
TESIS CON 
FALLA DE ORIGEH 

q 
0.307.-:Z, ~· 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO 

UNIDAD ACADEMICA DE LOS CICLOS PROFESIONAL 
Y DE POSGRADO DEL COLEGIO DE CIENCIAS 

Y HUMANIDADES 

SEDE DEL PROYECTO EN BIOTECNOLOGIA 
INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS 

PRODUCCION Y CARACTERIZACION DE ANTICUERPOS 
MONOCLONALES A LIPOARABINOMANANA DE 

M. tuberculosis 

Tesis que presenta para obtener el grado de 

Maestro en Biotecnología 

ENRIQUE MELENDEZ HERRADA 

Este trabajo tue reaJJzado en el Instituto Nacional 
de la Nutrición Salvador Zublrán. bajo Ja tutorla 
de Ja Dra. Yolanda López Vidal. Investigadora del 

Departamento de Inlectologta 

Ciudad Unlversltaria. enero de 1993 

1 

1 

1 

1 

! 
i ¡ 
r ¡ 

f 
1 ¡ 
t 

1 
F
~·• 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



INDICE 
Página 

LISTA DE TABLAS ............................................ · · . · . 

LISTA DE ESQUEMAS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . ii 

LISTA DE FIGURAS ................................................ iii 
j 

LISTA DE DIAGRAMAS ........................................... .' iv 

LISTA DE GRAFICAS ................................................. v 

ABREVIATURAS ................. -................................. vi 

1. RESUMEN 

2. PARTE TEORICA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 7 
2.1 CARACTERISTICAS DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES..... 7 
2.2 BIOTECNOLOGIA DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES . . . . . . 13 
2.3 IMPORTANCIA EN EL DESARROLLO DE TECNICAS DE 

DIAGNOSTICO . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21 
2.4 ALTERNATIVAS EN LAS TECNICAS DE DIAGNOSTICO .......... 23 
2.5 EPTDEMIOLOGIA DE LA TUBERCULOSIS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25 
2.6 METODOS DE DIAGNOSTICO DE LA TUBERCULOSIS . . . . . . . . . . . 31 
2.7 METODOS CLASICOS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31 

2.7.1 TUBERCULOSIS PULMONAR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 32 
2.7.2 METODOS TRADICIONALES A LAS FORMAS 

EXTRAPULMONARES ................ · ............ ·. . . 33 
2.7.3 METODOS NO INMUNOLOGICOS ............. : . . . . . . . 34 
2.7.4 METODOS TNMUNOLOGICOS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 37 
2.7.5 ANTIGENOS MICOBACTERIANOS . '. .......... ·. . . . . . . . . 46 

3. HIPOTESIS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52 

4. OBJETIVOS ................................ ·. . . . . . . . . . . . . . . . . . . 53 

5. DISEÑO EXPERIMENTAL ........................................ 54 
5.1 PURTFICACION DEL ANTIGENO ...................... : . . . . . . 54 
5.2 PROTOCOLO DE IMNUNIZACION . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 58 



5.3 FUSION CELULAR . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 60 
5.3.1 CRECIMIENTO DE LAS CELULAS DE MIELOMA . . . . . . . . . . 60 
5.3.2 PRODUCCION DE HIBRJDOMAS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 60 

5.4 SELECCION DE HIBRJDOMAS (CLONACION POR DILUCJON 
LIMITADA) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 63 

5.5 OBTENCION DEL LIQUIDO DE ASCITIS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 65 
5.6 CARACTERIZACION DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES . . . . 67 

5.6.1 ISOTIPIFJCACION . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 67 
5.6.2 INMUNOFLUORESCENCIA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 68 
5.6.3 ENSAYO DE INMUNODOT ........................... 69 
5.6.4 INMUNOENSAYOENZIM.ATICO (ELISA) ................. 70 

6. RESULTADOS ............................................. ·..... 72 

7. DISCUSJON . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 87 

8. CONCLUSIONES . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 96 

9. APENDICE . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 97 
9.1 METODO DE CUANTIFICACION DE CARBOHIDRATOS. . . . . . . . . . . 97 
9.2 MATERIALES Y REACTIVOS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 98 

10. BIBLIOGRAFIA ................................................ 102 

ii 



LISTA DE TABLAS 

Tabla Página 

1 PROPIEDADES DE LAS INMUNOGLOBULINAS DE RATON 12 

2 CIENCIAS RELACIONADAS CON LA BIOTECNOLOGIA . . . . . . . . . . . . . 18 

3 ETIOLOGIA INFECCIOSA DE ORGANISMOS OPORTUNISTAS EN 
INSTITUCIONES MEXICANAS Y DEL EXTRANJERO . . . . . . . . . . . . . . . 28 

4 CASOS REPORTADOS Y MORTALIDAD POR TUBERCULÓSIS EN 
TODAS SUS FORMAS EN MEXICO DE 1980-1988 . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30 

5 RESULTADOS DE SEROLOGIA EN TUBERCULOSIS USANDO EL 
METODO DE ELISA .............................. , . . . . . . . . . . 40 

6 DETECCION 'DE ANTIGENOS DE M.tubercu/osis EN DIFERENTES 
ESPECIMENES CLINICOS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41 

7 HIBRIDOMAS EMPLEADOS EN LA PRODUCCION DE FLUIDO DE 
ASCITIS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 65 

8 PRESENTACION DE LAS CLONAS PRODUCTORAS DE LOS 
ANTICUERPOS MONOCLONALES CONTRA LAM DE M.tuberculosis . . . 78 

9 REACTIVIDAD DE LOS 
M.tuberculosis CONTRA 
INMUNOFLUORESCENCIA 

ANTICUERPOS MONOCLONALES A 
OTROS MICROORGANISMOS POR 

10 REACTIVIDAD DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES A 
M.tubercttlosis CONTRA MICOBACTERIAS POR 

81 

INMUNOFLUORESCENCIA . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 81 

11 CARBOHIDRATOS TOTALES DE SOBRENADANTES DE 
·MICROORGANISMOS DIFERENTES A M.tuberculosis . . . . . . . . . . . . . . . 82 

12 DETECCION DE LAM CON DIFERENTES ANTICUERPOS POR ENZA YO 
DE INMUNODOT . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 84 



LISTA DE ESQUEMAS 

Esquema 
Página 

EVENTOS DE LA FUSION CELULAR PARA LA PRODUCCION DE 
HIBRIDOMAS SECRETORES DE ANTICUERPOS MONOCLONALES . . . . . 9 

2 INMUNIZACION A RATONES BALBIC CON LAM DE M.tuberculosis . . . 59 

3 METODOLOGIA GENERAL PARA LA PRODUCCION DE ANTICUERPOS 
MONOCLONALES . , . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62 

ii 

.• 



LISTA DE FIGURAS 
Figura 

Página 

1 MODELO DE LA INMUNOGLOBULINA IgG DE RATON............. 10 

2 MAGNITUD Y DINAMICA DEL PROBLEMA MUNDIAL DE LA 
TUBERCULOSIS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 25 

3 ESTRUCTURA DE LA ARABINOMANANA DE LA MICOBACTERIA . . . . 48 

4 ESTRUCTURA DE PARED CELULAR .DE Mycobacterium leprae . . . . . . . 49 

5 CULTIVO DE HTBRTDOMAS PRODUCTORES DE ANTICUERPOS 
MONOCLONALES CONTRA LAM DE M.tuberculosis . . . . . . . . . . . . . . . 64 

6 PATRON DE LOS EVENTOS ELECTROFORETICOS EN LA 
PURIFICACTON DE LAM DE M.trtberculosis . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 75 

7 ENSAYO DE INMUNOFLUORESCENCIA PARA LA DETECCION DE 
M.tuberculosis CON LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES CONTRA 
LAM...................................................... 79 

iii 



LISTA DE DIAGRAMAS 
Diagrama 

1 

2 

PURIFICACION DE LIPOARABINOMANANA DE M.tuberculosis 

PURIFICACION DE LIPOARABINOMANANA DE M.tubercu/osis. 

iv 

Página 

56 

57 



LISTA DE GRAFICAS 

Gráfica Página 

INCIDENCIA DE TUBERCULOSIS DE 1969-1989 EN LA CIUDAD DE 
NUEVA YORK . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26 

2 DISTRIBUCION DE MUERTES POR TUBERCULOSIS EN MEXICO 
DURANTE 1985. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30 

3 CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO COLUMNA DE DEAE-
SEPHACEL FRACCION A. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 73 

4 CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO DEAE-SEPHACEL CON 
GRADIENTE DE NnC/ lM . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 74 

5 CROMATOGRAFIA DE FlLTRAClON EN GEL CON BIO-GEL A-SM..... 74 

6 TlTULACION DE LOS ANTICUERPOS SERICOS MURINOS 
CONTRA LAM DE M.t11berc11losis POR ELISA EN EL 
RATON NUMER02.......................................... 76 

7 TlTULACION DE LOS ANTICUERPOS SERICOS MURINOS 
CONTRA LAM DE M.t11berc111osis POR ELlSA EN EL 
RA TON NUMERO 3. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 77 

8 REACTIVIDAD DE LOS SOBRENADANTES OBTENIDOS POR 
SONICACION DE 10 MICROORGANISMOS DIFERENTES CON EL 
ANTICUERPO MONOCLONAL LAM 11:6 CONTRA M.tuberculosis 
POR ELISA. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 86 

V 



Ara1 
BCG 
BF3 
ºC 
Co6º 
DEAE 
DNA 
ELISA 
fg 
ºGL 
HAT 
/¡ 

l/-6 
l.V 
Kb 
LAM 
LCR 
Ma11r 
mi11 
mi 
mM 
11111 

pb 
PCR 
PPD 
PEG 
RIA 
RNA 
rpm 
seg 
SIDA 
SSI 
Tris 
vol 
VIH 
µg 
µI 
µm 

ABREVIATURAS 

Arabinosa en forma f11ranosa 
Bacilo de Ca/mette Guéri11 
Trifluoruro de Boro 
Grados ce11tígrados 
Cobalto radiactivo sesenta 
Dieti/a111i11oetil 
Acido Desoxirribo11ucleico 
Enzyme Li11ked l111111111osorbe11t Assay 
Fentogramos 
Grados Gay-L11ssac 
Hipoxantina, A111i11opteri11a, Ti111idina 
Horas 
Interleucina 6 
l11trave11osa 
Kilobases 
Lipoarabinoma1za11a 
Líquido Cefa/orraq11ídeo 
Manosa en forma piranosa 
Minutos 
Mililitros 
Milimolar 
Nanó111etros 
Pares de Bases 
Reacción de Polimerasa en Cadena 
Derivado Proteíco P11rificado 
Polietílenglicol 
Radioi111111111oe11sayo 
Acido Ribonucleico 
revoluciones por minuto 
seg1111dos 
Síndrome de la l111111111odcficie11cia H11111a11a 

'solución Salina Estéril 
Tris (hidroximetil) ami110111eta110 
volumen 
Virus de la Inmunodeficiencia H11ma11a 
Microgramos 
Microlitros 
Micrómetros 

vi 



Aprendl ésto, cuando menos, con mis experimentos 
si uno avanza confiado en la dirección de sus 
sueños, e intenta vivir la vida que ha imaginado, 
se encontrará con un é:rito inesperado en las 
horas ordinarias. En Ja medida en que simplifique 
su vida, las. leyes del universo Je parecerán menos 
complejas, y la soledad no Je parecerá soledad 
ni la pobreza pobreza, ni Ja debilidad debilidad 

Henry D. Thoreau 
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1. RESUMEN 

La tecnología para prod11cir anticuerpos monoclonales se desarrolló a partir de 

estudios de investigación básica en in11111nología, lo que ocasionó el desarrollo de nuevas 
técnicas para el diagnóstico de enfermedades, dado que por primera vez en la historia se 
dispuso de anticuerpos co11 una calidad homogéneo de una ma11era segura y constante. 

El empleo de anticuerpos monoclonales como reactfr.>os de diagnóstico presenta 
ventajas importantes ya que permite el reconoci111ie11to de nntíge11os (proteínas, hormonas, 

agentes infecciosos, etc.) co11 alta sensibilidad y especificidad las cuales son características 
muy d~fíciles de conseg11ir en las térnicas para el diagnóstico clínico de uso rutinario. La 
aplicación de los anticuerpos monoclonales ni diagnóstico es efectuado de dos maneras, el 
diagnóstico "in vivo" para la detección de padecimientos como el cáncer y algunas 

enfermedades cardíacas con empleo de radioimágenes. 

El segundo corresponde al diagnóstico "in vitro" encontrando su principal 
aplicación en los e11snyos i111111111ocnzi111áticos en los cuales se acoplan enzimas a 
anticuerpos y en presencia de 1111 substrato orgánico desarrol/a11 reacciones coloridas las 
males son posibles cuantificar colori111etricn111e11te reco11ociéndose de estop resultados In 

reacción antigeno antic11erpo los más conocidos son los enzayos enzimáticos 

i111mmoacoplndo (ELISA) éstos han sido aplicados para el ding11óstico de enfermedades, 

tales como: desórdenes genéticos, e11fer111edndes malignas, padecimientos hormonales, 
enfermedades infecciosas, etc. 

Esto zíltimo es un campo 11111y amplio de aplicación, ya que estos anticuerpos se han 

utilizado para una gran variedad de agentes patógenos incluidos virus, hongos, 
protozooarios y diversas bacterias, las aplicaciones pri11cipalmente so11 ge11eradas por 
grnpos de científicos co11 fi11es de i11vestignción básica, tal es el caso de los anticuerpos 
monoclonales para In detección de la leshmaninsis, tricomoninsis, tuberculosis, virus de la 

inm 1modÍ!ficiencia humana etc. 



La prese1icia de una gran -divásidad de agentes infecciosos en humanos ha 

presentado la dificultad de mantener /í11ea~ de imiestigación en el diagnóstico de muchas 
enfermedades infecciosas. 

Si11 cm/largo, dada la necesidad de contar con reactivos de diagnóstico más 
específicos muchas empresas se han dado a la tarea de comercia/izar los a11ticuerpos 
monoclonales. E11 este se11tido han pe11etrado al mercado los productos de diagnóstico con 
los llamados kits o estuches de diag11óstico, siendo el diagnóstico del embarazo 11no de sus 

éxitos más conocidos a nivel mundial. 

En México y otros países subdesarrollados los problemas causados por enfermedades 
infecciosas representan serios proli/emas contra la salud, el caso de la t11berc11/osis en 
nuestro país se presenta de una manera preva/ente y es la decimoprimera causa de muerte, 
esta e11fermedad se 111a11ifiesta co11 mayor frecuencia como 1111a infección pulmonar. 
A11nq11e, las formas extrap11/monares (piel, pleura, riiión, meninges, etc.) se presentan en 
1111 11lÍ111ero inferior de muertes, pero tienen mayor dificultad en su diagnóstico. 

El agente causal de la t11berc11/osis es Mycobacterium tuberculosis 

(M.tuberculosis) a1111q11e las variedades Mycobacteri11111 bovis (M.bovis) y 

Mycobactcrium africa1111111 (M.africm111111) son ta111bién infectivas al humano s11 

ide11tificación se realiza tradicionalmente por medio de la lmciloscopía y cultivo en los 
ce11tros hospitalarios, e11 la for111a p11/mo11ar la especificidad es alta pero la sensibilidad es 

baja, en el diag11óstico de las enfermedades extrap11lmonares la sensibilidad y especificidad 
son a1111 menores por ejemplo e11 la forma meníngea la sensibilidad es menor al 50% por 

lmciloscopía. 

Existen métodos alfemos de diagnóstico para la tuberculosis a los ya se1íalados los 

cuales están basados en técnicas de cromatografía de gases y radiométricas que presentan 
mayor se11sibilidad y especificidad pero requieren del uso de equipo de alto costo lo que 
res11 lta de difícil a.dquisición en los laboratorios de rutina. 
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El uso de técnicas de biología molecular Iza permitido el desarrollo de métodos de 
diagnóstico con alta especificidad y sensibilidad, tal es el caso_ del uso de s'ondas marcadas 
y la reacción de la polimerasa en cadena (PCR), éste zílti1110 teóricamente tiene la 
capacidad de detectar una micolmcteria en los especímenes clínicos. Sin e111lmrgo, el PCR 
no es capaz de diferenciar las micoliacterias pertenecientes al co111plejo de tuberculosis 
(M.t11berc11losis, M.bovis y M.nfricm111m), ade111ás requieren de personal altamente 
calificado y el uso de reactivos y equipo que ordinariamente no disponen la inmensa 
mayoría de laboratorios clínicos. 

