UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
IZTACALA

EVALUACION DE MIMOTOPOS
PEPTIDICOS COMO REACTIVOS PARA
DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE
TUBERCULOSIS

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:;
BIOLOGA
PRESENTA:

MACTZIL PETO PINEDA

DIRECTORA DE TESIS: DRA. LUZ MARIA LOPEZ MARIN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS

Este trabajo fue realizado en el laboratorio de la Dra. Luz Maria Lopez Marin del
Departamento de Inmunologia del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la
U.N.A.M.

Agradezco a los miembros del H. Jurado por sus comentarios y criticas respecto al

trabajo.

Dra. Luz Maria Lopez Marin

Dra. Leticia Moreno Fierros

M en C. Gloria Luz Paniagua Contreras
Biol. Antonio Mufioz

M en C. Eric Monroy Perez

A la Dra. Luz por brindarme el apoyo y las facilidades para que este trabajo se

llevara a cabo.

A la Biol. Erika Segura Salinas y al Biol. Gonzalo Acero Galindo gracias por el

apoyo y la amistad brindada.

Al Dr. César Gonzalez Bonilla y la Dra. Guadalupe Garcia Elorriaga del Centro
Médico la Raza, al Dr. Walter Glender del Hospital General de México, por los

sueros donados de pacientes con TB pulmonar activa utilizados en este estudio.

Esta tesis fue realizada con el apoyo financiero de la Direccion General de
Asuntos del Personal Académico de la U.N.A.M. en el programa de apoyo a la

investigacion e Innovacién Tecnoldgica (Proyecto N° IN218506).



A mi familia por el apoyo, a mis padres en especial a mi madre gracias por la

confianza y el apoyo brindado sabes que te AMO.

A mis hermanos (Genny Yanira, Bianca, Henry y Axel) gracias por apoyarme y
formar parte de mi vida los QUIERO. Gracias a Bianca por apoyarme y motivarme
a salir adelante todos los dias.

A mis tios, sobrinos y primos.

A la sefiora Adela Palacios, Don José Nolasco y Carlos Nolasco, gracias por el

apoyo brindado.

A mis amigos del laboratorio y amigos de la carrera gracias por compartir estos

momentos.



iNDICE

PAGINA
ABREVIATURAS 4
RESUMEN 5

|. INTRODUCCION 6
l.1. Tuberculosis 6
|.1.1. Historia de la TB 6

[.1.2. TB: agente causal 8

9

[.1.3. La pared celular de Mycobacterium tuberculosis

1.1.4. Transmision de M. tuberculosis 11

[.1.5. Signos y sintomas 12

1.1.6 Caracteristicas clinicas de M. tuberculosis 12

1.1.7 Tratamientos antituberculosos 13

[.1.8 Respuesta inmune en TB 15

|.2. Epidemiologia 17
1.2.1 Problematica a nivel mundial 17

1.2.2 Problematica en México 18

1.3. Métodos de diagnostico 19
1.3.1 Diagnéstico de TB latente 20

1.3.2 Diagnéstico de TB activa 21

l.4. Antigenos de M. tuberculosis Gtiles para inmunodiagndstico 24
l.5. LAM (Lipoarabinomanano) 25
Il. ANTECEDENTES 26
[I.1. MimGtopos de carbohidratos 26
I1.1.2. Despliegue de péptidos en fagos 27

[1.1.3. Antecedentes del estudio 31



11.1.3.1. Dodecapéptidos que mimetizan LAM
l1l. JUSTIFICACION
IV. HIPOTESIS
V. OBJETIVO GENERAL
VI. OBJETIVO PARTICULARES
VII. MATERIAL Y METODOLOGIA
VII.1. Muestras biolégicas
VII.2. Propagacion de fagos
VII.3. Titulacion de las clonas
VIl.4. Determinacion de la reactividad de sueros humanos con
péptidos expresados en fagos
VII.5. Andlisis de la reactividad de sueros humanos con el
antigeno nativo
VII.6. Determinacion de la reactividad de sueros humanos
con peéptidos sintéticos
VII.7. Determinacion de la reactividad de sueros humanos
con péptidos sintéticos irradiados con luz ultravioleta
VII1.8. Péptido sintético

VII.9. Biotinilacion de un péptido mimotopo

VI1.10. Determinacion de la reactividad de sueros humanos

31

33

34

34

34

35

35

35

35

36

37

38

38
39

39



con un péptido biotinilado

VIIl. RESULTADOS

VIIILT.

VIII.2.

VIII.3.

VIil.4.
VIILS.

VIII.6.

VIILY.

Montaje de condiciones para evaluar la reactividad de
sueros con péptidos mimaotopos expresados en fago
filamentoso
Andlisis de la reactividad de sueros humanos con el
antigeno nativo
Identificacién de las clonas con mayor potencial
para serodiagnostico
Péptido sintético como reactivo de diagnostico
Montaje de condiciones para evaluar la antigenicidad del
péptido 1 sintético como antigeno para diagndstico serologico
Evaluacion de un mimétopo peptidico (libre de fago)
como antigeno para diagnoéstico seroldgico de TB
pulmonar activa
Biotinilacion del péptido mimotopo con posible

utilidad para inmunodiagnostico de TB

VII1.8. Evaluacion del péptido biotinilado como reactivo

Para serodiagnostico de TB pulmonar activa

VIII.9. Influencia de las muestras biologicas sobre los resultados

obtenidos

IX. DISCUSION Y CONCLUSION

X. APENDICE

XI. BIBLIOGRAFIA

40

41

41

43

44
47

a7

48

49

51

52

55

58

60



RESUMEN

La tuberculosis (TB), también conocida como enfermedad de Pott, peste blanca,
escrofulosis, consuncidon o tisis, ha sido reconocida como una de las
enfermedades mas importantes que han atacado a la humanidad desde los
primeros registros histéricos. La implementacion de métodos de diagndstico
novedosos que puedan remplazar las técnicas de uso comudn es urgente para
poder detectar nuevos casos con mayor rapidez y eficacia, para el control de la
enfermedad. El inmunodiagnéstico es un método que puede ser empleado en el
diagndstico de la TB activa, debido a que es una metodologia facil de realizar,
aplicable a amplias poblaciones y de bajo costo sin embargo una de las limitantes
gue puede presentar es la dificil disponibilidad de antigenos especificos y
sensibles. Uno de los antigenos mas prometedores en el inmunodiagnéstico de la

tuberculosis es el lipoarabinomanano (LAM), lipoglicano altamente antigénico.

