del colorante de trabajo de azul
de Coomassie v el gel chico. Si se quiere de una tincion rapida, cubrir &l recipiente e
incubar 1 hora a 37°C, si no es asi, incubar a temperatura ambiente 4 horas v en agitacion
continua, Vaciar el colorante v agregar la solucidén decolorante cambiando ias veces
necesarias hasta observar la nitidez de las bandas. El colorante de trabajo puede usarse hasta
5 veces a} igual que la solucién decolorante pues €sta se filtra en carbén activado v se
vuelve g utilizar,

SUDAN NEGRO B

Preparar una solucién saturada de Sudén negro B en etanol al 60 % (v/v) a 37°C. Enfriar la
sofucidn a temperatura ambiente y filtrar,

Inmediatamente antes de usarsé, se filtra otra vez y se agrega 0.1 mL de hidréxide de sodio
al 25 % {p/v) por cada 50 mL de colorante. Se tifie por 24 horas; se lava con etanol al 50 %
(30 minutos).

PAS (ACIDO PERYODICO -BASE DE SCHIFF-)
Preparacidn del reactive de Schiff :

Se disuelve 1.5 g de fucsina basica en 300 mL de agua destilada hirviendo. Se filtra a 55°C
v se enfria a 40°C. Se agregan 25 mL de HCI 2N y 3.75 g de Na,5,0,, metabisulfito de
sodio. 82 agita para obtener una solucidn rapidamente. Se deja sedimentar tapado en e}
refrigerador por § horas. Se le agrega 1.2 g de carbén. Se mezcla vigorosamente por 50
segundos v se filira répidamente, el tiempo de filtrado no debe exceder de 3 min. S¢ tapa y
se almagenz en el reftigerador.

Otros reactivas:

1.- Acido peryddice i0g
Acetato de sodio anhidro 082g
Agua destilada 100 ml

2.- Acido acético glacial 0.54mL
Acetato de sodio aghidro 080 g
Hidroclorure de hidroxilamina 100¢g
Apua destilada 100 mL

51



3.- Na, 5,0, al 10 % {p/v) SmL

Acido clorkidrico 2N 5mL

Agua destilada 90 mL
La solucidn de Na,S,0; debe prepararse justo antes de usarse.
Procedimiento: sumergir la [aminilla previamente secada enr la solucidn de acido acético
por 15 minutos. Lavar en agua corriente por 15 minutos. Sumergir en la solucidn de dcido
peryddico por 10 minutos. Sumergir en el reactive de Schiff con un volumen igual de agna
destilada por 3 minutos. Lavar 3 veces por 2 minutos en Na,S,0..

PLATA

Fijar e} gel por 30 minutos en lz signiente solucidn: 100 ml de agpa + 100 ml. de metanol
+ 100 mi. de formaldehido. Lavar con agua corriente toda ja noche.

Incubar 30 minutos con DTT/agua (5 pg/ml).

Incubar 30 minutos con nitrato de plata 0.1 %, lavar con agua destilada 4 veces.

Revelar con 200 ml de carbonate de sodio 3 % + 50 pL de formaldehido (la solucion debe
prepararse justo antes de su uso}. Incubar en la obscuridad y vigilar hasta que aparezoan las

bandas.

Detener la reaccidn con 4cido citrico 2.3M (4.83 g/10 mL) gque debe preperarse al momento
de su uso.
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ANEXO 4

CALCULO DE SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD Y VALORES PREDICTIVOS.

Para determinar estos pardmetros se hace un cuadro de correlacion:

Enfermedad Enfermedad Total
presente ausente
Prucha positiva I 2 g b a+b
Prucha negativa < d ctd
Toral ate 1 b+d a+btctd
donde: a= verdaderos positives

b= faisos positives

¢= falsos negativos

d= verdaderos negativos

a+e= total de personas enfermas o prevalencia de la enfermedad
b+d= total de personas no enfermas

atb+et+d= poblacién total.

. Sensibilidad: es la capacidad de la prueba de identificar correctamente en una pobiacién,
los individuos qus presentan ja enfermedad estudiada, es decir, los “verdaderos
positivos ™. Se expresa dendo la proporcién de los sujetos correctamenie clasificados
como positivos (a) en relacion 2l conjunto de enfermos {a+c).

s=a/(a+c}x 100
. Especificidad: es la capacidad de identificar correctarnente aquélios que no presentan ia
enfermedad estudiada, es decir, los “verdaderos megativos”. Se expresa dando la
proporcidn de los *verdadercs negativos™ (d) en relacion al conjunto de no enfermos
(b+d).
sp=d/{(b+d)x100

. Valor predictive de positividad (VPPF): probabilidad de identificar los enfermos en un
grupo de sujetos considerados como positivos.

VPP=a/{a+h)x 100

. Valor predictive de negatividad (VPN): probabilidad de que la enfermedad no exisfa en
un grupe de sujetos considerado como negativos.

VPN =d/{c+d)x 160
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