El e111pleo de térnicas de in11111110diagnóstico Iza permitido también el desarrollo de 
métodos si111ples, confiables y accesili/es a los laliomtorios de análisis clínicos, por ejemplo, 
el ensayo in1111111oenzi111ático (ELISA). Sin emliargo, no se tiene disponilii/idad en México 
de 11n reactivo i111m111ológico comercial ademado que permita una alta sensiliilidad y 
especificidad en su aplicación en lalioratorios de nitina al diagnóstico de la tuberculosis. 

De arnerdo a esto, para el diagnóstico de tulierc11/osis por los métodos 
inm11110/ógicos se tienen co1110 antecedentes los estudios hechos por diversos investigadores 
como Danie/(16), Brennan(7), Sada(75), Kadival(42), Kramliovitis(48), etc. y por otra 
parte se Izan realizado intentos para desarrollar anticuerpos monoclonales para el 

diagnóstico de esta enfennedad con el fin de mejorar s11 sensibilidad y especificidad pero 
los resultados de las distintas investigaciones no Izan llegado a una disponibilidad 
comercial de este inm1111orreactivo, el cual podría ser usado en cualquier laboratorio clínico 
con 11na técnica de 11so comlÍn. 

Dados estos antecedentes, el objetivo Msico del presente trabajo de tesis es el 
desarrollar anticuerpos monoclonales dirigidos contra un n11tíg:no de MycobnCtel'ium 
t11bel'c11losis que permitan el desarrollo y In aplicación de una técnica ordinaria de rutina 
la identificación temprana de la micolmcteria. 

Desde el punto de vista médico esto último es de singular importancia ya que la 
oportuna detección de este bacilo sobre todo en las formas extrnpulmonares (p.ej. 
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me11i11gitis) permitiría salvar la vida del paciente o bien reducir las severas secuelas de la 

enfermedad por la aplicación de un rápido y adecuado tratamiento. 

Para el desarrollo de este trabajo se seleccciono al antígeno de lipoarabinomanana 

(LAM) que _es un polisacarido constituyente de la pared de Mycobncterium 

tuberculosis cuya actividad imnunogénica se manifiesta con la producción anticuerpos 

de 11 na manera sustancial en la enfermrdad natural y en esque111as de inmunización a los 

animales de laboratorio (7). 

Como parte del desarrollo experimental este antígeno se purificó a partir de técnicas 

de extracción y cromatográficas convencionales descritas en la literatura científica POR 

Hunter y cols.(38) obteniéndose en el laboratorio resultados de bajo rendi111iento de este 

antígeno. 

El antígmo LAM fue utilizado en el protocolo de inmunización a ratones BALB/c 

y se seleccionó al ratón, que presentó el mayor título de anticuerpos, de él se extrajo el 

bazo, para realizar la fusión celular en la producción de hibridomas de ac11<'l'do al protocolo 

de Fazekas de St.Groth y Scllridegger (24). 

La selección de los de hibridomas productores de anticuerpos 111onoc/ona/es se realizó 

por técnica de ELISA indirecta y de ella se seleccionaron los hibridomas productores de 

anticuerpos y clonados por /a técnica de dilución limitante. Las clonas se expandieron "in 

vitro" para au111entar la masa celular y, finalmente, tres clonas de once totales fueron 

introducidas en peritoneo de mtpn para la obtención de líquido de ascitis. 

COJllO resultados .experi111entales, los tres anticuerpos 111onoclonales producidos 

fueron nombrados como LAM 11 :4, LAM 11 :5 y LAM 11 :6 fueron caracterizados como 

IgG2a en su isotipo, se estudió también la capacidad de los monoclonales para reconocer 

Mycobncteri11111 tuberculosis en su forma completa o nativa mediai1te 

inmunofluorescencia indirecta, utilizándose los controles negativos microorganismos co1110: 

Ca11dida albica11s (C.albicm1s), Cryptococcus 11eofor111n11s (C.Neoformn11s), 

Nocnrdia astetoides (N. nstetoides), Nocnrdin bmsilie11sis (N.bmsilie11sis), 
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Coccidioides immitis (C.i111111itis)1 Histoplnsma capsulat11111 (H.caps11lah1111)1 

Aspergillus f11111igatus (A.f11111igah1s), y Mycobacterium avium (M.avium). 

Se determinó que el anticuerpo LAM 11 :6 es capaz de reconocer a LAM obtenido 
de In p111'ificnción mediante ensayos de imnu11odot, se utilizaron los extractos solubles 
obtenidos de lisndos ce/11/nres obtenidos mediante sonicnción de los 111icroorga11ismos antes 

selinlndos, los cuales presentaron reconocimiento nntigénico hacia C.11eoforma11s, 

C.albicans, N.asteroides, H.capsulat11111, C.immitis, A.fumigatus, M.m.1ium1 E.coli, 
extracto y LAM purificado de M.tuberculosis. 

Los lisndos de estos 111icroorgnnis111os fueron valorados por ELTSA empleándose los 
mismos lisndos que en in1111111odot. Se utilizó el anticuerpo 111onoclonnl LAM 11 :6 mismo 
que reconoció LAM purificado cuya nbsorlmncin a 492 nm fue de 0.45 ± 0.031 y 0.528 

± 0.035 de M.avi11111 0.773 ± 0.057 111ie11trns que emplen11do n11ticuerpos polic/011nles a 
LAM de referencia se obtuvieron lecturas de 0.441 ± 0.039 y S.a111·e11s 0.318 ± 0.022. 

Para los sonicndos de otros microorgnnismos estudiados In nbsorlmcin fue 111enor a 0.3, 

como: C.11eofor111a11s 0.120 ± 0.045, C.albica11s 0.072 ± 0.010, N.asteroides 0.257 ± 

0.025, N.bmsilie11sis 0.170 ± 0.015, H.caps11lat11111 0.293 ± 0.023, C.i111111itis 0.317 ± 

0.010 y A.fumigatus 0.131 ± 0.008. En base a este ensayo fue posible diferenciar la 
renctividad cruzada de los microorganismos. 

Los res11/tados aquí generados sugieren el desarrollo de una técnica de diagnóstico 
por in11111110JI11orescencia la cual per111ite apreciar vis11nlmente a estos microorganismos 

ni microscopio dado que los antic11erpos nq11í ge11erad~s reconocieron a Mycobacterium 
tuberculosis en su forma bacilar conipleta en 111 uestrns de expectoración con baci/oscopia 

confirmatoria, y del cultivo df! este mismo 11!icroorga11is1110. Sin embargo, es necesario 

continuar con este trabajo de investigación y co11 el ensayo de todos los anticuerpos 

111011oclonnles producidos en las muestras de cultivo para otras micobncterias de interés 

clínico. 
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Es de suma importancia utilizar muestras provenientes de líquidos biológicos como 
cefalorraquídeo, pleural, muestras de espcctoración, etc. las cuales presenten baciloscopía 
y cultivo positivos así como con las qur presenten sospecha de este bacilo, con el fin de 
darle validez y utilidad práctica a los resultados grnerados de esta investigación. 

También es recomendable utilizar estos anticuerpos 111011oclonalt's que reconocen a 
LAM de M.t11berc11losis sean validados con un n!Ímero mayor de cepas de micobacterias 
de nuíltiples especies, con la finalidad de confirmar la especificidad para este bacilo. 

De esta manera se contribuye a la utilización de los anticuerpos monoclonales al 
diagnóstico clínico como una dr las aplicaciones importantes de la biotecnología en la 
medicina. 
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2. PARTE TEORICA 

2.1 CARACTERISTICAS DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES 

Los anticuerpos o i111111111oglob11/i11as constituyen uii sistema de proteínas de defensa 

que poseen los vertebrados para protegerse de los invasores extrmíos desarrollando un 
meca11is1110 inm1111ológico de tipo humoral. Los a11tic11erpos son glicoproteínas producidas 
por las células plasmaticas derivadas de linfocitos B presentes en ói:ganos especia/izados 
co1110 el bazo, bolsa de Fabricio, ga11glios li11fáticos además del torrente sanguí11eo (33). 

Los linfocitos B al reaccionar ante un estímulo antigénico por el mecanismo 
humoral desarrolla11 c/011as de células que produce11 difere11tes a11ticuerpos caracterizados 
por sus isotipos y subisotipos. Cada anticuerpo posee un sitio de unión al antígeno 
dirigidos hacia los deter111i11a11tes a11tíge11icos o epítopes, el sitio de reconocimie11to del 
a11ticuerpo hacia el a11tíge110 se localiza e11 la estmctura de las regio11es lzipervariab/es de 
la molécula (33). 

Cada molécula de a11ticuerpo tie11e e11 este sitio de u11ión 1111a secue11cia precisa de 
aminoácidos que está determi11ada por la genética del linfocito B. La respuesta de 
anticuerpos a 1111 a11tígeno es altame11te lzeterogé11ea, hay tal vez 1111 millón de difere11tes 
lí11eas de linfocitos B. Klin111a11 y Press (33) en 1975 esti111aro11 que un ratón BALB/c 

co11tiene 200 111i//011es de li11focitos B de los cuales un 5 al 20% ofrecen distintos 
c/onotipos, lo cual da origen a los anticuerpos polic/onales co1itenidos en sueros de los 
vertebrados, en ca111bio los anticuerpos obtenidos de una clona artificial como hibrido111as 
y cultivados "i11 vitro" masivamente será11 co11ocidos como anticuerpos mo11oc/011ales. 

Los anticuerpos 111onoc/011ales y policlonales tienen propiedades especificas que 
hacen de ellos ideales para una situación en particular. La 11at11ra/eza de esas difere11cias 
especificas deberá ser bien comprmdida para u11a aplicación óptima en inmunoensayos. 
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Kohler y Klinan (33) estimaron que ratones BALB/c pueden contener de 1000 a 
7000 diferentes linfocitos con capacidad para producir anticuerpos contra un mismo 
inmunógeno. No es de sorprenderse que algunos de ellos tengan baja y alta afinidad 
depe11diendo del grado de complementación entre el epítope y el parátope. 

E11 1975 Cesar Milstein y Georges Kolher (45) en Inglaterra desarrollaron un 
método simple y elegante para la producción de anticuerpos que reconocen a un sólo 
epifope de u11 antígeno. Los experimentos para lograr esto consistieron en fusionar "in 
vitro" céllllas de mieloma de ratón con linfocitos de bazo de ratón inmunizado con un 
antíge110 particular. 

La resultante célula híbrida o hibridoma expresa las propiedades del linfocito 
productor de anticuerpos específicos y el carácter inmortal de las células de míe/onza. El 
1 proceso de selección de estas céllllas híbridas se realiza por el uso de un medio selectivo 
que contiene precursores de ácidos nucleícos como son Aminopterina, Timidina e 
Hipoxa11ti11a conocido co111ú11111e11te como medio HAT a partir de esto se logran desarrollar 
líneas ccllllares inmortales productoras de anticuerpos, estas células híbridas pueden ser 
mantenidas con los co11oci111ie11tos establecidos en cultivo de tejidos de mamíferos (54). 

La fusión de células de mieloma o plasmacitomas con células de bazo de ratón con 
polietilenglicol esencialmente es un proceso aleatorio y la frecuencia de hibridonzas 
secretores de antic!lerpos refleja la capacidad prod11ctora de anticuerpos de las células del 
bazo. 

Es deseable entonces para fines experimentales conocer y cuantificar la respuesta 
de los anticuerpos policlonales en los roedores immmizados para seleccionar a el animal 
que exprese altos niveles de a11ticL1erpos y que probabilísticanzente deberán incrementar el 
rendimie11to de hibridonzas productores de anticuerpos monoclonales un esquema de los 
pasos mas importa11tes en la producción de antic11erpos monoclonales se presenta en la 
siguie11te página. .... 
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Esquema 1 EVENTOS DE LA FUSION CELULAR PARA LA PRODUCCJON IJB 

HIBRIDOMAS SECRETORES DE ANTICUERPOS MONOCLONA u;s.r.m 

Las células híbridas obtenidas de esta metodología pueden ser c/amulm; (fJ.1:3,i111 
placa, díl11ción li111ita11te) y cada clonn produce un m1tícuerpo írléntíco (mo1111c/011af) lmr:lu 
1111 sólo epitope, y las diferentes clonas puedm ser mantenidas í11rlcfínírlt1111c•t1/e m cuflfllo 

"i11 -vitro". También las clonas pueden ser inyectadas en anímales para la pruductcfún rlr 
líquido de ascitis y de esa forma tener una produccí6n masíva de a11lícutr¡HJi; 

monoclonales. 

9 



líquido de ascitis y de esa forma tener una producción masiva de anticuerpos 

monoclonales. 

Estructuralmente los anticuerpos son moléculas simétricas constituidos por 2 
cadenas idénticas de glicoproteí11as de una masa molecúlar relativa (Mr) de 50,000 -

75,000 llamadas cadenas pesadas y 2 cadenas idénticas de proteínas no glicosiladas o 

cadenas ligeras de Mr 25,000, las cadenas pesadas que están unidas por puentes disulfuro 

a una -¡;adena pesada (figura 1). 

Figura 1 MODELO DE LA INMUNOGLOBULINA IgG DE RATON 
Fab = Fracció11 de u11ió11 al a11tíge1za; Fe = Fracción cristnli::nble 

Fv = Frncció11 variable; VH = Cade11a pesada variable; VL = Cadena ligera variable; 

CH = Cade11a co11sta11te pesada 

Las inmunoglobulinas pueden ser divididas en 5 clases o isotipos principales: IgM, 

IgD, IgG, IgE, IgA cada isotipo tiene propiedades distintivas estructurales y biológicas 
(tabla 1). 
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n11tic11erpo co11tie11e 1110/éculns yn sean knppn o lnmbdn /ns 1110/écu/ns de a11tic11erpos 

i11dividun/111e11te poseen cnde11ns ligeras knppn o lambda pero 111111cn nmbas'(33). 

Adicio11n/111e11te, In IgG puede ser subdividida e11 cuatro subclases o subisotipos Gl 

hnstn G4 e11 humanos. Por otra parte existen /ns G1, Gin, G2b y G3 e11 rató11, y G1, Gin, G2b 

Y. G2 c11 ratas que son los n11i111nles de experime11tnció11 de do11de co111zí11me11te se obtic11c11 
los hibridomns (33). 

En rntó11 y e11 ratn aproxi111adn111ente el 95 % de /ns cnde11ns ligerás son knppn, 
nmbns cnde11ns ligeras y pesndns so11 cnpnces de tomar parte e11 todas las fu11cio11cs 
biológicas de los anticuerpos. Lns cnde11ns ligeras pueden formar parte i111porta11te en In 
dcter111i11nció11 de In especificidad de los n11ticucrpos, pero todas /ns funciones efectoras de 
los anticuerpos (eg. lisis de ce/11/nr mediada por el comple111e11to) so11 determinadas sólo 

por las cadenas pesadas. Las cnde11ns ligeras y pesadas están co11stituidns por u11n serie de 
unidades homólogas de cercas de 110 nmi11oñcidos, /ns sccue11cins de nminoácidos de 

unidades de homologín i11divid11nl so11 simi/nres y sugieren que ellas surgen por 
d11plicnció11 ge11éticn de 1111 gene primordial co1111Í11. Cndn unidad de ho111ologín contiene 
1111 e11/nce disulf11ro intracntennrio entre los resid11os de cisteí11n situados en cerca de 20 

n111i11oácidos de cnda final (33). 