En este estudio se evaluaron 12 dodecapéptidos expresados en el fago
filamentoso M13 asi como un péptido (libre de fago) es decir mimotopos de LAM
como posibles reactivos en el diagnéstico serolégico de la TB, todos ellos
identificados mediante la tecnologia de despliegue en fagos. Hemos encontrado
gue en un estudio preliminar los doce mimotopos logran discriminar entre sueros
de individuos sanos y de pacientes con TB pulmonar activa; sin embargo en estos
analisis también se puso en evidencia que el fago M13 como tal, es decir el
sistema utilizado para despliegue de los mimotopos, da origen a reacciones no
especificas con los sueros humanos. Ante este problema, nuevas soluciones
deben ser propuestas. En el marco de este trabajo se exploréo el uso de
mimaotopos libres de fago (sintéticos) como reactivos de inmunodiagnéstico. El
péptido por si solo al ser utilizado como antigeno demostré una sensibilidad del
40% y una especificidad del 93% en individuos con TB pulmonar activa y controles
sanos. Los péptidos libres de fagos (sintéticos) pueden resultar una alternativa en

el diagndstico de la TB.



Il. Antecedentes

II.1. Mimétopos de carbohidratos

Es posible sustituir Ag sacaridicos por péptidos que los mimetizan, es decir por

mimaotopos de carbohidratos. Un mimotopo es un péptido que imita 0 mimetiza

estructural y/o funcionalmente un sitio biolégicamente activo. Se ha demostrado

gue mimoétopos péptidicos de azlcares son capaces de sustituir a la molécula

nativa en un sin fin de actividades como antigenicidad, unién a receptores, etc.

Algunos usos que se han propuesto con estos mimétopos incluyen terapias

anticancerosas, vacunas, inmunodiagnéstico, etc. (Karbassi, 2002). Algunos

ejemplos se muestran en la tabla 2.

Tabla 2.- Ejemplos de mimoétopos peptidicos.

CARBOHIDRATOS

ACTIVIDAD BIOLOGICA

REFERENCIAS

Polisacarido Meningococcal
grupo A

Antigénico/Inmunogénico

Grotaus et al 2000

Lipoligosacarido de N.
meningitidis

Inmunogénico

Charalambous et al
2000

Polisacarido capsular
Glucoronoxilomanano
Cryptococcus neoformans

Inmunogénico

Fleuridor et al 2001

Polisacarido S. pneumoniae

Antigénico/Inmunogénico

Lesinski et al 2001

Péptidos mimétopos
N. meningitidis grupo B

Antigénico

Shin et al 2001

Mandsido C. albicans

Antigénico

Jouault et al 2001

L2/HNK-1 carbohidrato

Antigénico

Simon-Haldi et al,
2002

Lipoligosacarido de N.
meningitidis

Antigénico/Inmunogénico

Brett et al 2002
Charalambous &
Feavers

Lipoligosacarido de H.
influenzae

Antigénico/Inmunogénico

Hou & Gu 2003

Polisacarido de Neisseria
meningitidis serogrupo C

Inmunogénico

Prinz et al 2004

Polisacéarido de Neisseria
meningitidis grupo B

Inmunogénico

Park et al 2004

Polisacérido de
Mycobacterium tuberculosis

Antigénico/Inmunogénico

Gevorkian et al 2005

Polisacéarido de Streptococcus
pneumoniae

Inmunogénico

Buchwald et al 2005




I1.1.2. Despliegue de péptidos en fagos

A partir de 1992, el uso de bibliotecas de péptidos expresado en fagos
(comunmente conocida como despliegue en fagos) ha facilitado la identificacion de
péptidos que mimetizan antigenos no proteicos (Karbassi et al., 2002). La
tecnologia de despliegue en fagos se ha convertido en una alternativa para el
hallazgo y produccién de agentes preventivos terapéuticos, asi como para el

desarrollo de métodos de diagndstico de multiples enfermedades.

La idea de usar sustitutos de antigenos nativos mediante la técnica de despliegue
en fagos permitiria un sinnidmero de ventajas como reproducibilidad, produccién
de particulas de bajo riesgo bioldgico, bajo costo y capacidad de produccién para

el diagndstico de amplias poblaciones (Luo et al., 1998).

Es una técnica de bioseleccion in vitro en la cual un péptido o proteina es
fusionada genéticamente a una de las proteinas de superficie de un bacteriéfago o
fago filamentoso. Esta fusion resulta en el despliegue del péptido o proteina en el
exterior del fago mientras que el DNA que codifica para la fusion reside dentro del

mismo fago. En la Figura 10 se esquematiza la estructura de un fago filamentoso.
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Figura 10.- Representacion esquematica del

fago filamentoso.



La relativa sencillez de la manipulacién in vitro de los fagos, permite una rapida
generacion de moléculas ligando (desplegadas en los fagos) con altas afinidades
de unidén, a muy bajo costo y en poco tiempo. Los fagos filamentosos necesitan
algun tipo de bacterias que expresan pili para realizar el proceso de infeccion.
Utilizan el pili de la bacteria como un receptor; durante el proceso de infeccion
productiva, estos fagos, a diferencia de los fagos liticos, no matan ni lisan a sus
hospederos. Lo anterior es una gran ventaja para el sistema, ya que facilita

enormemente los procesos de obtencién y purificacion de las particulas virales

(Figura 11) (Santamaria 2003).
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Figura 11.- Ciclo de vida del fago filamentoso en Escherichia coli. (1) El fago se
enlaza a E. coli por la proteina plll, donde el genoma viral se inyecta a la célula y un
filamento complementario es sintetizado en forma de doble trenza. (2) subsecuentemente
las proteinas son codificadas mediante una sintesis (plll, pvl, pvll, pvill y plX), las proteinas
para la replicacién son (pll, pV, pX) y las proteinas que envuelven, ensamblan y exportan
son (pl y plV). (3) el genoma del fago es replicado (4) los viriones son ensamblados y

exportados en la membrana de las bacterias (Mullen et al., 2006).

Los péptidos expresados en fagos podrian ser una alternativa en el ensayo de
inmunodiagndéstico, aunque aun se encuentra en desarrollo su evaluacion como
potenciales reactivos de diagnostico. En diversos trabajos se han identificado y
evaluado el uso potencial de los mimotopos péptidicos, con fines terapéuticos y en

el diagndstico de diferentes tipos de enfermedades, por ejemplo, la identificacion



de péptidos de T. crassiceps en el diagnéstico de la neurocisticercosis (Robles et
al, 2005), la evaluacién de mimotopos en el diagnéstico e inmunoterapia de la TB
(Sharma et al, 2006), la identificacion de mimotopos inmunogénicos del antigeno
MG?7 asociado al cancer gastrico (Xu et al, 2005), la identificacion y evaluacion de
péptidos del receptor de estrogeno 1D5 como posible blanco terapéutico contra el
cancer (Sompuram et al, 2002), la utilidad de los péptidos en el diagnéstico de la
enfermedad de Lyme (Kouzmitcheva et al, 2001) y la identificacion de péptidos
mimoétopos de fomopsinas como candidatos en el diagnostico de enfermedades
causadas por toxinas en plantas (Yu et al, 2005).