Cndn unidad de '101110/ogín está doblndn C11 1111 dominio In cunl es 1111n estructura 

compnctn glob11/nr conte11ie11do e11 gran proporción u11n hojn fl plegada, los dominios 

individua/es so11 más resistentes al ataque proteolítico. Los anticuerpos contienen una 

región extra co11ocidn como In bisagra que es 1111n estructura más abierta y especialmente 
·susceptible a p1:oteólisis (33). 
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Tabla 1 PROPIEDADES DE LAS INMUNOGLOBULINAS DE RATON 

IgM IgD IgG IgE IgA 

Concentración strica 0.1-1.0 mg/ml 1-10µ.g/ml 3-20mg/ml 0.1-1 µ.gfml 1-3 mg/ml 

M, 900 000 180 000 160 000 190 000 170 000-500 000 

Cadenas pesadas µ. o y E a 

Cadena pesada M, 

Secretoria 80 000 65 000 55 000 80 000 70 000 

Membrana! 84 000 70. 75 000 65 000 .. 
Cadenas ligeras K OA K OA KOA KOA KOA N 

Subclases 1 1 4 1 

Carbohidratos 9-12% 12-15% 2-3% 12% 7-11% 

Grupos prostéticos Cadena] . . . Clldauz ¡ 
(forma secretada) Compollté •<r:T<l<>r 

Citotoxicidad mediada + . G1 débil o· 

por complemento otros+ 

Transporte placentario - . + (todas las subclases) 

Vida media en suero 1 día menos de un día G1,G2a,G3 4 días >de un día 1 día 

G2b 2 días 
Propiedades espédales PrlmnActn la Prl•dpaln~rrt• tn En s.ao tn mayor E• BMmJ ut4 tn Mayor amrpo-

rnayorla tk las la •"l"'ficle tk ai•tidad,""" mnwr aurtldad. tk,.mdolffi ,..,,,,..,,,. llrrfodtos.fn IMmJ VU'lllliJa 111 .,.14a a ma1todto1. (Saliva, bilis, 

tn-cntidad lirrfodtos R'5pm1Jabk .. tfG) 

rei:cdcrru albglau, 

his:aml ... y""""'""' 



Las sec11e11cias de ami11oácidos de las unidades de ho111ología N-tmni11ales varía11 
gra11de111ente e11 la molécula del a11tic11erpo y es conocida co1110 la regió11 variable '(V). 

Las 1111idades de homología N-termi11al de las cadc11as pesadas y ligeras son 
desig11adas Vh y V1 respectivamrnte, dentro de cada regió11 variable se e11cue11tra11 tres 
segme11tos hipervarables esto se debe a que los domi11ios V H y VL son doblados de tal 
ma11era que prese11ta11 las regiones hipervariali/es y crea11 el sitio de combi11ació11 co11 el 
a11tíge110, la especificidad está determi11ada por las cadenas pesadas y ligeras. Cada 
moléwla de a11ticuerpo tie11e dos sitios de co111/7i11ació11 co11 el a11tíge110 excepto parci lgM 
polimérica e IgA la cual tiene diez y c11atro sitios respectiva111c11te (33). 

2.2 BIOTECNOLOGIA DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES 

La biotecnología de anticuerpos mo11oclo11alcs, la ingeniería genética y el cultivo de 
tejidos vegetales han dado origen a la llamada "Biotecnología Modema" o "Nueva 
Biotewología" que j11nto con otras 11uevas tecnologías ha dado lugar a la llamada Segunda 
Revol11ció11 Industrial de la que se dice cambiará muchas formas de vida de la sociedad en 
el llamado tercer mile11io (25,80). 

E11 la act11alidad, todavía 110 es e11 términos eco11ómicos un fe11ó111eno comparable 
a otras revolucio11es i11d11striales como las que crearo11 el automóvil o la microelectrónica. 

Los métodos de prod11cció11 de a11tic11erpos monoclonales desarrollados por Kohler 
y Milstei11 en 1975 c~nstituyen 1111 gran adelanto tecnológico que permiten la obtención 
de caútidades infinitas en forma relativa111e11te pura de anticuerpos de un solo isotipo 

_dirigidos contra 1111 solo sitio a11tigé11ico lo que permite u11a mejor especificidad y 
se11sibilidad de los i11m1111oe11sayos. La versatilidad de estos anticuerpos como reactivos de 
diagnóstico se ha mejorado co11 el advenimiento de la tec11ología de hibridomas. 

Los a11ticuerpos monoclonales ofrecen ventajas técnicas en relació11 a los a11ticuerpos 
polic/011ales porque presenta1111na mejor continuidad en la calidad y un s11111inistro de una 
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especificidad 11Zás definida, y una n11evn oportu11idnd para el desarrollo de nuevos 

in m 1111oensnyos( 49). 

Hoy en día los anticuerpos mo11oc/onnles con propiedades especiales pueden ser 
obtenidos lo que antes del advenimiento de In ternologín de lribridomns era i11Zposib/e, por 
ejemplo los anticuerpos monoclonales biespecíficos so11 producidos después de In fusió11 de 
dos líneas de lribridomns productoras de n11ticuerpos (67,84). 

Los r¡nticuérpos mo11oc/011nles están entre los productos 111ás i111portnntes derivados 

del cultivo de células animales n nivel industrial. La elevada demanda lroy en día para 
anticuerpos monoc/011nles Ira impulsado los esfuerzos para mejorar /ns economías de 
producció11 "in vitro" en gra11 esenia, ejemplo di! t?llo es el caso del l'l!qut?ri111iento de suero 
fetal bovino en el medio de crecimiento ya que representa uno de los mayores costos 
asociados con el cultivo celular n gra11 esenia (47,63). 

El suero es 1111n mezcla compleja de lrormonns, factores de crecimiento, 11utrientes 
y trazas de elementos, la composición del suero es indefi11idn de calidad variable y una 
frecuente fuente de contnmi11nció11 microbia11n. Con el suero también se i11troduce11 
proteí11as /ns cuales lineen la purificación del producto 111ás difícil, esto es de particular 
i11Zportnncia en antirnerpos monoc/011a/es que serán e111pleados e11 In terapéutica (66). 

Los anticuerpos 111011oc/onnles para terapia tal vez el más empleado es el OKT3 llll 

anticuerpo murino específico q11e interactúa con una proteína !rumana en el complejo 
receptor de células T, que ha sido aprovechado co1110 agente inmunosupresivo ni rechazo 
de injertos. Tambié11 se cuenta con el desarrollo de otros anticuerpos murinos ·para el 
combate de septicemias y ciertos tipos de enfermedades malignas (20,32). ~eciente111ente 
se han desarrollado anticuerpos monoclonales de origen Jw111nno para la cura de este 
111is1110 tipo de enfermedades (52,69,78). 

Con el desarrollo de este tipo de innovaciones a nivel mundial en anticuerpos 

monoclonales es indispensable implementar políticas de investigación y desarrollo en esta 
área de la biotecnología a nivel nacional para tener las disponibilidad de este tipo de 
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reactivos de diagnóstico así como su aplicación en la i1111111notempia, e impulsar su 

producción a nivel industrial (25). 

A).- APLICACIONES DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES 

1.- l111111111oensayos 
Detección del cá 11cer 
Seguimiento de una terapia con fármacos 
Pruebas de alergia y del embarazo 

2.- Pntebas de Diagnóstico 
Endocrinologúi 
Hematología 
Infectologfa 

3.- lllvestigación Médica 
Estudios de Reproducción Humana 
Operación del Sistema Nervioso Central 
lmmmopatogéncsis de diversos 111icroorga11ismos 

B).- CAMPO DE APLICACION DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES 
Industria Alimentaria 
Industria Fan11acé11tica 
Agricultura 
Investigación Forense 
Investigación Ambiental 

C).- INDUSTRIAS RELACIONADAS A LA PRODUCCION DE ANTICUERPOS 
MONOCLONALES 

1.- Empresas relacionadas con la manufactura de estuches de innrnnocnsayos 
Industrias de Plásticos 

-. Industrias -de Papel y Cartón 
Industrias Químicas 
Industrias Biotecnológicas (Enzimas) 

2.- Empresas Relacionadas a la lnst rumentación 
Industria Electrónica 
Industria de Partes Mecánicas 
Industria del Plástico 
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Los in11111nólogos y otros i11vestigadores dispone11 de 1111a herramienta poderosa y 
versátil que ayl¡da a comprender el funcionamiento del sistema inmune además de una 
aplicación práctica en el estudio de los diversos antígenos que afectan la salud humana. 

Debido a que los científicos 110 patcntaron sus descubrimientos los derechos 
comerciales de esta tecnología pasaron a un estatus de mercado abierto,la aplicabilidad de 
los anticuerpos monoclonales a los inmunoensayos fue inmediata a este descubrimiento, 
sin e111bargo, a pesar de estas ventajas la penetración en el mercados como kits o estuches 
de i111111111oensayos fue inicial111entr baja, alzora es de 111illones de dólares anuales (49). 

Siendo los kits la aplicación más importante en el diagnóstico "in vitro" e "in 
vivo", lzoy e11 día más de 100 estuches están basados en el diagnóstico "in vitro" los cuales 
son usados principalmente e11 el conocimiento i11icial del e111barazo, las enfermedades 
infecciosas, y el seguimiento de la eficacia de drogas terapéuticas y al reconocimiento de 
compatibilidad de órganos y tejidos para trasplantes y detecció11 de células tumorales (49). 

La purificación de productos biotecnológicos de alto valor agregado es otra 
aplicación co111zí11 de los anticuerpos 111onoclonales un ejemplo de ello es el contrato de 
Da111011 Biotech para purificar a i11te1feron producido por i11ge11iería genética en bacterias 
por la e111presa Hoff111a1111-La Roche (20). 

Algunas compmiías está11 pate11tando a11ticuerpos 111011oclonales basados en el 
diagnóstico por radioimagen y métodos de tratamiento co11 imn1111oconjugados (una parte 
de la molécula consta de 1111 anticuerpo 111011oclonal unido químicamente a un radioisótopo 
o a una droga). 

E11 1984 Ce11tocor lanzó al mercado 1111 anticuerpo monoclo11al con el nombre 
comercial de "Myoscint" para detectar el dmío cardíaco e11 casos de ataques al corazó11, 
este a11ticuerpo 111011oclonal tiene reconocimiento a la proteí11a miosi11a liberada en la zona 
del dmio, el anticuerpo está unido a un radioisótopo de corta vida como ·el Indio-111 el 
cual puede ser detectado con el uso de una cámara de imágenes especiales, y ha 
demostrado ser de gran importancia en el área de la cardiología. Esta empresa pretende 
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desarrollar anticuerpos monoclonales en el diagnóstico "in vivo" del cáncer, nlg11nns 

compniiíns se han dedicado, casi exclusivamente, ·al desarrollo de i11m1111oco11j11gndos o 
i1111111notoxi11ns como es el caso de NeoRex (20). 

U11 i111111111oco11j11gndo promisorio ha sido el desarrollado por Eli Lilly en 
l11dinnnpolis (E.U.A). En este caso el anticuerpo 111onoc/011nl se combinó con In droga 

nntícnncerosn Vi11blnsti11n In cual es específica contra el ndenocnrcinomn, lo cual ha dado 
origen a 1111n clase muy especial de anticuerpos llm!indos imm111otoxi11ns (20,25). 

Los nntic11erpos 111011oclonnles so11 ahora ofrecidos por una variedad de empresas 
dedicadas ni ding11óstico sie11do las más importantes en este campo las establecidas en los 
Estados Unidos de Norten111érica, siendo las mas i111porln11tes las que se enlistn11 a 
co11tin 11nció11. 

Abbott Laborntories (North Chicngo,TL) 

Becto11 Dicki11son (Pnrn11111s, N.]) 
Biorespo11se (Hnwnrd,Cnl) 

Centocor (Mnlvem,Pn) 
Dn111011 Biotec/1 (Needlwm Heig11ts,Mnss) 
Ge11etic Systems (Senttle, Wlz) 
Hybritec/1 (Sn11 Diego,Cnl) 

Jo/111so11 & Jo/111so11 (Rnritnn,N.]) 
Knryon Tec/1110/ogies (Norwood,Mnss) 
Mo11oclonnl A11tibodies (Mo1111tnin View,Mnss) 
Roche Diagnosis (N11tley,N.]) 

Syntex (Palo nlto,Cnl) 

Desde hace pocos afias Hybriteclz y Gen tics Systems fueron adquiridos por Eli Lilly 
y Bristol-Myers, respectivamente (20). 
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La biotecnología de anticuerpos mo¡¡oc/onales comparte varios rasgos característicos 
con otras nuevas biotecnologías porque tiene dependencia con varias disciplinas científicas 
como se describe en la siguiente tabla. 

Tabla 2 CIENCIAS RELACIONADAS CON LA BIOTECNOLOGIA 

CIENCIAS BASICAS 

Microbilogía 

Virología 

Genética Molecular 

· Biología Molecular 

I111111111ología 

E11zi111ología 

Biología Celular 

Bioquímica 

METODOS Y PROCESOS 

Mutación, selección, clonación, trm1sfon11ación, 
plásmidos 

Vectores, aisla111ie11to y propagación de virus, 
trm1sd11cció11 

Localizació11 de genes, orgm1izació11 de genes, 
111eca11is111os de ltere11cia. 

Biosí11tesis de DNA, RNA y proteínas 

Marcadores cel11lares,i11terle11ci11as, ltibridomas. 

Enzimas de restricció111 enzimas involucradas e11 
la biosíntesis de DNA y RNA, tmnscriptasa 
reversa. 

Cultivos celulares, clo11ació11 de ltibridomas. 

A islamie11to y p11rificació11 de genes, 
camcterizació11 de DNA, RNA y prot;ef11as, 
síntesis de genes, 111odificació11 de DNA, RNA y 
proteínas 

F11e11te: Comercio exterior vol.39 111í111. 11:1989 
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Esta 1111ev11 biotecnología desde principio de los mios oc/1ent11s '111 empezado 11 dar 

s11s frutos, sin embargo, '111 tardado en 11111nifcstarse en el mercado. Los pronósticos de 
co111crcializ11ción para los siguientes mios presentan variaciones amplias, ello obedece 11 /11 
n11t11ra/eza de las innovaciones liiotccnológicas radicales q11e se han dado, p11esto q11e en 
m11chos casos ya no se trata de participar en los mercados existentes sino de crear n11evos 

mercados (80). 

Las estimaciones del valor g/01111/ del mercado en el mio 2000 oscilan entre 
15,000 a 100,000 111illones de dólares, a1111que para algunos investigadores sólo el mercado 

de la biotecnología aplicada 11 los vegetales podría llegar a 100,000 millones de dólares en 
1995 (40,67). 

Esti111acio11es más recientes indican 1111 mcrcndo global de 25,000 millones de dólares 

al finalizar el siglo, incluidos 15,000 111il/011es en productos farmacéuticos, 5,000 millones 
e11 agric11lt11ra, 3,000 millones en productos químicos y 2,000 111il/011es en alimentos (25 

,67). 

En México, las perspectivas de desarrollo de /11 liiotecnologín moderna no son 
alentadoras, la falta de inversión, la gmn diversificación de proyectos de investigación de 

las instituciones universitarias, la escasez de personal calificado y el acentuado 
i11divid11alis1110 son los principales frenos 11/ desarrollo de /11 biotecnología en n11estro país 

(25). 

La ind11stria fan11acéut~ca 11111ndial ha sido conforme 11 /ns expectativas generales 
de las nuevas biotecnologías /11 primera en beneficiarse, se estima que sobre sus ventas de 

prod11ctps de biotecnolqgía, q11e en 1987 11/canzaron alrededor de 700 millones de dólares, 
cerca de 300 millones correspondieron a pntebas de dingnóstico, inc/11idos 200 millones 
de dólares para equipos de antic11erpos 111onoclon11/es y sondas de DNA. Las pruebas de 
diagnóstico han sido hasta ahora el mayor s11ccso comercial de las empresas dedicadas a 
_esta área de In biotecnología, el resto de las ventas corresponde a siete fármacos basados 
e11 cinco proteínas h1111111nas, una vacuna contra la hepatitis By dos para la salud animal, 
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se cnlcu/n que nproximndnmente 150 nuevos fánnncos están en proceso de pruelins c/ínicns 
(67). 

No obstante los frutos antes se1ínlndos, existe cil'l'tn decepción en wnnto ni 
rendimiento de los bio111edicn111e11tos, In interleucinn 2 y los inte1ferones, que no ofrecieron 

los resultados terapéuticos esperados, In forma de nplícnción inyectable y el nito costo de 

los productos limitnn tn111bién In expansión del mercndo. Sin embargo el conocimiento de 
respuesta in111une n nive~ 1110/ecu/nr permitirá el uso de estas y otras proteínas de unn 
111nnern 111ás ndecundn. 

En México, In biotecnología de anticuerpos 111onoclonnles se reducen In práctica de 
nctividndes de investigación con enfoque f1111dn111entn/111ente básico, aunque se encuentran 
yn en el mercndo mexicano varios ldts de diagnóstico que usn11 n11ticuerpos 111onoc/onnles 

pero son co111ercinlizndos como productos de importación. 

En América Lntinn y probablemente en todo el tercer 1111111do Cubn es el único pnís 
que l¡n logrado desnrrollnr 160 productos biotecnológicos en el mercndo entre ellos In 
estreptoquinnsn, In wnl sirve pnrn disolver coágulos de nrterins y venas se incluyen en este 
nmbito In interleucinn 2 y nlfn y gn111111n inte1ferón que son tres pro111esns muy grandes 
en In /11chn contra el cáncer. Los anticuerpos monoc/onnles disponibles en ese pnís son de 
nproxi111ndnmente 150 y tienen In tecnologín mns nvnnzndn en estn parte del continente 

en In producción de anticuerpos 111011oc/onnles lm111n11os (51). 
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2.3 IMPORTANCIA EN EL DESARROLLO DE TECNICAS DE 

DIAGNOSTICO 

La medicina c/í11ica, la profilaxis, y los estudios epidemiológicos requieren del 
adecuado diagnóstico clínico. Tradicionalmente muchas e11fer111edades i11fecciosas linn sido 
diagnosticadas por i1111111110e11sayos, i111m111ohistoq11í111ica o técnicas de cultivo, au11que esos 
e11sayos son críticos para el diag11óstico de inft!Cciones la repuesta i11mune i11dividual 
difiere y en muchos casos la detección del anticuerpo o antíge110 depende de la cantidad 
o carga del agente i11fcccioso prese11te e11 u11 tejido específico, este fenóme110 es 
particularmente releva11te e11 i11feccio11es como los retrovirus huma11os (49). 

A11tic11erpos anti··idiotipo pueden ser usados e11 trasplantes de órga11os y a11ticuerpos 
quiméricos interespecies c11 terapia, además la ternología de DNA, (recombina11te) puede 
permitir la producción de a11ticuerpos de un sólo dominio, las protcí11as derivadas de 
a11ticuerpos como Fab (fracción de u11ió11 del a11ticuerpo) y proteí11as híbridas con ambos 
sitios de unión a11tigé11ica y actividad de e11zi111a específica. 

La mayoría de los anticuerpos 111011oc/011ales empleados e11 imnunoensayos · so11 
generados frecuente111e11te de ratones y /í11eas celulares de carcinoma 1111/l'ino, ratas y 
células de ratas so11 utilizadas tambié11. Células productoras de anticuerpos de otros 
animales '1a11 sido usadas para fusio11es con células de carcinoma 11111ri110, aunque la 
eficiencia de generación de líneas celulares de hibridomas interespecies es baja y sólo unas 
cuantas de ellas secretan a11ticuerpos específicos (13). 

Una posible solución es 1111a fusió11 de la célula mortal productora de anticuerpos 
co11 u11a lí11ea celular de heterohibridoma (cg. células de bazo de camero con células de 
heterohibridoma de i·ató11) alg11110s i:le los a11ticuerpos 111011oclonales heterohibridoma que 
ha11 sido preparados so11 de alta afinidad. Dado que Jos anticuerpos empleados en el 
desarrollo de inmunoensayos tie11e11 como características u11a alta afi11idad y/o avidez se 
deberán tener presentes los siguie11tes setialamie11tos: muclzos anticuerpos policlonales 
contiene// anticuerpos co1111 u11 amplio rango de afi11idades, con constantes de afinidad o 
equilibrio de menos de 10·5 a más de 10·9 M anticuerpos con afinidades menores de 10·5 
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1\1 no so11 usual111e11te detectados por métodos estándares y los anticuerpos de alta afinidad 

tienden a dominar la especificidad en muchas situaciones prácticas, la alta afinidad de los 
a11ticuerpos puede comprender sólo una pequelia fracción del total. 

La extrema heterogeneidad de los anticuerpos polic/011ales tiene consideraciones 
prácticas muy importantes, ya que la presencia de los anticuerpos con diferentes 
constantes de afinidad permite variaciones frecuentes en los resultados de los 
i111m111oe11sayos e incluso variaciones i11terensayos. En cuanto a la calidad del suero del 
a11imal inmunizado este también puede 'variar de especie a especie, de animal a animal y 
hasta en el 111is1110 animal cuando es i11111u11izado varias i1eces lo cual le resta sensibilidad 

al i11111u1zoe11sayo. 

Es esperado que los anticuerpos mo11oc/011ales de alta afinidad deberán ser más 

co1111111es que los de baja afinidad, dadas la características de i11111unodomina11cia que 
prese11ta11 los diferentes epítopes del antígeno empleado aunque la baja afinidad de algunos 
anticuel'pos 111011oc/011ales no se puede considerar totalmente 1111a desventaja desde el punto 
de vista que facilita la separación de los compone11tes e11 la cromatografía por 

i111111111oafi11idad. La "Jzomoge11eidad de Jos ai1ticuerpos mo11oc/011ales significa que cada uno 
deberá tener 1111a afinidad bien establecida, característica que frec11e11teme11te no poseen los 

anticuerpos polic/011ales como ya se ha selialado (49). 

El progreso de los i11111unoe11sayos y s11s aplicacio11es al diagnóstico de las 
enfermedades ha sido debido a: 

1).- Mejora111ie11to en la calidad y estandarización de reactivos debidos a desarrollos e11 

las técnicas de hibridomas y de DNA recombi11a11te. 

2).- Procedimientos de marcaje más eficientes, lo cual minimiza la pérdida de enzimas 
y! o actividad del anticuerpo. 

3).- El diseiío más sofisticado de sistemas de ensayo (p.eg. qui111io/umi11isce11cia, y 
biolumi11esce11cia). 
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El i11m1111oding11óstico e11 sus formas más vnrindns co11tin11nrá sie11do lo 111ás títil 
pnra propósitos de ide11tificnció11 de nge11tes patógenos 110 sólo co11 los métodos serológicos 
111ás refi11ndos si110 tnmbié11 co11 el co11oci111ie11to de In respuesta i111111111e In cunl /in 
nvnnzndo rápidamente, nsí como el 11so de procedi111ie11tos sensitivos y complejos, tales 
co1110: In in1111111odifusió11, i11111u11oelectroforesis, ng/1di11nció11, radioimmmoenznyo e 
i111111111of111orescencin y otras téc11icns que linn i11cre111entndo In cnpncidnd se11sitivn de los 
i111111111oe11snyos co1110 In /11111i11esce11cin (49). 

Co1110 regla ge11era/ los e11snyos competitivos son usados c11n11do In especificidad es 
el requeri111ie11to más importante, nu11que e11snyos no competitivos so11 11sndos cun11do nltn 
se11sibilidnd es req11eridn. E11 liase n esto 11nn nltn especificidad del i11mu11oensnyo es 
necesnrin c11nndo In prevnle11cin de la e11fen11ednd es /1aja de otro 111odo la 111nyorín de los 
resultados positivos serán falsos positivos. E11 contraste, e11 el caso de e11fer111edades co11 
nltn prevnle11cin el mejoramie11to e11 la se11sibilidnd tiene 1111 impacto mayor (23,49). 

2.4 ALTERNATIVAS EN LAS TECNICAS DE DIAGNOSTICO 

Los agentes causa11tes de /ns e11fer111edades i11fecciosas so11 tradicionalmente 
ide11tificndos por el empleo de: 

I) Bioe11snyos 
Il) Inmrmodingnóstico 
Ill) Técnicas bioquímicas y biofísicas 
IV) Técn icns 111icroscópicas 

El cultivo (parte de los bioe11snyos) por lo general, tie11e alta sensibilidad pero 
frecue11teme11te i11ndec11ndo (largos tie111pos de replicnció11 de los orga11is111os, el tratamie11to 
co11 antibióticos del pacie11te i11te1jiere con el cultivo y algu11as veces el agente no puede 
crecer i11 vitro) para el rápido ding11óstico y tratam ie11to. Sin emliargo, la identificación 
directa co11tiniía jugando 1111 papel importa11te en el diag11óstico de las e11fermedndes 
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infecciosas, particularmente In micróscopín óptica y In detección de virus por microscopía 
electrónica (49). 

Las técnicas de diagnóstico disponibles e11 muchos laboratorios se han desarrollado 
usando antígenos, anticuerpos y técnicas de cultivo. Consecuentemente nwclins 

enfermedades infecciosas, i11c/uye11do diarreas asociadas con infecciones por Rotnvirus, 
E.coli e11terotoxigénica, Ca111pylobacyte1~ Sltigella, Clostridi11111 y Giardia son 
dingnósticadns por el uso de sondas molecz!lnres (DNA, RNA o proteína recombinan te). 

En comparación de varios i1m1unoensnyos y sondas de DNA para In detección de 
Rotavims en especímenes clínicos indican que In sonda de DNA resulta ser superior n 
otros ensayos (27,49). 

Las técnicas co11vencionnles para In detección de anticuerpos y n11tíge11os en cambio 
son empleadas en trabajos de rutina. Ln biología molecular ha venido mejorando el 
diagnóstico con In detección de microorganismos de una manera altamente sensible y hn 
resultado ser 1111n lzerramic11ta útil en la investigación médica y el diagnóstico clínico, su 
gran ventaja es la capacidad de mayor unión n los ácidos n11cleícos, que In avidez de lln 

anticuerpo por 1111 a11tíge110 por consiguiente la hibridación molecular es más sensible que 
11/gu11os inmwzoensnyos o técnicas inm1mohistoq11ímicas y viceversa para la detección de 
antígeno o anticuerpo (27). Asi las técnicas de Biología Molcculnr proporcionan sondas 
sensibles para el diagnóstico de una gran variedad de enfermedades infecciosas. 
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2.5 EPIDEMIOLOGIA DE LA TUBERCULOSIS 

La tuberculosis es una de las enfermedades mas antiguas del hombre y aun una de 

las más difundidas. Fracastoro en la primera mitad del si~lo XVI sospechó su naturaleza 
infecciosa y en 1865 Villemin demostró que la enfermedad podía trasmitirse inoculando 
material tuberculoso en a11imales (6). En 1882 R.Koc/1 descubrió el bacilo de la 
tuberculosis mediante tincio11es especiales lo aisló y lo desarrolló en cultivo puro y fue 
capaz de reproducir la enfermedad i11oc11/ando el bacilo en conejo de experimentación. 

También infectó a colmyos y otros animales desarrollando un método de tinción del 
bacilo e11 especímenes lzistiológicos y frotis fijados por calor de biopsias y esputo y crecía 
el bacilo en medios sólidos y describió su transmisibilidad por aire (34). 

Las fuentes de infecció11 son los enfermos de tuberculosis pulmonar que expectoran 
bacilos y so11 los que mantienen la trasmisión de la enfermedad en la comunidad. 

La tuberrnlosis sigue siendo de las enfermedades infecciosas más importantes de 
la especie Jwnrnna. Se calcula que existen 16 millones de casos preva/entes, a partir de 
1000 millones de personas infectadas e11 el mundo pero sin signos y sintómas de la 
infección activa, aproximadamente tres millones de personas desarrollarán tuberculosis y 
morirá11 cada mio (81)._ (Figura 2) 

Figum 2 
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Sin embargo, las expectativas del incremento estadístico de personas que desarrollan 
tuberculosis tiende a ser mayor desde el reconocimiento de la enfermedad del SIDA que 
es conocida como una pandemia sobre todo en las áreas del mundo donde la tasa de 
prevalencia y la i11fecció11 endémica por Mycobactel"ium _tuberculosis es elevada (37). 

Recie11tes estudios en Africa Ce11trnl, el Caribe y en los Estados Unidos en 
individuos que emigran de las áreas tropicales han demostrado que la tuberculosis se 
prese11ta de u11a manera común con las manifestaciones clínicas de la infección por VIH 
y la sub:¡ecuente inmunosupresión (64). 

En general,las infecciones nzicobacterianas com!Í11me11te vistas en pacie11tes co11 
SIDA e11 Estados Unidos son las debidas a Mycobacterium a·vi1111i y aquéllas debidas 
a Mycobacteri11111 tuberculosis fueron enco11trndas entre pacientes de áreas mundiales 
de reconocida endemicidad y entre personas con alto riesgo de tuberculosis, tales como 
drogadictos (26,81). 

Ejemplo de ello son los estudios doc11me11tados por Ha11dwerger (81), en donde la 
frecue11cia de la tuberculosis es del 15.1 % en pacientes con SIDA con una historia de uso 
de drogas parenterales y en un 4.4% de los otro pacientes con SIDA. Entre 1978 y 1985 

la tasa anual de tuberculosis se duplico en la ciudad de N11eva York y mucho de este 
incremento fue atribuible a casos de drof;adictos con SIDA (37). (!;ráfica 1) 
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Gráfica 1 INCIDENCIA DE TUBERCULOSIS DE 1969-1989 EN LA 
CIUDAD DE NUEVA YORK (64) 
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Otra evidencia de la asociació11 de tuberculosis e infecciones por VIH realizado en 
un estudio de cohorte de personas infectadas mostró que el riesgo de desarrollar 
tuberculosis activa es mayor, al co111pararse co11 Ull gmpo de i11divid11os seroHegativos a 
este vi nis. Se cree q11e el riesgo a11ual de desarrollar tuberculosis activa puede ser ta11 alta 
co1110 el 10% el! u11a persona i11fectada col! VIH (64). 

El diag1Zóstico de la. t11berculosis puede ser más difícil de establecer el! pacientes 
infectados con VIH. Este problema se complica por la falta de laboratorios especializados 
a esta e11fer111edad e11 los países en vías de desarrollo. EHtre los pacientes 
immt1Zos11primidos por VIH col! t11berc11losis pulmo11ar, la radiografía de pulmóll es 
frecuelltemellte atípica y la lmciloscopía de esp11to por ácido resistrncia puede ser mel!OS 
se11si/7le y específica para el diagnóstico, más a1í11, si la i11111 w10supresió1Z por VIH favorece 
a 1111 i11creme11to de e11fermedades pormicolmcte1·ias atípicas como sucede en Norteamérica. 

E11 co11traste, en países e11 desarrollo el diagnóstico de la tuberculosis pu/mollar se 
apoya exclusivame11te en la radiografía de tórax y lmciloscopía de esputo; el cultivo 
micolmcterimzo esta limitado sólo para los centro de sa/11d del tercer nivel. La bzísqueda de 
altemativas diagnósticas en países en desarrollo puede ser superado por la aplicación de 
so11das DNA especie-específicas o a11ticuerpos 111011oclo11ales que detecten M.tube1·c11losis 
en muestras no cultiva/71es. 

Ante el hecho de que la tuberc11losis es endémica en México toda la población tiene 
el riesgo de padecerla. UH mexicano sano pertenece a la clasificacióll II de la tuberculosis 
e11 la Asociación Americana de Tórax (ATS) este grupo se caracteriza por presentar una 
reaccióll positiva al derivado protéico purificado (PPD) que es 11i1 indicador del contacto 
previo col! Mycobncteri11111 t11berc11losis, sin evidencia clínica, radiológica, ni 
bacteriológica de la enfer111cdad (77). 

La pri111oi11fecció1Z creada con la administración de la vacul!a de Calmette Guérin 
(BCG), 111 cual está integrada al sistema 1Zacional de vacunación y generalmente aplicada 
desde la infancia tiene co1110 fil! la creación de i111111midad específica de tipo celular que se 
hace aparente después de 4-6 semanas por medio de la reacdón positiva al PPD (77). 
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En países desarrollados, el contacto con M.h1berc11losis 110 es ta11 frecue11te e11 In 
población e11 general y la vnc1111n BCG 110 se considera l1ecesnrin. Una reacción de PPD 
positiva tiene 1111 significado difere11te ni de los países en vías de desarrollo. La sensibilidad 

del PPD es de zm 75% existiendo hasta un 25% de pruebas falsas negativas, este 

procedimiento tiene sus limitnntes 110 es efectiva en personas con 1111a elevada desnutrició11, 
n11ergin, i111111111osuprimidos y pacie11tes con SIDA (76). 

En México, los pacie11tes co11 SIDA q11e desarrolla__n tuberculosis, quizá es debido 

·a In renctivnció11 de In i11fecció11 primaria ya que estos individuos favorecen su desarrollo 
(10). M.t11berc11losis se encuentra dentro de las cinco infecciones más frecuentes e11 estos 

pacientes como se demostró tanto en est11dios 11ncio11ales como extranjeros (Tabla 2). 