Ademés de su capacidad de mimetismo antigénico los péptidos expresados en
fagos son capaces de ser adsorbidos en soportes de uso comun para métodos de
diagndstico, como la nitrocelulosa (Fournel et al, 2003). La tecnologia mas
empleada para la identificacion de péptidos mimétopos es el despliegue en fagos.

En la Figura 12 se esquematiza la identificacion de mimotopos de azucares.
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Figura 12.- Seleccion de péptidos expresados en fagos que mimetizan azlcares. (A)
Bibliotecas de péptidos de una cierta talla, expresados en fagos filamentosos, son puestas
en contacto con ligandos de azucares, como anticuerpos anti-azucares. (B) Los fagos que
expresan péptidos que mimetizan azlcares seran seleccionados por afinidad a los

anticuerpos. (C) Después de eliminar los fagos no afines, mediante lavados, los fagos



seleccionados pueden ser eluido y propagados por infeccion de E. coli, ya que se trata de
fagos no liticos. El proceso se repite varias veces a fin de enriquecer los eluidos con los
fagos de mayor afinidad. (D) Se seleccionan clonas de fagos (cada una expresa un solo
péptido) y (E) la secuencia peptidico del inserto es determinada por secuenciacion del
ADN del fago.



l1l. JUSTIFICACION

La TB, es una enfermedad que se ha extendido con gran facilidad debido a la
transmision por via aérea, por lo tanto, la identificacion temprana y un tratamiento
adecuado de individuos con una tuberculosis activa seria de gran impacto en
Salud Publica. Actualmente, con las herramientas disponibles, el control de la TB
se basa en el tratamiento oportuno de los casos contagiosos. Pero dicho
tratamiento depende totalmente del diagnéstico temprano (se estima que cada
individuo enfermo, sin tratamiento, es capaz de infectar de 10 a 15 personas cada
afo). Los métodos de diagnéstico bacteriolégicos carecen de eficiencia pues son
muy poco sensibles o demasiado lentos. Es necesario el desarrollo de un método
para un diagnostico rapido con sensibilidad y especificidad altas. Siendo la TB una
enfermedad ligada a la pobreza, se requiere de un método de diagndstico que no
solo brinde rapidez, sino que sea accesible y facil en cuanto a su implementacion,
especialmente en poblaciones amplias. Un método que puede cumplir con estas
caracteristicas es el inmunodiagnostico. Este método tiene, ademas, la capacidad
potencial para detectar formas extrapulmonares de la enfermedad. Sin embargo la
dificil disponibilidad de antigenos nativos y la imposibilidad de produccion
recombinante de productos genéticos secundarios, como el LAM, hacen necesaria
la busqueda de reactivos alternos para el diagnostico oportuno de la TB.
Previamente se han identificado péptidos que son capaces de mimetizar la
reactividad antigénica del LAM, uno de los antigenos méas prometedores para
inmunodiagnéstico de la TB, por lo que explorar su potencial como nuevo reactivo

de diagndstico para TB resulta de especial interés.



IV. Hipotesis
Los péptidos que mimetizan antigénicamente al lipoarabinomanano de
Mycobacterium tuberculosis pueden ser utilizados como reactivos para el

inmunodiagnéstico de la tuberculosis.

V. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la utilidad de mimétopos peptidicos del lipoglicano de Mycobacterium
tuberculosis, el lipoarabinomanano (LAM), como antigenos para serodiagnostico

de tuberculosis pulmonar.

VI. OBJETIVO PARTICULARES

Amplificar, titular y ajustar la concentracion de particulas de fago filamentosos M13
gue expresan en su proteina PIIl insertos péptidicos con afinidad a anticuerpos
anti-LAM.

Purificar el péptido sintético QEPLMGTVPIRAGGGS, mimétopo de LAM,

suministrado comercialmente en forma semipura.

Evaluar la utilidad de los mimétopos péptidicos del LAM expresados en fagos

como reactivos para inmunodiagndstico de tuberculosis pulmonar activa.

Evaluar la utilidad del péptido QEPLMGTVPIRAGGGS como reactivo para

inmunodiagnoéstico de TB pulmonar activa.



VIl. MATERIAL Y METODOLOGIA

VII.1. Muestras bioldgicas

Los sueros de individuos con tuberculosis pulmonar fueron obtenidos del Hospital
de Infectologia Manuel Méndez, Centro Médico “La Raza” del IMSS en la Ciudad
de México y del Hospital General de México. Todos fueron diagnosticados por
baciloscopia o por cultivo. Los sueros de individuos sanos fueron obtenidos del
banco de sangre del Centro Médico Nacional Siglo XXI en la Ciudad de México,
del Hospital Infantii Federico Gomez y de donadores del Instituto de

Investigaciones Biomédicas de la UNAM.

VII.2. Propagacién de fagos

La propagacion de fagos que expresan mimoétopos de LAM se realizé en 50 ml de
medio 2xYT (ver apéndice). A 50 ml de medio, se agregaron 200ul de bacterias
Escherichia coli cepa TG1 crecidas en 10 ml de 2xYT durante 4 horas en agitacion
a 37°C, se infectaron con 15 ul de la muestra con el fago de interes. Después del
crecimiento, el medio se centrifugd a 10000 rpm durante 10 min a 4°C. El
precipitado, que contiene las bacterias, fue descartado y el sobrenadante
recuperado. Enseguida se le agregé 1/6 de volumen de polietilénglicol PEG/NaCl
(ver apéndice) para precipitar los fagos, dejandose actuar toda la noche a 4°C. Se
centrifugé a 10000 rpm durante 10 min a 4°C. El precipitado se resuspendio y se
precipitd nuevamente con 1/6 de volumen de PEG/NaCl, como se menciona
arriba. Después de centrifugar a 10000 rpm durante 10 min a 4°C, el precipitado
se resuspendi6é en 200ul de TBS. Se realiz6 una centrifugacién de 10 min a 10000
rpm con el fin de formar un precipitado de las bacterias contaminantes. Finalmente

el sobrenadante se recupero.

VII.3. Titulacién de las clonas

Se procedio a determinar el nUmero de fagos propagados; para esto se realizaron
3 diluciones sucesivas de los fagos de 1:1000 en medio de cultivo 2xYT (ver
apéndice). Después de realizar la tercera dilucién se tomaron alicuotas de 5y 50

ul, que fueron depositadas en 200 ml de un cultivo de bacterias E. coli cepa TG-1.