Tabla 3 ETIOLOGIA INFECCIOSA DE ORGANISMOS OPORTUNISTAS EN 
INSTITUCIONES MEXICANAS Y DEL EXTRANJERO 

Orga11is111os oporhmistas HGM 

P11e11111ocystis cari11ii 21% 

Toxoplasma sp. 28% 

M.h1berc11losis 21% 

Micobacterias atípicas 3% 

Aspe1·gill11s sp. 0% 

Nocardia sp. 0% 

Histoplasma sp. 0% 

Criptococcus sp. 0% 

Citomegalovirns 52% 

INNSZ 

27% 
8% 

24% 

7% 
10% 

3% 

10% 

7% 
79% 

NY 

70% 

12.5% 

10% 

12.5% 

7.5% 

5% 

HGM =Hospital Ge11eml de México; INNSZ = lllstirnto Nacional de la Nutrición 

Salvador Zubirá11; NY = Nueva York. 
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La respuesta in1111111c celular específica que crea la primoinfección tuberculosa, debe 
de ser 111antenida en for111a ideal a través del tiempo para evitar la posibilidad de 

reactivació11 endógrna del M.t11berc111osis dada sus características potencialrs dr latencia 
por períodos qur p11rdrn ser m11y prolongados 

U11a de las formas más frecuentes de fielire dr origen drsconocido es la tuberculosis 
111eníngea la cual represr11ta alas formas extrapulmonares de esta enfermedad y la 

111orbilidad y mortalidad e11 nillos de los países e11 desarrollo es seria y e11 donde un 
temprano diagnóstico y tratamiento son esenciales para 11n próspero desenlace. 

La tuberculosis de huesos y articulaciones es otra representante de las formas 
extrap11lmonares y es una de las enfer111edades 111ás diseminadas en el mundo con las 
consecuencias de i11validez e11 las personas que In padecen, en este sentido las lesiones de 
la espina son la causa más frecuente de las deformidades con co111plicaciones serias. 

En México u11 ejemplo de la distribución de la mortalidad por tuberculosis e11 todas 
sus formas se selialan más adelante de acuerdo a las estadisticas reportadas por la 
Secretaria de Salud (Tabla 4, Gráfica 2). 

En Inglaterra, esta enfer111edad tie11de a dt'clinar, sin emliargo, la tuberculosis 
extrapul111onar en los grupos de inmigrantes de países como Pakistán, India, y Bangladesh 

se mantie11e con 1111a alta prevalencia, la pericarditis tuberculosa se le considera unafonna 

rara de tuberculosis, el material fibrocaseoso y sang11íneo de11tro del espacio pericardial 
inte1fiere con el llenado ve11tric11lar y prod11ce los sí11tomas clásicos de la enfermedad. En 
Inglaterra de 3002 casos notificados de t11/1ercu/osis solo el 0.5% correspondieron a esta 
forma extrapul111011ar (31). 

La tuberculosis miliar resulta de una diseminación hematógena de 1111 foco 

establecido produciendo 1111111erosas lesiones de aproximadamente del mis1110 tiempo de 
evolución y tammio, la c11al 11sual111e11te progresa a necrosis y casei11ización en múltíples 
órganos. La dise111inació11 miliar es frecuentemente una co111plicació11 temprana de la 

tuberculosis primaria en 11i1ios (2). 
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Tabla 4 CASOS REPORTADOS Y MORTALIDAD POR TUBER<;:ULOSIS EN 

TODAS SUS FORMAS EN MEXICO DE 1980 a 1988 (77) 

NOTIFICACION SE HAN AL INFOR, ANUALES OPER'. CIFRA ESTIMADA REAL 
2 3 4 

MOR TA 
AÑOS LIOAO NUMERO TASA RAZON NUMERO TASA RAZON NUMERO TASA RAZON 

1 5 5 5 

1980 10.0 11165 16. o 1.6 27696 3S.8 4 .o 42666 61.2 6.1 
1981 9,3 12651 17.7 l. 9 24452 34. 3 3. 7 43174 59, 0 6.4 
1982 0. 9 8265 11.3 1.3' 21521 29.5 3. 3 43623 59. 0 6.7 
1983 9. 4 11506 15.4 l. 6 19629 26 .3 2.0 44626 58. 4 6.2 
1984 9.1 14531 19. o 2.1 19969 26.2 2.9 44578 57. 7 6.3 
1985 8.6 15017 19. 3 2.2 '18698 24.0 2.8 45000 57.0 6.6 
1986 8.4 13180 16. 6 2.0 18365 23.l 2.7 45391 56.4 .-i;. 7 
1987 0.2 14631 18 .o 2.2 19867 24.5 3. o 45800 56.0 6.8 
1988 e.o 15371 18.6 2.3 19428 23. 5 2. 9 45976 55, o 6.9 

-
Fuente: Dirección General de Estadistica SSA. 
1) Lae tasas de 1987 y 1988 fueron calculada& con base a la tendencia 1982-1986. 
2) Dirección General de Epidemiología SSA. Sistema de notificación semanal de 

enfermedades. 
3) ~~m~4d:s!~ªI~;;o: ~~~~ii~adoa por las oficinae centrales de Medicina Preventiva 

4) Cifra de caeos nuevos reales estimadas. 
5) NÜ!flero de ca.Boa nuev~a_p~or c_ada defunción. 

100 

% de los 
casos 

50 

o 

11. 1 
Tb extra 
pulmonar 

88.9 

Tb 
pulmonar 

Total 

' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' ' 

2.0 
1-

3.5 
1-

13.6 

40.2 

-

40.6 

' ' 

1 

orr•• del AP•t•to 
, •• ,,,,.'º''º 
H111110• J' 

attlt:11lat:lon1111 

11111111lno1, patllonao 
y ll·••••n,.rlco• 

1i111nlt1g•• 'r 
Sl•t••• N.,rlt1•0 

Ao•r•lo 
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Gl'áfica 2 DISTRIBUcION DE MUERTES POR TUBERCULOSIS EN MEXICO 

DURANTE 1985.(77) 
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2.6 METODOS DE DIAGNOSTICO DE LA TUBERCULOSIS 

Hace más de u11 siglo Roberto Koc/1 ide11tificó al nge11te etiológico de la tuberculosis 
por cultivo y ti11ció11 de especíme11es clí11icos. Koc/1 habin comenzado sus experimentos d~ 
laboratorio i11ocu/a11do el primer cobayo en agosto de 1881 (46). 

En los 8 meses siguientes fue capaz de demostrar la naturaleza infecciosa del bacilo 
de la tuberculosis estudia11do la histología de la tuberculosis humana y de animales. Sus 

descubrimientos fueron presentados el 24 de marzo de 1882 en un articulo que describe 
el papel etiológico de In tuberculosis a la sociedad fisiológica de Berlin,basnndo sus estudios 

en las i11vestignciones de Villemein, Co/111/1eim y otros que demostraron la tra11smisibilidad 

de la tuberculosis (34). 

Hoy día el diagnóstico de la tuberculosis es rntinariamente establecido empleando 
tinciones y téc11icas de cultivo que 110 difiere11 s11sta11cinlmente de aquellas usadas por 
Koc/11 por ello se han dirigido i11vestigaciones biomédicas hacia otro tipo de métodos de 
diagnóstico dada la diversidad desarrollada a estos se clasifican de unn manera sencilla 
(44). 

A) CLASICOS 

B) NO INMUNOLOGICOS 

C) INMUNOLOGICOS 
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2.7 METODOS CLASICOS 

2.7.1 TUBERCULOSIS PULMONAR 

El diagnóstico de In tuberculosis es realizado rutinariamente por In observación de 
bacilos ácido resistentes por microscopía. El cultivo _de micolincterins en medio de 
Lowe11stehz ]ensen o nlgzín otro medio sólido para primo aislamiento las micobncterias son 
identificadas por sus características, tales como: velocidad de crecimiento, mo1fologín 
colonial, pigmentación, y pe1fi/es bioquímicos (9). 

El diagnóstico del laboratorio para tuberculosis pulmonar esta basado e11 In 
bnci/oscopín tradicional de Zielzl-Nee/sen que se fundamenta en la tinción de 
acidorresistentes y se observa In coloración por fucsina de la pared celular hacia In 
estructura de ácidos micólicos de las micobacterins. Esta técnica aunque es rápida y 
económica izo es de alta de sensibilidad, en especímenes de esputo por ejemplo, sólo puede 
ser usado para detectar el bacilo en co11centracioms de 10,000 organismos por mililitro o 
más (19). 

Aunque el esputo es fácilmente disponilile en pacientes con /a enfermedad avanzada 
es difícil obtener /os especímenes en pacientes con In enfermedad menos extensa, y de nilíos 
los cuales característicamente no producen esputo. La baciloscopín por Zielzl-Neelsen 110 

es específica porque 110 puede distinguir entre especies de micobacterins. E11 pacientes 
imnzmocomprometidos o con SIDA este problema aumenta por /ns infecciones oportunistas 
con las micobncterins atípicas como es caso del complejo M.nvi11111-i11tmcelulare, o con 
otras micobncterins diferentes a M.t11be1·c11losis (3,76). 

El cultivo de M.t11berc11losis en el laboratorio es sensible de 10 a 100 organismos 

viables por muestra, pero debido a los largos tiempos de cultivo (6 a 8 semanas) 
necesarios para el crecimiento óptimo de este microorganismo frecuentemente las decisiones 
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clínicas y terapéuticas deberán ser hechas antes que el diagnóstico de lnborntorio esté 
disponible lo cunl implica 11nn decisión de mucho riesgo (19). 

Existen nlg11nas limitaciones en los métodos clásicos de diagnóstico de 
M.t11berculosis y es cuando este patógeno se encuentra presente en un número 
relativamente peq11eiio y frecuentemente el cultivo es negativo. 

2.7.2 METODOS TRADICIONALES A LAS FORMAS EXTRAPULMONARES 

Al presente, los métodos clásicos pnrn el diagnóstico de ln tuberculosis 
extrnpulnzonnr son: In bnciloscopin por tinción de ácido resistentes y microscopía co11 el 
s11bsecucnte cultivo de M.t11berc11losis. Ln dificultad de identificar a M.t11berc11losis por 
bnciloscopin por ejemplo, en el /íq11ido cefnlorrnquídeo (LCR) es muy difícil. 

El cultivo de In micolmcterin en /ns formas extrnpulmonnres cuando el resultado es 
fnvornble se nlcnnzn en se111n11ns 6 semnnns en promedio y en LCR /ns cnrncterísticns son 
cambios citológicos y bioquímicos conocidos mismos que nyudnn ni descubrimiento de In 
lesión tuberculosa, sin embargo estos parámetros son variables o bie11 se encuentran 
ausentes (4,14). 

El diagnóstico de In meningitis tuberculosa es renlizndo usualmente en basen unn 
historia de exposición como son: el cuadro clínico, /ns cnrncterísticns del LCR, prueba 
positiva n In tuberculina, In bnci/oscopín y el cultivo de M.h1berc11l9sis, sin embargo, de 
acuerdo n Ínvestignciones renlizndns los cultivos son.positivos en el intervalo comprendido 
del 55 ni 75 % de los pacientes (43,48). 

En un estudio realizado por Molnvi y Lefrock e11 1985 (14) identificaron este 
patógeno por bnciloscopín en bnjn proporción (10-40%) y por cultivo (45-90%)(13). En 
otro estudio Kennedy y Fnllon en 1979 (43) establecieron que los especímenes de LCR 
fueron positivos en un 37% por bnciloscopín directa y en un 52% en cultivo. 
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Nuevos ensayos pnra el rápido diagnóstica de meningitis tuberculosa hnn sido 

reciwtemente propuestos, todos ellos están bnsndos en In exnminnción del LCR. Ellos son 
considerados en el se11tido más estricto como métodos indirectos 11s11nlmentt? c11nntificn11do 
1111 producto de In repuesta del huésped n estn infección y los métodos directos que 111ide11 
1111 producto metnbólico del nge11te i11fectn11te. Los métodos directos hnstn ahora reportados 

tie11e11 In especificidad deseada pero estn debe de ser determinada y cun11tificada 
cuidndosamwte por validncio11es clí11icas e11 muestras de los pacie11tes i11fectndos. 

La especificidad puede ser nsegurndn cun11do 1111 gran mímero de controles positivos 
y 11egntivos son i11cluidos; y los co11troles negativos deberán comprender no sólo de 
perso11as si11 evide11cia de meningitis sino también de muestras clínicas de personas con 
formas de meningitis por otros microorga11ismos que sc111eja11 unn tuberculosis lo cunl 
llevaría a definir de 11nn mn11era correcta la se11sibilidnd y In especificidad de la nueva 
metodología de diagnóstico propuesta (15). 

De acuerdo n esto cualquier propuesta de algrí11 método de ensayo para el rápido 
diagnóstico de 111e11i11gitis tuberculosa deberá ser a11nlizndo y compnrado co11 los resultados 

reportados para baci/oscopía y cultivo. El riesgo potencial de resultados falsos positivos 

deberá ser minimizado para evitar 1111a terapia inadecuada, por ejemplo, res11ltados falsos 
positivos por la aplicación de estos métodos se hnn manifestado en los casos de meningitis 
piogénica y e11 menor proporció11 en casos de me11ingitis aséptica (48). Los nuevos métodos 
de diagnóstico propuestos hasta ahora se describen a conti11uación. 

2.7.3 METODOS NO INMUNOLOGICOS 

Desde 1987 las sondas de ácidos nucleicos para la identificación del complejo de 
M.t11berc11losis, (M.t11berc11losis, M.bovis, M.nfricm111111 y M.micmti) M.avi11111 y 

M.i11tmceli1lare están dispo11ibles por Gene Probe Inc. San Diego California. Ln 
sensibilidad de estas sondas es similar n la tinción de Ziehl-Neelsen y su uso para la 
detección de M. tuberculosis c11 especí111c11es clínicos es por lo tanto, c11estio11able (19,70). 
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Así la falta de sensibilidad de la sonda de DNA fue 111otivo del desarrollo de la 
reacción de polimemsa en cadena (PCR). Esta técnica esta bien desarrollada y ha sido 
extensamente 11sada pam el diagnóstico de nu111erosas enfermedades infecciosas i11c/11ye11do 
las de etiología bacteriana. Los estudios iniciales desarrollados pam M.t11berc11losis f11ero11 
de Brisso11-Noel y cols.(5) a111plificaro11 1111 fmg111ento de DNA de 383 pb el cual codifica 
en parte pam el antíge110 111ico/lacteriano de 65 Kb. Eisrnac/1 y cols.(21) amplificaro11 u11 
fragmento de 132 pb el cual se cncue11tm repetido algunas veces e11 el cro111oso111a. Este 

ensayo ta111bién ha sido capaz de distinguir mie111bros del complejo de M.t11berc11losis. 

Patcl y cols.(61) empleando bajas tc111pemtums de "enrollamie11to" en su ensayo 
encontraron una marcada amplificación incspccífica de material genético de micobacterias 

110 tuberculosas por un producto de PCR. En un ensayo a/temo Sh1111kar y cols.(14) 
amplificaron un fmgmento de 240 pl1. Todos estos estudios pam la delecció11 especifica del 
complejo M.t11berc11losis deberán ser orientados para su validació11 e11 situaciones 
específicas de tuberculosis; por ejemplo hepatitis gr111111lo111atosas, 111eni11gitis, tuberculosis 
cu tá 11ea etc. 

El procesado del espéci111e11 es simple y rápido, en el 60% de los casos los res11ltados 

so11 obtenidos por electroforesis en gel de agarosa dentro de las 8 lloras de obtenida la 
11111estm, dos días pueden ser requeridos con la hibridación con la sonda específica. 

E11 otro estudio se ide11tificaro11 ele111e11tos genéticos en el DNA de M.t11berc11losis 
que se e11co11tmban presentes en mlÍltiples copias en el genoma de este 111icroorganis1110 y 
mostraba 1111 patrón de bandas poli111ó1ficas por electroforesis. E11 diferentes aislamientos, 

el !5986 se ei1contró sólo e11 especies que pertenecen ál complejo de M.h1berc11losis,si11 
embargo, se e11co11tró co11 menos frec11e11cia e!1 M.bovis BCG y conc/11yero11 que la 
búsqueda de este elemento de inserción puede ser útil para el diagnóstico y estudios de 
epidemiología de la tuberculosis (35). 

Otros métodos no i11m1111ológicos difcre11tes a los de la Biología Molecular h1111 sido 
desarrollados, como un método pam la saponificación de micobacterias usando metano/ e 
hidróxido de sodio o u11 tratamiento con BF3 en 111eta11ol y s11 exfracció11 con 1111a mezcla 
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de cloroformo-hexnno. Los productos de hidrólisis se n11nlizn11 por cromntogrnfín gas-líquido 
(CGL). U11 esquema pnra su ide11tificnció11 fue desnrrollndo en bnse n su perfil de ácidos 
grasos pnrn cndn especie de micobncterin. Este sistema lln sido usndo en el laboratorio de 
mico/Jncteriologín de In Clínica Mayo desde 1982 (44) el cunl es nltnmente específico y 
reproducible y rápido (<2'1). 

Unn modificación del método mencionado estn disponible comercialmente como un 
sistema de ide11tificnció11 microbiano el rnnl consiste de un cromntógrafo de gnses 
(HP5890A;Hewlett-Pncknrd; Con. Pnlo Alto Cnlif.) y unn computndorn (Serie HP 310; 

HP98561A). Estn 1ílti111n utiliza un software que contiene unn librería de lípidos de pnred 
celular de /ns especies de micobncterins de importnncin clínica, In librería estn compuesta 
de unn colección de especies bien cnracterizndns incluyendo /ns del American Type Culture 
Collection y de numerosos nislndos clínicos pnrn 26 especies de micobncterins (4). 

Otro ndela11to a el diagnóstico de enfermedades micobncterinnns es In detección del 
ácido t11berculoesténrico e11 especímenes clínicos usando espectrometrín de mnsns. Este 
sistema nun 110 estn dispo11ible pnra su uso e11 laboratorios de ruti11n (45). Una técnica de 

nnnlísis de ácidos micó/icos lrn sido desnrrollndn recientemente emplen11do cromntogrnfín 
de líquidos e11 nltn presión en donde se prepnrn un derivado de ácidos micólicos como 
ésteres de p-bro111ofe11ncilo y se compara con estándares de especies micobncterinnns 
conocidas (7). 

Por esas razones varios métodos lrnn sido usados como nyuda en el diagnóstico, 

incluyendo el de Levinson, y cols.(13,68) con los ensnyo.s de partición de triptófano y 
bromo, la detecció11 de 3-(2'-cetohexil)indolinn y de ácido tuberculoéstenrico y In medida 

de actividad de ndenosin deaminas(I . 

Estns técnicas son complejas y requieren de equipo especializado el cual no está 
disponible e11 cualquier laboratorio d.e rutina y su confinbilidad 110 ha sido evaluada y 110 

cuentan con mucha aceptación. 
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El uso de la técnica radiométrica (BACTEC.USA) es un 111étodo para detectar el 

crecimiento temprano de las micolmcterias en el cultivo el rnal emplea un substrato 

radiomarcado co11 C14 c¡11e es especifico a la 111icobacteria (62). 

Este método promueve el rápido crecimiento de 111icroorganis111os con un promedio 
de 9 días; en la identificación especifica de M.t11berc11losis requiere de 5 días y la 
susceptibilidad de resistencia a drogas 6 días siendo un gran adelanto, ya que permite 
disminuir el tiempo de la identificación del bacilo tuberculoso, pero a1111 así es considerado 

lento en diagnóstico de la tuberculosis meníngea (3,14,44). 

Con estas características favorables, los nuevos métodos de diagnóstico proponen 
además c¡uc su procedimiento sea rápido y fácilmente aplicado en laboratorios de rutina, 

el desarrollo sin instrumentos costosos, ni isótopos radiactivos, lo cual es aun una 
limitan te en los métodos de diag11óstico basados e11 la Biología Molecular y en el sistema 
BACTEC. 

2.7.4 METODOS INMUNOLOGICOS 

La identificación serológica de la infección es ampliamente usada en medicina y el 

problema del diagnóstico bacteriológico permitió 1111a aplicació11 temprana de tales técnicas 

en tuberculosis. El primer reporte del serodiagnóstico de tuberculosis fue debido a Arloing 
el cual fue publicado en 1898 (15) sólo después de 16 mios del desc11brimiento del bacilo 
de la tuberrnlosis por Koch. 

Arloing desarrolló una prueba de aglutin.ación y reportó. que especímenes de suero, 
del 57% de los pacientes con t11berculosis pulmonar fueron positivos, en este trabajo son 
11111y pocos los detalles descritos y el 111ímcro de los especí111enes de suero 110 se reportaron. 

Durante las siguientes 8 décadas, muchas técnicas serológicas se describieron para el 
serodiag11óstico de las enfermedades 111icobacterinnas pero sin utilización rutinaria (15). 
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En 1972 Engvall y Perlmmm (15) descriliieron una técnica altamente reproductiva 

y sensible de un i111111111oensayo enzi111ático (ELISA). ESta técnica no requiere 
instru111entación sofisticada, los reactivos que emplea 110 son caros y ha sido ampliamte 
usada en el diagnóstico de e11fermedades infecciosas. 

Los immmoensayos enzi111áticos son llevados a cabo para conocer la actividad del 
anticuerpo como la concentración de a11tígeno, In cuantificación o determinación de la 
actividad de esos 2 i111111111orreacta11tes es 111uy d(fere11te, el antígmo esta general111e11te bien 

definido y en concentraciones de nanogra111os por mililitro puea'en ser detectados (15). 

El empleo de técnicas para el inm1111odiagnóstico ha permitido también el desarrollo 
de téwicas si111ples, confiables y accesibles a los laboratorios de análisis clínicos por 
eje111plo, ELISA. Sin embargo, no se ha dispuesto de u11 reactivo in111u11ológico adecuado 
comercial que permita 1111a alta sensibilidad o especificidad e11 el diagnóstico de la 
tuberwlosis (74,79,83). 

La sensibilidad de ELISA reportada es de 75 % wando es usada en estudios de 
poblaciones de alta prevalencia de tuberc11losis. E11 ge11era/, la frecuencia de t11berculosis 
es mayor e11 países en desarrollo al compararse con los países industrializados. Esta alta 

sensibilidad por ELISA deberia ser adoptada como 1111 diagnóstico pres1111tivo en países en 
desarrollo. Este ensayo de ELISA es superior a liaci/oscopia de muestras de esputo que es 

lo utilizado actualmente (3,4). 

El método de ELTSA fue empleado para detectar antígenos micobacterianos en 
tejidos a11i111ales. ELISA fue e111pleado por vez primera para detectar el antígeno en los 

fluidos corporales en la tuberculosis 1111111ana. La tende11cia durante los últimos mios ha 
sido el desarrollar métodos que puedan hacer fácilmente el diagnóstico clínico en períodos 

cortos de tiempo. No se han reportado estudios en pacientes con sospecha de tuberculosis 
y baciloscopía negativa que es probable111ente la población en que se tenga mayor utilidad 
los in1111moensayos (73,79). 
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El método ideal pnra un diagnóstico rápido y especifico de /ns enfermedades 
infecciosas incluyendo t11bercu losis probablemente sen In detección directa del antígeno en 
especímenes clínicos. Act11nlmc11te, estos métodos rápidos han sido aplicados sólo n In 
detección de antígenos en LCR de pacientes con menigitis t11berc11losn y en esputo de un 
n1ímr'ro limitado de pacientes con tuberculosis p11lmo11nr, es necesario investigar sobre 

posibles nplicnciones y detectar antígenos en otros líquidos corporales tales como: el 

ple11ra/, sinovial, peritonenl y el sanguíneo (14,16). 

La detección de antígenos micobncterinnos en sangre es importante, en pacientes 
mnl nutridos y con SIDA es en donde se ha observado un nito grado de micobncteremia. 
La demostrnció11 de complejos i111111111es circuln11tcs en pacientes con tul1erc11/osis pulmonar 
sugiere que ilny antígenos libres micobncterinnos que pueden estar presentes en In sangre 
de pacientes con In infección menos severa, por lo tanto, el ensayo también deberá ser 

aplicado n muestras de sangre de estos pacientes (14,76). 

El serodingnóstico en /ns infecciones micobncterinnns iln sido estudiado por largo 
tiempo y su reproductibilidnd y confinbilidnd hnn sido reportados. Los principales 

obstáculos encontrados en el serodingnóstico de /ns infecciones micobncterinnns es In bnjn 
especificidad y In no estnndnriznción de /ns técnicas parn un uso rutinario (15). 

Unn variedad de antígenos incluyendo antígenos micolmctcrinnos crudos, 

tuberculina y antígenos micobnctcrinnos purificados hnn sido empleados en In detección 
de anticuerpos contra micolmcterins, In sensibilidad y In especificidad de /ns pruebas 
serológicns depende del tipo de antígeno usado, unn nltn especificidad es nlc~nzndn con el 

antígeno purificado (76,86). 

Recientemente, algunos métodos in11111nológicos han sido desnrrollndos pnrn detectqr 
antígeno libre en LCR de pacientes con t11berc11/osis meníngea, como primeros 
antecedentes ni diagnóstico con los inmunoensnyos pnrn esta enfermedad se encuentran 
/ns investigaciones de Sndn y co/s.(75) quienes desarrollaron un innwnoensnyo con BCG 
comercial y anticuerpos nnti-BCG. La especificidad de In prueba fue del 95% y In 
sensibilidad de 81.25%. 
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Bal y cols. (14) establecieron una inhibición co111petitiva usando bacilos de 
M.t11be1'c11losis irradiados con un absorbente de fase sólida para la medir antígeno 
micolmcteriano en LCR el cual se encontró en 7 pacientes cuyo diagnóstico de 111e11i11gitis 
tuberculosa fue co11fir111ado en 6 y uno 110 confirmado. 

No se encontró en 32 11111estras de LCR de pacientes control con las enfermedades 
neurológicas 110 tuberculosas, el ensayo para u11 pacie11te fue positivo pero después se 

enco11tró 1111 absceso cerebral y se valoró como falso positivo. 

En el serodiag11óstico de tuberculosis por ELISA la sensibilidad Iza sido m11y si111ilar 
co11 todos los a11tígenos empleados, pero difiere en áreas con alta y baja prevale11cia de 
tuberculosis, de acuerdo a esto, se Iza establecido u11a se11sibilidad de 76 a 94 % mientras 
que la especificidad de ELISA depende del a11tíge110 usado (14,15) (Tali/a 5 y 6) 

Tabla 5 RESULTADOS DE SEROLOGIA EN TUBERCULOSIS USANDO EL 
METODO DE ELISA (16,76) 

A11tíge110 

BCG 
Cm do 
A11tíge110 5 
Citoplasmático 
Lipoa1'abi110111a1ia11a 

Sensibilidad (%) 

76 
55-94 
48-84 
94 

72-80 
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Especificidad (%) 

97 
84-97 
91-100 
96 
92 



Tabln 6 DETECCION DE ANTIGENOS DE M.t11bem1losis EN DIFERENTES 
ESPECIMENES CLINICOS (16,76). 

Especí111e11 Método Sensibilidad (%) Especificidad (%) 

ELISA 70 98.7 
LCR 

Látex 96 99.3 

Esputo EL ISA 60 80.0 

RIA 77 ND** 
S11el'O 

ELISA 45 ND 

LCR = Líquido cefalorrnquideo; ND = No dctcn11i11ado 
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Hemá11dez y cols.(14) e111plraro11 u11a ELISA capaz de detl'ctar IgG e IgM al 
estudiar 20 muestras de LCR de pacie11tes con 111e11i11gitis t11berculosa l11lcterio/ógica111e11te 
co11fir111ada y 70 m11estras control de pacientes co11 otras for111as de 111e11i11gitis y sin 
evide11cia de me11i11gitis. El valor de corte del e11sayo fue 0.20 de todas las muestras de 
LCR de pacie11tes co11 me11igitis tuberrnlosa fueron positivos y ni11g1111a de las m11estras 
co11trol res11/taro11 falsos positivos. 

Coovadia y cols.(15) colectaro11 m11estras de LCR de 37 nilios con meningitis 
t11berculosa, 49 ni1íos con otras formas de me11i11gitis y 14 ni1ios co11 tuberculosis 
p11l111011ar y si11 evidencia de 111eni11gitis. 

Daniel y cols.(15) detectaron lgG por ELISA empleando a11tígeno 5 de M. 
t11berc11losis entre 37 111uestras de LCR con me11i11gitis tuberculosa 7 fueron positivas e11 
la dil11ción 1:40 y 4 en la di/11ción 1:80, entre los sujetos control 60 de 63 fueron 
11egativos (1:80) co11 un falso positivo a esa misma dilución que de111ostró ser específico 
para la tulierculosis 111eníngea. 

La técnica de aglutinación en látex ya está en 11so en muclws laboratorios y tiene 
amplia aceptación para la detección de antígenos de bacterias causantes de meningitis 
piógena. Mismo que ha sido propuesto de utilidad en el diag11óstico de M.t11berc11losis 
en líquido cefalorraquídeo. 

Hace pocos ai'ios Krambovitis y cols.(48) desarrollaron una prueba simple de 
aglutinació11 con partírnlas de látex para la rápida detección de M.t11berc11losis a un 
a11tígeno de 111e111lirana plasmática e11 las muestras de LCR previame11te calentado a 56ºC 
por 1 /¡ los a11ticuerpos específicos so11 adicionados y la reacció11 de agluti11ació11 se 
manifiesta en los siguientes 3 mi11utos. 

E11 este estudio el a11tíge110 111icoliacteria110 fue detectado en las muestras de 18 
pacientes co11 tuberculosis meníngea, el diagnóstico fue confirmado en 15 de 18 casos por 
la presencia de bacilos acidorresistentes e11 frotis de LCR ce11trifugado y uno fue 
confirmado por cultivo de muestra de necropsia, en los resta11tes 2 pacientes el diagnóstico 
fue realizado por sospecha basado en resultados citoquí111icos compatibles con meningitis 
e11 LCR y apoyados por la evide11cia clí11ica epidemiológica. 

E11 139 de muestras de co11trol de LCR sólo un nilio con H.i11f111e11zae tipo b con 
absceso subdural 111a11ifesto un resultado falso positivo, la especificidad de la prueba fue 
del 99.3% y la sensibilidad de 96 % con resultado falso negativo de las 18 muestras. La 
gran sensibilidad co11 la prueba de agluti11ación en látex fue debida al gran número de 
LCR de pacientes con 111e11i11gitis tuberculosa confirmada. 
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En este estudio el antígeno de tuberculosis fue detectado en el LCR de los pacientes 
en In primera y segunda etapa de la enfermedad. Esta observación es importante p11esto 
que significa que el diagnóstico de tuberculosis me11í11gen puede ser establecido en etapas 
tempranas de la enfermedad per111ifie11do a los médicos In admi11istració11 de 1111a rápida 
terapia, la muestra inicial de 12 pacientes f11e negativa aunque 2 subsecue11tes muestras 
dieron resultados positivos (48). 

Los estudios con anticuerpos monoclonales a antígenos micobncterinnos se han 
concentrado en In demostración de antígenos especie-específicos y s11 aplicación en el 
serodiag11óstico de tuberculosis y lepra, pero existen otros aspectos en la relación huésped
pnrásito en las enfermedades micobacterinnns que pueden beneficiarse del uso de los 
anticuerpos monoclonales por sus características específicas (30,39). 

Los primeros experimentos que emplearon anticuerpos monoc/011nles a 
M.t11berc11losis se reportaro11 en 1981 por Cantes y cols.(12) con el fin de reconocer la 
diversidad a11tigé11ica de este patógeno y de M.bovis. Damim1i y cols. han logrado 
produccir anticuerpos monoclonales a diferentes estructuras proteicas de M.tuberc11losis 
como son los antígC11os de 28, 35 y 65 kilodaltones. 

Hewitt y co/s. (36) emplearon m1ticuerpos mo11oc/011ales en el diagnóstico sérico para 
M.t11berc11losis en base a 1111n inhibición co111petitivn del suero /111111a110 por anticuerpos 
111011oc/onnles muri11os marcados con el isótopo radiactivo de 1125 que se u11en a u11n fase 
sólida que co11tie11e 1111 prensado de M.t11berc11losis. 

El suero de pacientes pero 110 así el de sujetos sanos co111pitiero11 de una manera 
efectiva contra los n11ticuerpos 111011oc/011a/es marcados, esta técnica elimi11a la necesidad 
de purificar m1tigénos. 