Se dej6 incubando por 30 minutos a 37°C y se agregaron 14 pl de Xgal/lPTG (ver
apéndice). Esta mezcla se depositdé en un tubo con 4ml de medio Top agar
(fundido ver apéndice), se mezcld y se vacio en una caja petri preparada con agar
LB (ver apéndice) que se dejé incubar a 37°C toda la noche; al dia siguiente se
obtuvo el titulo contando las ufp.

VIl.4. Determinacion de la reactividad de sueros humanos con péptidos
expresados en fagos

Se evalud la reactividad de los anticuerpos humanos con los péptidos que
mimetizan LAM utilizando dos diferentes técnicas: En la primera, se depositaron
200ng por pozo de anticuerpo monoclonal anti-M13 (Amersham Pharmacia
Biotech UK Limited), diluido en 100ul de buffer de carbonatos con un pH 9.6 (ver
apéndice) sobre placas Maxisorp (Nunc), se incub6 toda la noche a 4°C. Después
de 4 lavados con PBS/Tween 20 al 0.1%, se agregaron en cada pozo 200ul de
PBS-BSA 2% y se incubaron por una hora a 37° C. Las particulas de fagos (10
ufp/ml) fueron suspendidas en PBS/BSA 0.1% y se afiadi6 100 pl de esta
suspension a cada pozo, se incubd toda la noche a 4°C. Después de 4 lavados
con PBS/Tween 20 al 0.1%, se afiadié suero humano diluido 1:100 en PBS/BSA
1% y se incubo por una hora a 37°C. Después de 4 lavados con PBS/Tween 20 al
0.1%, se afiadidé un anticuerpo de raton anti-lgG humano conjugado a fosfatasa
(100p! de una dilucion de 1:10000) en PBS-BSA 1% Tween 20 al 0.1%, se incubd
durante 1 hora a 37°C. Después de 4 lavados con PBS/Tween 20 al 0.1%, se
agregaron 100ul de 4-nitrofenilfosfato (1mg/ml) en solucién amortiguadora de
dietanolamina (ver apéndice). Se incubd a 37°C durante 15 min o el tiempo
necesario hasta obtener densidades Opticas de 0.3-1.0 leyendo a 405 nm en un

espectrofotdmetro de microplacas.

Para la segunda técnica utilizada, se depositaron 0.5ug por pozo de anti-lgG
humano (Goat, Anti-Human 1gG, H+L; Zymed), diluido en 100ul de buffer de
carbonatos con un pH 9.6 (ver apéndice) sobre placas Maxisorp (Nunc), y se

incubd toda la noche a 4°C. Después de 4 lavados con PBS/Tween 20 al 0.1%, se



agregaron en cada pozo 200ul de PBS-BSA 2% y se incubaron por una hora a 37°
C. Después de 4 lavados con PBS/Tween 20 al 0.1%, se afiadié suero humano
diluido 1:100 en PBS/BSA 1% y se incubd por una hora a 37°C. Las particulas de
fagos (10* pfu/ml) fueron suspendidas en PBS/BSA 0.1% y se afiadié 100 pl de
esta suspension a cada pozo. Después se agrego el anti-M13 acoplado a
peroxidasa (100l de una dilucién 1:50000) en PBS-BSA 1% Tween 20 al 0.1%, se
incubd durante 1 hora a 37°C. Después de 4 lavados con PBS/Tween 20 al 0.1%,
se agregaron 100pul de 4-nitrofenilfosfato (1mg/ml) en solucibn amortiguadora de
dietanolamina. Se incub6 a 37°C durante 15 min o el tiempo necesario hasta
obtener densidades o6pticas de 0.3-1.0 leyendo a 405nm en un espectrofotémetro

de microplacas.

VII.5. Andlisis de la reactividad de sueros humanos con el antigeno
nativo

Se realiz6 este ensayo de ELISA para evaluar la reactividad de los sueros
humanos (tanto de individuos sanos como de pacientes con TB pulmonar) con el
arabinomanano. Se depositaron 1ug de arabinomanano por pozo diluido en 100yl
de buffer de carbonatos sobre placas Maxisorp (Nunc), y se incub6 toda la noche
a 4°C. Después de cuatro lavados con PBS/Tween 20 al 0.2% se agregaron en
cada pozo 200ul de PBS-BSA 2% y se incub6 durante dos horas a 37°C o cuatro
horas a temperatura ambiente. Después de cuatro lavados con, PBS/Tween 20 al
0.2% se afiadio suero humano diluido 1:100 en PBS/BSA 1%, Tween 20 al 0.1% y
se incubd durante la noche a 4°C. Se lavo cuatro veces con PBS/Tween 20 al
0.2% y se agrego un anticuerpo de raton anti-lgG humano conjugado a fosfatasa
(100ul/pozo de una dilucion de 1:10 000) en PBS-BSA 1% Tween 20 al 0.1%. Se
incubd durante una hora a 37°C y posteriormente se realizaron cuatro lavados. Se
agregaron 100ul de 4-nitrofenilfosfato (1mg/ml) en solucién amortiguadora de
dietanolamina en cada pozo para revelar. Se incub6 a 37°C durante 15 minutos y

se tomo lectura a 405nm en un espectrofotdmetro de microplacas.



VII.6. Determinacion de la reactividad de sueros humanos con péptidos
sintéticos

Se depositaron 1ug del péptido sintético (QEPLMGTVPIRAGGGS) por pozo
diluido en 100ul de buffer de carbonatos con un pH de 9.6 (ver apéndice) sobre
placas Maxisorp (Nunc), y se incubé toda la noche a 4°C. Después de 4 lavados
con PBS/Tween 20 al 0.1% se agregaron en cada pozo 200ul de PBS-BSA 2% y
se incubd por una hora a 37° C. Después de 4 lavados con PBS/Tween 20 al
0.1%, se afiadié suero humano diluido 1:100 en PBS/BSA 1% y se incubd por una
hora a 37°C. Después de 4 lavados con PBS/Tween 20 al 0.1%, se agreg6 un
anticuerpo de ratdon anti-lgG humano conjugado a fosfatasa (100ul de una dilucién
de 1:10000) en PBS-BSA al 1% y Tween 20 al 0.1%, se incub6 durante 1 hora a
37°C. Después de 4 lavados con PBS/Tween 20 al 0.1%, se agregaron 100ul de
p-nitrofenilfosfato (1mg/ml) en solucibn amortiguadora de dietanolamina. Se
incub6 a 37°C durante 15 min o el tiempo necesario hasta obtener densidades

Opticas de 0.3-1.0 leyendo a 405nm en un espectrofotdbmetro de microplacas.

VII.7. Determinacion de la reactividad de sueros humanos con péptidos
sintéticos c/ transiluminador de U.V. (luz ultravioleta)

Se expuso una placa Maxisorp (Nunc) durante 20 min bajo luz ultravioleta, (segun
Boudet et al., 1991) se cubrid con egapack, posteriormente se depositaron 1ug del
péptido sintético (QEPLMGTVPIRAGGGS) por pozo diluido en 100ul de buffer de
boratos pH 8.2 (ver apéndice) y se incubo toda la noche a 4°C. Después de 4
lavados con PBS/Tween 20 al 0.1%, se agregaron en cada pozo 200ul de PBS-
Tween 20 al 0.1% /BSA 1% y se incubaron por una hora a 37° C. Después de 4
lavados con PBS/Tween 20 al 0.1%, se afadio suero humano diluido 1:100 en
PBS/BSA al 1%/Tween 20 al 0.1% y se incubo por 2 horas a 37°C. Después de 4
lavados con PBS/Tween 20 al 0.1% se agregd un anticuerpo de raton anti-lgG
humano conjugado a fosfatasa (100ul de una dilucién de 1:10000) en PBS- BSA

1% /Tween 20 al 0.1%, se incub6 durante 2 horas a 37°C.



Se agregaron 100ul de p-nitrofenilfosfato (1mg/ml) en solucion amortiguadora de
dietanolamina. Se incub6 a 37°C durante 10 min o el tiempo necesario hasta
obtener densidades opticas de 0.3-1.0 leyendo a 405nm en un espectrofotometro
de microplacas.

VII.8. Péptido sintético
El péptido sintético P1 (QEPLMGTVPIRAGGGS), fue adquirido libre de sales de
Invitrogen (CA, USA), y purificado por cromatografia de alta resolucion en fase

inversa (RP-HPLC) segun protocolos del fabricante.

VII.9. Biotinilacion de un péptido mimaétopo

Para la biotinilacion del péptido (QEPLMGTVPIRAGGGS) se depositaron 1mg de
péptido diluido en 1ml de PBS y se agregaron 6.7ul de una solucion de biotina, la
cual reaccion6 con el grupo amino terminal del péptido formando un enlace amida
estable (Biotin Labeling Kit (Roche) Indianapolis, IN, USA). Se dej6 incubando por
2 horas de 15 a 25°C en agitacion suave. Una vez terminada la incubacion, la
mezcla se transfiri6 a una columna (Sephadex G-25), se eluyd la solucion de
empaque y posteriormente se tomo lectura mediante un fotbmetro a 230 nm. Las
muestras con péptido se reunieron en un solo tubo, se dializaron toda la noche a
4°C en agua milliQ, y se cubri6 herméticamente, se recuperd la muestra en un

tubo eppendorf y se liofilizo.



VII.10. Determinacion de la reactividad de sueros humanos con
péptidos sintéticos biotinilados

Se depositaron 0.25ul del péptido sintético biotinilado (QEPLMGTVPIRAGGGS-
Biot) por pozo diluido en 100ul de buffer de carbonatos sobre placas Streptawell, y
se incubo toda la noche a 4°C. Después de 4 lavados con PBS/Tween 20 al 0.2%
se agregaron en cada pozo 200ul de PBS-BSA 2% y se dejo incubar por una hora
a 37° C. Después de 4 lavados con PBS/Tween 20 al 0.2%, se agregd suero
humano 1:100 en PBS/BSA 1% Tween 20 al 0.1%, y se incubd por dos horas a
37°C. Después de 4 lavados con PBS/Tween 20 al 0.2%, se agrego un anticuerpo
de raton anti-lgG humano conjugado a fosfatasa (100ul de una dilucion de
1:10000) en PBS-BSA 1% Tween 20 al 0.1%, y se incubd durante 2 horas a 37°C.
Después de 4 lavados con PBS/Tween 20 al 0.1%, se agregaron 100ul de p-
nitrofenilfosfato (1mg/ml) en solucién amortiguadora de dietanolamina. Se incubé a
37°C durante 15 min o el tiempo necesario hasta obtener densidades opticas de

0.3-1.0 leyendo a 405nm en un espectrofotometro de microplacas.

Datos de los ensayos seroldgicos

Para cada inmunoensayo se consideraron los siguientes parametros: la media
entre cada uno de los grupos de individuos, simbolizada con una linea, el valor de
corte, que fue determinado con el promedio mas dos desviaciones estandar
(Thomas y Debanne, 1987).

La sensibilidad: numero de enfermos que dan resultado positivo al método/ total

de enfermos a quienes se les aplicé el método por 100.

La especificidad: niamero de individuos sanos que dan un resultado negativo al

método/ numero total de sanos por 100.



VIll. RESULTADOS

VIIl.1. Montaje de condiciones para evaluar la reactividad de sueros
con péptidos mimatopos expresados en fago filamentoso

Se evaluaron 2 métodos distintos para medir la reactividad de los sueros humanos
con los péptidos expresados en fagos. El primero de ellos consistio en dejar
sensibilizando la placa con Ac anti-M13', después se depositd el fago M13? y
posteriormente los sueros humanos®. Enseguida Ac anti-lgG acoplado a fosfatasa*

y p-nitrofenilfosfato® en dietanolamina como sustrato revelador (Figura 15).
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Figura 15. Ensayo de ELISA indirecto

inmovilizando el Ac anti-fago M13 sobre el soporte.

En otro tipo de ensayos se dejo sensibilizando la placa con Ac anti-lgG de
humano®, enseguida se depositaron los sueros de individuos sanos 6 enfermos?,
seguidos por el fago M13°. La reaccién fue revelada agregando Ac anti-M13
acoplado a peroxidasa® y como sustrato enzimatico ABTS® (Figura 16).
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Figura 16. Ensayo de ELISA indirecto

inmovilizando los Ac humanos sobre el soporte.



A fin de comparar estos dos protocolos, se realizé un ensayo con 5 sueros de
individuos sanos y 5 de individuos con tuberculosis pulmonar activa, utilizando
como Ag uno de los mimoétopos expresados en fago M13. En particular, se utilizd
la clona 4 del fago M13 la cual tiene insertado el péptido mimétopo
GKVGLHEPIRTR. En la Figura 17 se puede observar que al utilizar el protocolo 2,
en donde los Ac humanos son inmovilizados sobre el soporte, no se puede evaluar
la reactividad ante el mimétopo debido a que los sueros de los dos grupos no
reaccionan de manera diferencial. Por el contrario, al emplear el protocolo 1, en el
cual se inmoviliza sobre el soporte el fago M13, si pudo observarse una

reactividad diferencial entre los dos grupos de sueros.
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Figura 17.- ELISA de sueros de individuos con TB y controles sanos,

empleando los protocolos 1 (a), 2 (b) y la clona 4 como antigeno.