Sin embargo los n11tic11erpos 111011oc/011nles res11/tnro11 ser más positivos ni ensayo 
entre ellos In mejor combinación fue con 2 m1ticuerpos monoclonales con resultados 
positivos en el 71 % de los 41 pacientes estudiados los cuales mostraron tuberculosis 
pulmo11nr dingnósticadn con bnci/oscopia positiva. 

Knlish y cols.(14) estudiaron anticuerpos a PPD en LCR y nntic11erpos IgG fueron 
estnbl.ecidos en tres pacientes con 111e11i11gitis t11bercu/osn. 

Posteriormente los trabajos de Gillis y cols.(30) describen el uso potencia/ de 
nntic11erpos mo11oc/011a/es para el reconocimiento de M.lepme por ELISA e 
inmunofluoresce11cin y e11contraro11 2 anticuerpos monoclonales que reco11oce11 sólo a 
M.lepme y n11evc que mostraron 1111 patrón IÍ11ico de renctividad para este bacilo por 
ELISA. 

43 



Los protocolos descritos en la prod11cció11 de Jribridomas que secretan anticuerpos 
monoclonales han empleado a11tígenos de M.tuberculosfr;, M.bovis, M.lepme o M. 
lepre111111·i1111111 (39,60) a1111que el bacilo tubac11loso y extractos a11tigé11icos libres de 
cél11las se /1n11 usado para inm1111izar ratones en protocolos dirigidos n la prod11cció11 de 
los anticuerpos monoclonales contra M.tuberculosis, así como el empleo de este tipo de 
anticuerpos en el reco11oci111ie11to de antígenos 111icobacteria11os obtenidos por ingeniería 
genética (71). 

La micobacterin viva fue prensada y destmida usando 1111a prensa X en razón de 
minimizar In desnaturalización de prote(11as intracelulares, similarmente extractos 
11ltrasó11icos de micobacterin viva han sido 11sados en la producción de anticuerpos 
monoclonales a M.bovis, a11tí§e11os de M.lepme y M.lepre111111·i111111 fueron derivados de 
irrndinr· micobacteria co11 Con6

, es i111porta11te señalar que los extractos celulares sonicados 
de M.lepme se manifestaron en anticuerpos hacia antígenos especie específicos (39). 

Un taller i11ternacional realizado e11 1985 (39) por In Organización Mundial de 
la Salud (OMS) como parte de 1111 programa para el desarrollo de vacunas y dedicado n 
caracterizar la especificidad de los patrones de reacción de anticuerpos monoclonales 
murinos hacia diversas micobacterias, reunieron los res11ltados de 31 anticuerpos 
monoclonales (28 de líquidos de ascitis y 3 de sobre11ada11te de cultivo celular) generados 
e11 cuatro difere11tes laboratorios de investigación en los cuales emplearon antígenos 
micobactcrianos (M.t11berc11losis H37Rv, H37Ra, M.bovis BCG y M.lepme) para la 
i11mu11izació11 de ratones. 

Estos anticuerpos fueron clasificados, alirnotados y distrib11idos a doce laboratorios 
para s11 análisis empleando 1111a gran variedad de métodos de escrutinio en el diagnóstico 
de t11berculosis y lepra. Tal es el caso del uso del radioi111mmoensayo indirecto (RIA) con 
anticuerpos monoclonales procedentes del sobrenadantes de cultivo celular hacia los 
antigenos 111icobacterianos y la reacción a11tígeno-antic11erpo fue detectada empleando 
innwnoglobulinas de conejo marcadas con I123 hacia los anticuerpos monoclonales de ratón. 

En los controles el antígeno fue reemplazado con suero 1101:111al de ratón (control 
de 100%) y albúmina sérica bovina (control de 0%). La aplicació11 de RIA requiere toda 
la 11ocl1e de incubación con el conj11gado del radioisótopo (39 ). 

ELISA f11e utilizada d11ra11te la prod11cció11 de a11tic11erpos monoclonales dirigidos 
a M.lepme y M.bovis co11 1111 protocolo experimental silllilar al de RIA pero 
diferenciándose en el uso de immmogl11b11linns anti-ratón conjugadas con peroxidasa y 
adicionando o-fe11ilendiami11a /H20 2 o ácido 5 alllinosalicílico/ H20 2 fueron empleados. La 
immmofluorescencia i11directa fue utilizada en estudios con M.lepme y 
M. lepme111111"i1111111, donde suspensiones 107 1 rJ bacilos por m ililifro fueron sonicados y 
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srcados en laminillas. de vidrio. Después de fijar la muestra en acetona algunas gotas del 
sobrenadante del cultivo fueron adicionadas a las laminillas e incubadas en cámara 
/11ímeda. · 

Los anticuerpos 111onoc/011ales unidos a el antígeno fueron detectados por la adición 
de i111m111oglobulinas de cabra anti-ratón conjugadas con fluoresceína y las laminillas 
fueron examinadas 111icroscópicame11te por in1111111of111orescencia bajo luz ultravioleta (39). 

La gran mayoría de los anticuerpos producidos contra micobactcrias parecen estar 
dirigidos hacia antígenos intracelulares. El bacilo en su estado natllral que recubrían 
placas de ELISA fue identificado por anticuerpos de clomrs que secretan anticuerpos a 
componentes supe1jiciales de micolmcterias. 

El enlace de diferentes anticuerpos mo11oc/onales a micobacterias fue determi11ado 
por titlllar el anticuerpo contra extractos estandarizados de antígenos micobactcrianos, 1111 

programa de computadora flle usado para realizar las curvas y calcular el valor máximo 
de enlace (MB%) y determinar los títulos a los cuales el 50% del enlace ocurre (ABT 50). 
El valor máximo de MB% fue relativo al co11trol de enlace del 100% el cual comprende 
pozos cubiertos con suero normal de ratón en lugar de antígeno micolmcterimw, así la 
co111paració11 de títulos de ABT 50 de un anticuerpo monoclonal cuando es titulado co11tra 
una micobacteria diferente, de esta forma fue posible comparar la homología de epítopes 
reconocidos por un anticuerpo cua11titativa111ente (39). 

A11111¡11e los valores de MB% pretenden ser represmtativos para co11centracio11es 
relatfons de a11tígeno en los extractos solubles ensayados, esos valores también pueden ser 
i11f111e11ciados por el isotipo de anticuerpo y la especificidad del anticuerpo marcado por lo 
cual las variaciones dentro de una misma clase de anticuerpo depende de la calidad del 
anti-anticuerpo (39). 

Los estudios con estos anticuerpos 111onuclonales también mostraron la existencia 
de algunos determinantes antigénicos casi especie específicos y sus diferentes pesos 
111olec11lares. Ln parcial purificación de esos a11tíge11os mediante cromatografías de afinidad 
basadas e11 anticuerpos mo11oclonnles fue realizada para M.leprne pero poco fue reportado 
para M.t11berc11losis y M.bovis (41). 

Los datos obtenidos sobre In posibilidad de serotipificar con anticuerpos 
111011oc/onales las diversas especies y cepas de micobacterias parece restringido dada la 
presencia de reactividades cruzadas, la mejor manera de establecer la diferenciación 
micobacteriana es el empleo de una batería de anticuerpos mo11oclonales pero se requieren 
más avances y el desarrollo de líneas de investigación de este tipo lo cual sería de utilidad 
para una posible aplicación de estos anticlterpo en el diagnóstico de lalioratorio (39). 
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Es conveniente selir1/ar que 110 existe lzasta alzara 1111 111étodo ideal para el 
diag11óstico de la tuberculosis el cual debe contar con las siguientes características: alta 
sensibilidad y especificidad, bajo costo, fácil y rápida realización. 

2.7.5 ANTIGENOS MICOBACTERIANOS. 

Muclzos agentes infecciosos Izan sido definidos por sus antígenos y contra los cuales 
existe la producción de anticuerpos, y las reacciones antígeno-anticuerpo pueden ser 
medidas en un período corto de tie111po. Algunos ensayos i111n1111ológicos de la detección 
directos de diferentes agentes infecciosos en diferentes líquidos corporales han sido 
tota/111e11te caracterizados. 

La superficie extema de micoliacteria consiste predomil1m1te111e11te de lípidos y 
carbolzidratos algunos de los cuales son reconocidos por anticuerpos, el posible papel de los 
lípidos de cápsula que es la e11voltura extema que interacciona con el huésped y es la 
que per111ite la sobrevivencia de In 111icolmcteria y la capacidad de proteger contra bacilos 
virulentos, esto se puede relacionar co11 In pntogé11esis e in111u11ogénesis de la tuberculosis 
y otras 111icobacteriosis (4). 

Así los lípidos, altamente i11111u110rrcactivos, los glicoco11jugados de las paredes 
celulares 111icolmcterianas libres en el citoplasma bacteriano y me111l11m1a, apare11te111e11te 
contienen péptidos o proteínas con fuerte actividad como tuberculina y los esfuerzos en 
definir, por lo menos el deno111inador co111ú11 en la actividad adyuvante del 11111ra111il 
dipéptido inicialmente involucrado las en las reacciones i1111111110/ógicas i11específicas y 
presente en las paredes celulares de las micobacterias. 

El crecimiento en el medio líquido permite In co11for111ació11 e11 serpe11ti11a del bacilo 
de la tuberculosis y es de110111i11ado factor de cordón y es responsable en cierta forma de 
su vir11/e11cia, q11ímica111ente es trealosa 6,6' dimicolato. Los sulfátidos han sido 
correlacionados en 1111 orden relativo de virulencia para un 11ú111ero efe cepas de tipo 
silvestre del bacilo de la tuberculosis los cuales se encuelÍtran c/ara111ente orientados en la 
pared celular (4,86). 

Daniel y Todd (17) establecieron una distribución de los antígenos micobacteria11os 
principales, notoriamente el antígeno 5 estuvo limitado a filtrados de cultivo de 
M.t11berc11losis, y M.bovis en las 14 especies estudiadas, los antígenos 6, 7 y 8 
estuvieron presentes en los filtrados de In 111ayoría ·de estas especies, y una evidencia fue 
que los antígenos 6 y 7 estaban presentes en las 1110/écu/as que contienen antígenos 
a111plia111e11te distribuidos, entre ellos los antígenos 1 y 2 que se encuentran como 
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componentes principales de las micobacterias y probablemente con otros géneros 
micobacterianos. 

Algunas ¡Jroteínas citoplasmáticas micobacterianas antigénicas son de especie, es 
decir, son más especificas, tales como: el antígeno 5 este nombre se debe al siste111a de 
referencia para 110111brar a/os antigenos micobacterianos. Por estudios de 
i1111u111oelectroforesis conocido también como sistema de referencia de Estados Unidos
Japón y que se encuentra limitado a M.t11berc11/osis y M.bovis entre 14 diferentes 
especies de micobacterias est11diadas (17). 

En forma lzistórica la e/rctroforesis en geles de poliacrila111ida per111itió el mejor 
estudio de los antígenos micobncterinnos, así se lograron identificm· 111ás de 30 antígenos 
proteícos diferentes de M.t11berc11losis. Posteriormente el desarrollo de la 
immmoelectrotransferencia (Westem blot o in1111moblot) permitió el estudio de estos 
antígenos identificándolos con nntic11erpos rsprcificos. Al mislllo tiempo existió un amplio 
desarrollo en la prod11cción de anticuerpos monoclonales. 

En lo referente n los polisacáridos arabinognlactnna se encuentra covalentemente 
unida a péptidoglicanos y ácidos micólicos de alto peso ll!olecu/ar que constituyen 
aproxillladamente el 35% de la masa ce/11/ar de m11c/zas micobacterias. Aunque los 
polisacáridos han sido objeto de intensa investigación por algunas generaciones de 
investigadores, Misaki y cols.(57,58) claramente m11estran que el polímero estaba 
comp11esto de D-arabinosa y V-galactosa. Los resid11cis arabinosil son predominante111ente 
5-arabinofurmzosa y los de galactosa p11ede11 ser ya sea 4-galnctopiranosa o 5-
galactof11ranosa. El segundo polisacárido comzínll!ente encontrado en In pared celular de 
MycobacterÍllm, Cory11ebacteri11111 y Nocardia es arabinoll!anann. 

R.J Anderson (7) ha selialado que dentro de la pared cel11/ar de M.tuberc11losis, 
lipoarabinomanana (LAM) se encuentra asociado con todos los elementos patogénicos de 
esta enfermedad incluyendo los factores que son responsables de In necrosis caseosa y otros 
elementos de hipersensibilidad, antígenos responsables de la in111u11idad humoral, agentes 
de toxicidad y muchos antígenos involucrados en la innHmidad protectiva por ejemplo la 
respuesta vigorosa de los antic11erpos en pacientes con t11bercu/osis y en todas las for111as 
de 1~zicobacteriosis son dirigidas inicia/mentr a enlaces a-arabinofuranosil (Araf) que son 
unidades de peptidoglicano unidas a complejos de arabinogalactanas y la 
lipoarabinomananas de pared ce/11/ar q11e se extienden en meno1· cantidad en el 
manopiranosil terminal (Manp) a unidades del fosfatidil inositol, 111anósidos de la 
111enzbrana citoplasmática (56).(Fig11ra 3) 

El trabajo de Misaki y col.(17,56) permitió el aislamiento de polisacáridos libres de 
proteínas, los 4 polisacáridos principales p11rificados fueron nrabinogalactanas, 
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nrabinomnnanas, mnnanas y glucanos obtenidos de los filtrados de cultivo micobacteriano 
y extractos de pared celular. También hay evidencias de arabinanas; las arabinomananas 
y arabinognlactanns poseen reactividad antigénicn y pueden estar limitados a una 
hipersensibilidad inmediata. El centro (core) de las mananas micobacterianas poliméricas 
son similares a una porción de centro de arabinomananas, los glucnnos micobacterianos 
y mananas son derivados de las capas internas y medias i:fe la pared celular. 

Las estructuras de arabinomananas y mananas de micobncterias han sido 
recientemente elucidadas, las arabinomannnas se sitzían como centro ( core) de una de las 
principales cadenas laterales, las cuales contienen 1111 oligosacárido de arabinosa que es 
similar al sitio antigénico de In cadena lateral de arabinognlactana, existe otra cadena que 
contiene principalmente manosn y probablemente varía de especie a especie. En resumen, 
los mayores antígenos polisacáridos son arabinogalactana la cual esta covnlenteme11te 
unido a la pared celular de ácidos micó/icos y peptidoglicanos y lipoarabinomana11a 
(LAM). (Figura 4) 
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ESTRUCTURA DE LA ARABINOMANANA DE LA 
MICOBACTERIA (56) 

manp = manosa en forma piranosa 
Araf = Arabinosa en forma furanosa 
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Figura 4 ESTRUCTURA DE PARED CELULAR DE Mycobncterium 
lepme(7) 
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Las arabinogalactanas y arabinomananas estudiadas por Azu111a fueron capaces de 
elucidat reacciones de hipersensibilidad cutánea inmediata, reacciones serológicas y 
anafilaxia cutánea pasiva, pero incapaces de elucidar reacciones de hipersensibildad tardía 
(56). 

LAM fue original111ente descrito co1110 1111 polisacárido libre en citoplasma 
micobacteriano (arabinomanana) el cual se purificó por hidrólisis alcalina. Reciente111ente 
se ha descrito que In molécula nativa, sin embargo, posee un segmento de lípidos 
adicionales a los residuos de inositol fosfato estos serían los grupos asilados del lactato y 
succinato (38 ). 

El a11tígeno de lipoarabinomanmrn aislado de M.lepme y M.tuberculosis es 
alta111e11te inm1111ogé11ico y se ha caracterizado parcialmente (38). Lipoarabinomanana no 
es un antígeno exclusivo de M. tuberrnlosis por lo que tie11e reaccio11es cruzadas con otras 
micobacterias, tales como: M.lepme, y es posi/1/e que este a11tíge110 tenga reacciones 
cruzadas con hongos microscópicos (50,87) . 

Existe un alto grado de similaridad quí111ica o identidad entre polisacáridos aislados 
de varias micobacterias M.tuberculosis, M.bovis, M.km1snsii, M.smegmatis y 
M.pl1lei, de hecho microorganismos como Cory11ebncterin y Nocnrdia so11 ejemplos 
tambié11 de similaridad estmctural con la micolmcteria. La identidad antigénica esta 
correlacionada con la similaridad química que se ha demostrado para arabinogalactanas 
derimda de esos organ is111os. 