A partir de estos resultados se decidié evaluar la reactividad de los mimo6topos
expresados en fagos sensibilizando la placa con anti-M13, es decir con el

protocolo 1.



VIIl.2. Andlisis de la reactividad de sueros humanos con el antigeno

nativo

A fin de poder evaluar la capacidad de los péptidos (expresados en fago o
sintéticos) para mimetizar la antigenicidad del producto nativo, procedimos a
caracterizar una coleccion de sueros con TB pulmonar activa, en cuanto a su
reactividad con el AM (arabinomanano), el antigeno mimetizado en su forma
nativa. Se utilizaron 115 sueros de individuos sanos y 103 sueros de pacientes
con tuberculosis pulmonar activa. En la Figura 18 se muestra que con el AM nativo

se obtuvo una sensibilidad del 55.45% y una especificidad del 94.78%.
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Figura 18.- Reactividad de los sueros utilizando como antigeno Arabinomanano.

Este analisis nos permitié seleccionar (para una primera evaluacién) una serie de
sueros con reactividad positiva o negativa al Ag nativo, evitando asi que los
resultados obtenidos con péptidos mimotopos estén sesgados por la presencia de
individuos cuya reactividad seroldgica al Ag nativo no corresponda a su estatuto

de infeccion.



VIIL.3. Identificacion de las clonas con mayor potencial para
serodiagna@stico

Para evaluar las clonas como antigenos de diagnostico se llevaron a cabo
inmunoensayos enzimaticos utilizando 10 sueros de individuos sanos vacunados
con BCG y positivos a la prueba del PPD, asi como 10 individuos enfermos con
tuberculosis pulmonar activa, se emplearon como controles negativos el fago
silvestre M13 (que no expresa inserto alguno en sus proteinas plll) asi como un
fago que expresa el péptido AWTQVPFASQPR sin ninguna relacion con M.
tuberculosis. Como se puede observar en las Figura 19 y 20, los sueros de
individuos con TB presentan en general una mayor reactividad con todas las

clonas, que los sueros de individuos sanos.

Sin embargo la capacidad para discriminar entre ambos grupos de sueros es
claramente pronunciada con algunas clonas, como la 8, la 17 y la 21. Por otro
lado, algunas de las clonas presentaron poca reactividad con los sueros de
individuos sanos, mientras que otras de ellas mostraron reaccion con una
dispersion considerable. Este Ultimo comportamiento también fue observado al
utilizar las clonas (M13 nativo y APP-12.3.1) que no contienen insertos mimotopos.

Todos estos resultados mostraron que:

El sistema de expresion del mimoétopo, es decir el fago M13, da origen a
reacciones inespecificas que no se relacionan con la presencia de Ac en contra
del antigeno mimetizado y un 50% de los sueros de individuos con TB parecen
reaccionar mas que los sueros control ante antigenos exdgenos en general
(presentan mayor reactividad con los fagos control), fendbmeno que podria ser
originado por una mayor exposicion a patdégenos en algunos de los individuos. En
consecuencia, para determinar la utilidad de los mimo6topos como reactivos de
diagnostico, era necesario eliminar la reactividad de fondo debido al fago M13 en

s

SI.



Ag:DPEQPAPLFLVS
expresado en la clona 21

Figura 19.- Reactividad de los sueros con las clonas 21, 8, 17, 22, 12,4, 1y 13.
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Ag:TMPWNQSALTLI

expresado en la clona 6 Ag:APIQAHPLGLIR
expresado en la clona 18
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Figura 20.- Reactividad de los sueros con las clonas 6, 18, 9,16
y los fagos control (M13 y APP12-3-1).



VIIl.4. Péptido sintético como reactivo de diagnoéstico

En el marco de este trabajo decidimos evaluar uno de los mimaotopos libre de fago,
para lo cual utilizamos un mimétopo sintético. El péptido fue utilizado de acuerdo
con la secuencia del inserto de la clona 8 (ver Figura 14), de 12 aa, agregando la
terminacion GGGS en el extremo C-terminal, como se encuentra en la proteina
Plll del fago M13 (Figura 21).

H’N-QEPLMGTVPIRAGGGS-COOH

I | |
I I

Secuencia del inserto  Adyacentes al inserto en la
de la clona 8. Proteina PIIl del fago M13

Figura 21.-Estructura lineal del péptido sintético P1.

VIII.5. Montaje de condiciones para evaluar la antigenicidad del péptido
1 sintético como antigeno para diagnostico seroldgico

Uno de los factores importantes en la utilizacion de péptidos como reactivos de
diagndstico es la metodologia de analisis. Por ello, el péptido
QEPLMGTVPIRAGGGS fue evaluado utilizando dos protocolos distintos: un
ensayo preliminar exponiendo la placa en buffer de carbonatos referido como
protocolo A y un segundo protocolo, que utiliza placas de microtitulacién
expuestas a la luz ultravioleta en buffer de boratos, referido como protocolo B
(Boudet et al, 1991). Como control se  utilizd6 el péptido
KQIINMWQEVGKAMYAPPIE sin ninguna relacion con M. tuberculosis. Para este
ensayo se utilizaron 10 sueros de individuos sanos y 10 de pacientes con TB
pulmonar activa. En la Figura 22 se muestra que, al utilizar el péptido mimétopo,
ambos protocolos logran discernir entre los dos grupos de individuos. Sin
embargo, solamente al utilizar el protocolo A la reactividad resulta especifica para

el mimotopo y no para los dos péptidos. A fin de obtener resultados mas



concluyentes se decidié explorar el uso de ambos protocolos con un mayor

numero de sueros.
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Figura 22.- Reactividad de los sueros con el péptido mimd4topo 1, y con un péptido

no relacionado (T1C) empleando dos protocolos de andlisis (ver texto).

VIII.6. Evaluacion de 1 mimétopo peptidico (libre de fago) como

antigeno para diagnéstico seroldégico de TB pulmonar activa
A fin de evaluar el péptido 1(QEPLMGTVPIRAGGGS) como posible reactivo para

el diagndstico serologico se realizdé un ensayo, utilizando 115 sueros de individuos

sanos y 100 sueros de pacientes con tuberculosis pulmonar activa. En la Figura 23

se muestra que el analisis proporcion6 una especificidad del 93.91%, pero

solamente un 10% de los enfermos mostraron una reactividad al péptido con el

protocolo A. En contraste, al evaluar el péptido utilizando el protocolo B (antigeno

depositado en una placa irradiada con luz UV), se encontré una especificidad del

93.04% con una sensibilidad del 40%.
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Figura 23. Reactividad del péptido libre de fago (P1), utilizando dos protocolos de
andlisis (ver texto). El valor de corte considerado fue el promedio de los controles

negativos +2DS.

Si bien los resultados obtenidos con este ultimo protocolo son alentadores,
considerando que se trata del mimotopo de un solo epitopo, se decidié explorar si
la modificacion quimica del péptido podria brindar ventajas en cuanto a la eficacia

del método, por lo que se procedi6é a obtenerlo en forma biotinilada.

VIIL.7. Biotinilacion del péptido mimotopo con posible utilidad para
inmunodiagndstico de TB

En un intento por mejorar el reconocimiento de péptidos mimétopos por
anticuerpos humanos en el ensayo inmunoenzimatico, se decidié modificar el
péptido 1 ligandolo a una molécula de biotina. Con la biotinilacion del péptido se
pretende mejorar la exposicion del epitopo en solucion, como se muestra en la
Figura 24.
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Figura 24.- ELISA usando péptido biotinilado
El péptido fue biotinilado y purificado por cromatografia de exclusion molecular. En

la Figura 25 se muestra el perfil cromatografico, obtenido por absorcién de luz UV

a 230 nm, en las fracciones eluidas.
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Figura 25.- Purificacion del péptido biotinilado mediante una columna de

exclusion molecular (1): péptido biotinilado, (2): biotina en exceso.



VIII.8. Evaluacion del péptido biotinilado como reactivo para
serodiagndstico de TB pulmonar activa

El péptido biotinilado se evalué como antigeno en ELISA utilizando 87 sueros de
individuos sanos y 92 sueros de pacientes con tuberculosis pulmonar. Como se
muestra en la Figura 26, el analisis brind6 una sensibilidad de 37.6% y una
especificidad del 95.4%, no mejorandose la eficacia encontrada con el péptido

solo.
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Figura 26.- Reactividad del péptido 1 biotinilado en sueros de individuos sanos y
sueros de individuos enfermos con tuberculosis pulmonar activa. El valor de corte

considerado fue el promedio de los controles negativos +2DS.

En la tabla 3 se muestran los resultados de sensibilidad y especificidad obtenidos
con los diferentes protocolos establecidos para la evaluaciéon del P1 como posible

reactivo en el diagnéstico seroldgico de la tuberculosis.



Tabla 3.- Eficacia de diagndstico de tuberculosis activa, utilizando un mimotopo

peptidico con tres diferentes protocolos de ensayo.

Protocolos Sensibilidad % Especificidad %
Protocolo A

(ELISA estandar, utilizando 10% 93.91%
tampodn de carbonatos)

Protocolo B

(ELISA estandar, utilizando 40% 93.04%

tampdn de boratos y
microplacas expuestas a
luz UV).

Péptido Biotinilado
(Antigeno depositado a 37.6% 95.4%
través de una molécula de
biotina en placas con

estreptavidina)

VIILL9. Influencia de las muestras bioldgicas sobre los resultados
obtenidos

Importantemente, todos los analisis mostrados en este trabajo incluyeron 2 grupos
de sueros de pacientes enfermos con tuberculosis pulmonar activa, los cuales
provenian de dos centros hospitalarios. Un tercer grupo de muestras estaba
conformada por sueros de individuos sanos obtenidos de un tercer centro
hospitalario. Finalmente, sueros de donadores sanos fueron obtenidos a partir de

individuos del Instituto de Investigaciones Biomédicas.

Como se mostr6 en él capitulo VIII 3, los sueros humanos utilizados en el presente

trabajo mostraban una respuesta humoral heterogénea en general. Al analizar de




manera detallada los resultados de reactividad seroldgica, resulté evidente que el
mimotopo peptidico sintético brindaba una eficacia de diagndstico distinto
dependiendo del grupo de sueros utilizado. Por ejemplo, al utilizar el mimétopo en
forma biotinilada, con el cual las sensibilidades encontradas con muestras de

distintos centros hospitalarios fueron de 55% y de 15% (Figura 27).
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Figura 27.- Evaluacién del péptido QEPLMGTVPIRAGGGS-Biotinilado como
antigeno para diagnostico de TB pulmonar, utilizando dos grupos de sueros y el

grupo control.

Estos resultados indicaban que la reactividad de los sueros era marcadamente
diferente dependiendo de la fuente hospitalaria de la que provenian. Utilizando las
mismas muestras, realizamos un ensayo serologico utilizando un antigeno nativo
no relacionado, el cual ha mostrado ser uno de los reactivos de mayor eficacia de
diagndstico para tuberculosis activa, el glicolipido di-O-acil-trealosa (DAT). Como
se muestra en la Figura 28, la misma discrepancia en cuanto a sensibilidad de
diagndstico fue encontrada para el diagnostico de individuos provenientes de

distinta fuente hospitalaria (sensibilidades de 79% y de 31%). Los datos



encontrados nos muestran, por consiguiente, que para reportar datos confiables
en la evaluacion de un nuevo reactivo de diagndstico sera necesario contar con
los datos clinicos de las muestras realizadas, a fin de saber en qué etapa de la

enfermedad y en qué tipo de individuo el método pudiera ser aplicado.
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Figura 28.- Evaluacién del DAT (Diacil-trehalosa) como antigeno para diagnéstico

de TB pulmonar, utilizando el grupo control y dos grupos de sueros.



IX. Discusién y Conclusion

Actualmente los métodos convencionales que existen en el diagndstico de la TB
son poco eficaces debido al bajo indice de deteccion y los riesgos que representan
para el personal que los maneja. En la actualidad es una necesidad contar con
metodologias mas eficaces en el diagndstico oportuno, que sean accesibles, de

bajo costo y aplicable a amplias poblaciones.

Un método que puede cumplir con estas caracteristicas es el inmunodiagnostico;
sin embargo, una de las limitantes es la dificil disponibilidad de antigenos con
sensibilidad y especificidad altas. Uno de los antigenos mas prometedores para el
diagndstico de la TB es el LAM, lipoglicano altamente antigénico. Sin embargo la
obtencion de antigenos no proteicos, como éste, requiere el uso de infraestructura
altamente costosa (laboratorios de bioseguridad nivel 3), largos tiempos de cultivo
y procedimientos complicados que permitan purificar los productos a partir de
extractos lipidicos del bacilo, caracterizados por una alta complejidad. Dado lo
anterior, el uso de moléculas alternativas que pudieran sustituir al LAM, permitiria
la aplicacion de un diagnostico basado en este antigeno sin los inconvenientes

ligados a su obtencion.

En este estudio se evaluaron mimoétopos péptidicos de LAM, identificados
mediante la técnica de despliegue en fagos, expresados en el fago M13 y libres de
fago (péptido sintético) como posibles reactivos en el diagndstico serdlogico de la

tuberculosis.

Al evaluar la utilidad de los mimotopos de LAM expresados en el fago M13, se
observé que estos reactivos si son capaces de discriminar entre sueros de
individuos sanos y sueros de individuos con TB activa (Figura 19 y 20),
encontrandose que algunos mimotopos (expresados en clonas aisladas) pueden
hacerlo con mayor eficacia que otros. Estos resultados también mostraron, sin
embargo, que fagos no relacionados o el fago silvestre (sin inserto), producen

reacciones inespecificas en sueros humanos. Es posible que estas reacciones



sean debidas a la presencia de anticuerpos dirigidos en contra de colifagos en
cada individuo, por lo que sera interesante el evaluar si una pre-adsorcién de
dichos anticuerpos con sonicados de fagos podria evitar la aparicién de resultados

inespecificos.

En el marco de este trabajo se explord, como otra posible solucion, el uso de
mimaétopos libres de fago (sintéticos) como reactivos de inmunodiagndéstico. Como
era de esperarse, el uso de péptidos sintéticos como antigenos es dependiente en
gran medida de encontrar condiciones de analisis Optimas. En este trabajo,
encontramos dos protocolos que brindaron una alta especificidad y sensibilidades
de 36.7 y 40.0% para el diagnostico de TB. Es posible que estos resultados
pudieran ser mejorados, por ejemplo con el uso de complejos multi-peptidicos o
con el acoplamiento a una proteina acarreadora. Sin embargo, es importante
mencionar que la sensibilidad y especificidad encontradas aqui resultan
alentadoras, si se compara la eficacia de un péptido mimétopo con antigenos
proteicos recombinantes. Por ejemplo, Lyaschenko y colaboradores (1998)
encontraron sensibilidades de 25-27% para una proteina recombinante de
Mycobacterium tuberculosis de 38 kDa, del 12-20% para los antigenos
recombinantes MPT63, MPT64, KatG, Ag85B y ESAT 6, y 39-44% de sensibilidad
con el uso de las proteinas recombinante de 14 y de 19 kDa y el Ag 85

recombinante se ha reportado un 10% de sensibilidad (Valencia, 2004).

La obtencion de una sensibilidad de hasta un 40% de reactividad resulta un valor
considerablemente alto si se compara con los métodos convencionales. Por
ejemplo la baciloscopia brinda una sensibilidad del 50% para TB pulmonar y solo
de un 20-58% para TB meningea, mientras que el cultivo muestra sensibilidades
del 10% para TB peritoneal, 35% TB pleural y de un 50-70% en TB meningea. En
las pruebas serologicas, incluyendo radioinmunoensayo, hemaglutinacion y ELISA
se han reportado sensibilidades de 16-57% y especificidades de 62-100%
dependiendo del antigeno (Dinnes et al, 2007). Por su parte, la técnica de PCR ha

mostrado una sensibilidad del 40-42%.



De acuerdo con Mark Goldberger los criterios que un método debe cumplir para
sustituir a la baciloscopia es que presente una sensibilidad de al menos un 70%, y
una especificidad del 98%, que logre discernir entre individuos con baciloscopia
positiva y negativa, simplicidad, que no requiera de equipo sofisticado, que
proporcione estabilidad, que no requiera el uso de refrigeracion y que sea de bajo
costo (WHO, 1997).

Es importante considerar que las muestras de sueros de pacientes con TB
pulmonar utilizadas en este estudio estdn clasificados como individuos con
infeccidn activa por baciloscopia positiva. Sin embargo se desconoce la fase de la
enfermedad asi como otros padecimientos como el VIH que pudieran influir en la
reactividad. Considerando lo anterior, el uso de mimétopos de antigenos
micobacterianos para el diagnostico serolégico de la TB aportaria numerosas
ventajas, destacando la facilidad y bajo costo de produccion y la estabilidad para
su transporte, por lo que la identificacibn de nuevos mimotopos peptidicos, que
pudieran ser parte de un céctel de antigenos para diagnoéstico, resulta de sumo

interés.

Finalmente, cabe resaltar la necesidad de establecer una vinculacion mas
estrecha entre los laboratorios dedicados a la busqueda de nuevos reactivos de
diagndstico con el sector salud, sin lo cual resultaria impensable la propuesta de

nuevas metodologias en poblaciones especificas.



X. APENDICE
REACTIVOS UTILIZADOS

Medio LB (Luria Bertani) 1L

Bacto Tryptone 10g
Extracto de levadura 5g
NacCl 5¢

Esterilizar por 25 minutos, en autoclave a 121°C
almacenar a temperatura ambiente.

Top Agar 1L

Bacto Tryptone 10g
Extracto de levadura 5¢
NacCl 59
MgCI?.6H0 1g
Agarosa 79

Esterilizar por 25 minutos, en autoclave a 121°C
almacenar a temperatura ambiente.

Medio 2xYT 1L

Bacto Tryptone 169
Extracto de levadura 10g
NaCl 50

Esterilizar por 25 minutos, en autoclave a 121°C
almacenar a temperatura ambiente.

Buffer salino de fosfatos PBS 10X

NaCl 80g 1.37M
KCI 29 0.027M
Na’HPO*  14.4g 1M
KH*PO* 2.49 0.01M

Ajustar pH a 7.4 con HCl y aforar a un 1 litro.



PBS 0.01M

KH2PO4 0.01M
Na,HPO4 0.1M

NaCl 1.37M
KCI 0.027M

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

Dietanolamina 100ml
MgCI?.6H0 102mg
NaN?® 0.40g

Ajustar pH a 9.8 con HCI.
Aforar a 1 litro (conservar al abrigo de la luz)

PEG/NACI (8000)

NaCl 2.5M
Polietilenglicol (PEG 8000) 20% (p/v)
Esterilizar por 30 minutos, en autoclave a 120°C
almacenar a temperatura ambiente.

Solucién amortiguadora de

Carbonatos 0.05M, pH 9.6

Solucién Na’CO?® 0.05M 31.8mg

Solucién NaHCO?® 0.05M 21mg

Aforar a 500m|

Mezclar ambas soluciones hasta obtener un pH de 9.6

Soluciéon amortiguadora de Boratos pH 8.2

Solucién NacCl 0.075M
Solucién Na?B407 0.025M
Solucién H*BO? 0.01M
X-Gal/llPTG

X-Gal 19
IPTG 1.25¢
Dimetil formamida 25ml

Mantener a -20°c
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