En contraste se han propuesto estructuras como manosa-arabinosa similares en 
otros microorganismos tales como hongos y levaduras. En el caso de Nocnrdin y 
Cory11ebncterin se han encontrado estructuras de pared celular constituidas de arabinosa
manosa (1,50,59,21). 

Recientemente se ha reportado la presencia de determinantes específicos a LAM de 
M.tz1berc11losis, lo que apoya de manera 111uy importante que la similaridad en su 
estrnctura con otros microorganismos no implica ser inmunologícamente idénticos. 

Recientes estudios de Chan y cols.(11) lwn seiíalado a lipoarabinomanana como un 
posible factor de virulencia el cual permite la persistencia de M.t11berc11losis dentro de 
macrófagos al descubrirse los mecanismos de evasión hacia las funciones microbicidas 
efectoras en fagocitos 11101101111cleares. Asi como estudios relacionados a 111eca11ismos de 
inmu11osupresio11 han sido descritos por Ellner y cols.(22). 
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Por 51/S peculiaridades antigénicas LAM puede 5er 1111 antígeno para 1150 en el 
diagnóstico serológico de la tuberculosis y el desarrollo de 1111 ensayo clínico dependería 
de la producción de este antígeno y del interés de una producción comercial (73,76). 

Un gran avance en los ensayos serológicos para hacerlos más específicos y capaces 
de difermciar especies de micobacterias están basados en anticuerpos 111onoc/011a/es y sus 
resultados servirán pam guiar una terapia más racional. Los anticuerpos 111onoclonales 
como Jos descritos por Minden y cols.(55) por ejemplo reaccionan contra una proteína sólo 
presentes en M.htberculosis y M.bovis BCG pero no en otm especie de micobacteria. 

De igual manera se consideran los estudios reportados por Sada y Brennan (72,73) 
empleando antígeno de lipoarabi110111a11ana los resultados obtenidos son considerados muy 
promisorios por su sensi/lilidad y especificidad. 

Ante todo lo expuesto cabe selialar que hasta el momento no existe en diponibilidad 
coml'l'cial nlgtín método de i1111111nodiagnóstico de fácil uso o aplicación con alta 
sensibilidad y espec(ficidad que pueda ser e111plt'ado en el reco11oci111iento de 
M.t11berc11losis en especímenes clínicos en las d(ferentes i11stit11cio11es hospitalarias de 
Mt;xico. 
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3. HIPOTESIS 

La infección por M.t11berc11losis en el h11111a110 es muy compleja debido en 
parte a los 1111íltiples constituyentes estmcturales de este 111icroorga11ismo 
Sin embargo el antígeno de lipoarabino111mzana es 11no de s11s principales 
co111pone11tes a nivel pared celular y es secretado al medio. Lo que implíca que 
LAM debe tener una función muy importante e11 la i11fecció11 co11 el hospedero. 
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4.0B]ETIVOS 

1.- Efectuar la p11rificació11 de Lipoaralii11ommza11a a partir de la cepa i11fecta11te 
huma11a de M.tuberculosis H37füi, que será empleada co1110 a11tíge110 en 
el esquema de i11111u11izació11 dl' rato11l'S BALB/c. 

2.- Producir hibridomas y c/011as secretoras de a11tic11erpos específicos a 
Lipoarabi11oma11mza obte11idos 111edia11te la f11sió11 de las cél11las del bazo, 
extraído del a11imal ilm11111izado, co11 células de mieloma. 

3.- Caracterizació11 de los a11ticuerpos 111011oc/011ales que reco11oce11 e11 forma 
específica Lipoarabi110111a11a11a e11 su for111a 11at11ral y/o des11aturalizada. 

4.- Clasificació11 de los a11ticuerpos 111011oc/011ales co11tra LAM en base a sil 
isotipo, tft11/o de a11tic11erpos por ELISA, i111111111ofluorescencia y sil 
co11ce11tració11 e11 cultivo celular y líquido de ascitis. 
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5. DISEÑO EXPERIMENTAL 

5.1 PURIFICACION DEL ANTIGENO 

El procedimie11to pam el aislamie11to y p11rificació11 del a11tíge110 de 
lipoamliinoma11a11a se basó e11 las i11vestigacio11es realizadas po1· H1111ter y Bre1111an (38). 

M.t111Jerc11losis de la cepa H37Rv se creció e11 medio Proska11er-Beck modificado 
por Yo11ma11s, d11m11te 6 semanas o más pam r111 crecimiento ali1111da11te. Esta micoliacteria 
se éosec/1ó y se eliminó el medio de Cllltivo por 111e111lim11a de filtmció11 millipore de 0.45 
µm. Otm forma de rec11perar a la micoliacteria f11e ce11trif11gando el medio de c11/tivo a 
2000 rpm por 15 mi11 y colectando el liotó11 formado. Se peso a la micol1acteria y se toma 
como liase 111Ímeda y p11nto de inicio de la p11r~ficación. 

Se adicionó 1111a sol11ció11 de azida de sodio y timerosal al 0.1% y se mantuvo a 
37ºC por 24 h, seg11ida111e11te se hizo 11na deslipidación de este bacilo mediante llll reflujo 
con 300 mi de 1111a sol11ció11 de c/orofom10-metm10l (2:1) por 3 /1, se realizó 11na fi/tració11 
en vacío co11 papel Whatman No.1 y se lavó la masa liacteriana con 11nos c11antos 
mililitros de aceto11a plim. Se dejó secar al vacío por 10 min y se cria11t1ficó s11 peso seco 
mismo utilizado de liase e11 cálrnlo del rendi111ie11to. 

Posteriorme11te las micobacterias se l1idrataro11 en 50 mi de ag11a desionizada y se 
pmcedió al ro111pi111ie11to de este microorganismo empleando la prensa X (a una presión 
de 12 a 15 ton/cm2

, se ejec11tó esta opemción de 8 a 10 veces, el líq11ido sobrenadante y el 
sedimento del prensado se sonicaron empleando la máxima potencia del aparato por 30 
111in11tos c11idando de descansar por espacio de 11n minuto por cada mim1to de trabajo, 
seguidamente se c11a11tificaron los carlio/1idmtos totales y se adicionó etanol de 96ºGL 
lrasta alcanzar 1111a concentración del 50% vol/vol con respecto al volumen de agua 
adicionada y se reflujó por 2 11. 

El extracto etanólico se evaporó y el acuoso se liofilizó y se· ei1al11ó el rendimiento 
de este material seco reconstituyé11dose e11 una sol11ció11 de Tris 0.02M co11 pH de 7.4 q11e 
conte11ía 1mM de MgC/2 y 0.02% de azida de sodio (NaN~ y se realizó ·wrn digestió11 
enzimática por 18 h a 37ºC con 100 unidades de desoxirrilionucleasa I de igual cantidad 
de rilion11cleasa IA al término de esta digestión se adicionaron 10 mi de una solució11 
fenólica al 88% y se cale11tó a 75ºC por 15 min se enfrió a continuación a 5ºC en limío 
de hielo para centnf11garse a 14 000 rpm por 15 min. 

La fase fe11ólica fue nuevamente extraida con un volumen igual de agua y las fases 
acuosas comlii11adas fueron lavadas con 6 volrímenes de una mezcla de solventes 
cloroformo-metano/ 2:1 la fase acuosa fue dializada contra agua desionizada, se recuperó 
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In fase acuosa conte11ida e11 la membrana de dialisis y se liofilizó pqra evaluar el 
rcndi111ie11to y se cua11tificaron carbohidratos totales, In inte1fase formada después de la 
centrifugnció11 se descartó. 

El material de liofilización se disolvió c11 5 1111 de solución reguladora de Tris-HCl 
0.01 M y pH de 7.4 que contrnía trito11 X-100 ni 1 % y se aplicó a una colu11111a 
cromatogrnficn con 70 111/ de gel de DEAE Scphacel (80 cm de largo por 1.5 cm de 
diámetro interno). Se equilibró y se eluyó co11 100 mi de la misma solución reguladora se 
colectaron fraccio11es de 2 1111 y se cua11tificaro11 los carboliidratos totales por el método de 
fenol s11lfzí rico (ver apéndice) y se determ i11ó su absorba11cia a 495 nm y se graficaro11 los 
resultados. 

Seg11ida111e11te se aplicó a la colu11111a una solució11 reguladora de Tris-HCI 0.01M 
y NaCI 1 J\1 como gradie11te lineal se colocó 100 mi de cada u11a en el mezclador de 
gradie11tes, los elrlfltos fueron colectados e11 fraccio11es de 2 mi, se determinó absorbm1cía 
a 492 11m, c11m1tificn11dose los carbolzidrntos totales. 

Los 2 picos principales graficndos de las fracciones detectadas por cmmatografín de 
i11tercambio ió11ico (fracciones A y B) f11e dializada In fraccion B co11tra ag11n desio11iznda 
y el tritó11 X-100 f11e remo1•ido por extrncció11 con 6 volzímcnes de c/orofor1110-meta11ol 2:1, 
se liofilizó esta fase arnosa. Este liofilizado rico en lipoarabinoma11a fue aplicado a una 
col1111111a de Bio-gel A-5M o 1111 eq11ivale11tc de excl11sió11 molecular. 

Las nbsorbmzcias de las fraccio11es principales colectadas comprenden wz pico 
altamente rete11ido y el tritón se removió por extracción con solventes (cloroformo-metano! 
2:1). La fase acuosa se precipitó en etanol acuoso, y se evaluó el rendimiento final. 
(Diagrama 1 y 2.) 
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M.tuberculosis 
Reflujo en cloroformo-metanol 

1 
l 

L/pidos de la pared externa 
disueltos en clorofomo-metanol 

Hidratación de M.tuberculosls 
libre de llpidos 

Prensado a 10 ton/cm2 

Sonlcación y reflujo en etanol al 509' 

Reflujo y concentración del 
extracto de M.tuberculosis 

1 
Digestión con ribonucleasas 

1 
Extracción con fenal (889') a 75 C 

1 

Fosfol/pídos disueltos 
en etanol al 50 9' 

Eliminación del exceso de de fenal y lavado de 
sólidos bacterianos con c/oroformo-metanol 

1 
Dializar y lloflllzar 

Evaluación del rendimiento 

Diagrama 1 PURIFICACION DE LIPOARABINOMANANA DE M.tuberculosis. 
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Sólidos bacterianos sotubilizados en 

TRIS-HCI tritón X-100 

l 
Purificación en columna DEAE-Sephacel (et-) 

1 
Fracción A 

1 
Fracción 8 (LAM-8) 

Dlfl.llsis 

Extracción del Tritón X-100 
en cloroformo-metano/ 

.1 
Flltraclon en gel 

Precipitación de LAM-8 
en etanol 

! 
Centrifugación y secado 

l 
LAM-8 purificado 

(Llpoarablnomanana ;) 

Diagrama 2 PURIFICACION DE LIPOARABINOMANANA DE M.h1berc11losis. 
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5.2 PR9TOCOLO DE IMNUNIZACION 

.. Se e111plmro11 5 rato11es he111bras BALB/c de 6 a 8 se111a11as de edad los cuales 
fuero11 sangrados por pu11ción suborbital a11tes de ser i11m1111izados para determinarles los 
a11tic11erpos basales por el método de ELTSA (13). 

Posterior111e11te se les inowló a cada uno por vía i11traperitoneal 100 µl de una 
e111ulsió11 que conte11ía 10 µg del antígeno de lipoarabino111anana en 50 µl de solució11 
salina estéril y 50 µl de adyuvante completo de Fre1111d, estos animales se mantuvieron 
e11 reposo y aislamiento por 7 dí(ls, cumplido este tie111po se sa11graron de la misma manera 
y se obtuvo aproximadamente 1 1111 de sa11gre o 400 µl de suero y se determinó la 
respuesta de a11ticuerpos por ELTSA. 

Para la siguiente se111a11a se les inyectó por vía intravenosa 5 µg del antígeno en 
100 µl de solución sali11a estéril y a los 7 días se les deter111inó nuevamente la respuesta 
de anticuerpos por ELTSA, esta forma de in1111111ización se repitió una vez más y los 
resultados del i1111111noensayo se graficaron para la respuesta in111une de cada animal. 

Concluido el esque111a de i1111111nización se eligió al ani111al que respondió mejor al 
antígeno y se seleccionó de esta ma11era al candidato para la donación del bazo en la fusión 
celular (Esquema 2). 
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RATONES BALB/c HEMBRAS DE 6 A 8 SEMANAS DE EDAD 

¡ 
INMUNIZACION VIA 1.P. (10¡ug DE LAM/50¡uL DE ADY. 

DE FREUND + 50NL DE SOLUCION SALINA 

¡ 
UNA SEMANA DESPUES REPETIR LA INMUNIZACION 

CON LAM (5¡uG DE LAM/100NL DE SSI) VIA 1.V. 

l 
REPETIR INMUNIZACION VIA l.V. 

¡ 
TRES DIAS ANTES DE SACRIFICAR AL RATON 

INMUNIZAR POR VIA 1.V. CON 5,ug/100NI DE SSI . l . 
FUSION CELULAR 

Esquema 2 INMlTNIZACION A RATONES BALB!C CON LAM DE 
M.t11berc11losis. 

59 



5.3 FUSION CELULAR 

5.3.1 CRECIMIENTO 'DE LAS CELULAS DE MIELOMA 

Las células de mic/oma se trabajaro11 e11 la campa11a de flujo lami11ar dura11te todo 
los pasos de la ma11ipulació11 i11cluidos los del protocolo de fusió11 celular así como el 
empleo de material y reactivos estériles que te11ga11 co11tacto directo co11 el material ce/11/ar. 

Las células de mieloma de rató11 de la lí11ca P3X63 AgS.653 se desco11gelaro11 de 
su al111ace11mnie11to de 11itróge110 líquido los más rápido posible e11 baiio metabólico a 37ºC 
se colocaro11 rrípida111c11te en tubos cónicos de 15 mi de capacidad c011 10 mi de medio 
111í11imo esencial suplementado con suero fetal bovino (MME-SFB) al 10%. Se 
ce11trifugaron por 10 111i11 a 1000 rpm a 25ºC y se decantó el sobrenada11te, el paquete 
celular se resuspendió en 5 mi del mismo medio de cultivo y se adicionó e11 botellas de 
cultivo de 80 cm2 con 20 111/ medio de cultivo se incuba11 a 37ºC con 5% de C02 y 80% 
de humedad, se observaron al microscopio con frernencia. 

Cua11do te11ía11 un aume11to de masa celular (jase lag) óptimo se distribuyeron e11 
2 botellas de 175 cm2 con 100 mi de medio i\-!ME-SFB 10% y se ma11tuviero11 e11 cultivo 
por algu11os días hasta que prese11taro11 co11J111c11cia, se distribuyeron e11 4 botellas de la 
misma área supe1ficial y cuando 1rnevm11ente presentaron co11f111cncia se colectaro11 por 
ce11trifugació11 para te11er/as listas para fusió11 celular este crecimiento se logra en 1111 
período de 7 a 10 días. 

5.3.2 PRODUCCION DE HIBRIDOMAS 

La téc11ica de f11sión celular permite la obtenció11 de las células /iibridas o 
hibridomas productores de anticuerpos monoclo11a/es emplea11do para ello las células del 
bazo de rató11 hiperim11u11izado y células de mieloma de rató11, la aplicació11 de esta técnica 
esta basada e11 los trabajos reportados por Fazckas de St.Groth y Scheidcgger (24). 

Una vez cultivadas en ca11tidad suficiente (1 X 107 células aproximadamente) las 
. células de mieloma de rató11, se procedió a sacrificar al a11imal que mejor respuesta inmune 
prese11tó. Este a11imal se colocó e11 u11a cámara que co11te11ía éter y cuando llegó a u11a 
anestesia prof1111da se extrajo co11 cuidado de la cámara de éter, se sa11gtó a bla11co por 
pu11ció11 suborbital y se dislocó, se cubrió la región peritoneal co11 etanol al 70% y 
glutaraldehído al 2% mante11ié11dose así por 10 111i11utos. 

Se le extrajo el bazo al a11imal co11 ayuda de pinzas y tijeras de disecció11. Este 
órgano se colocó e11 una caja de petri estéril sobre u11a malla (5 X 5cm), se adicionó medio 
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salino estéril y se maceró c11idadosa111e11te con 11na rnchara estéril. La suspensión celular 
se depositó en 11n tubo cónico estéril de 15 mi de capacidad y se dejó a te111peratura 
ambiente por 10 min11tos, para separar las partículas gruesas. 

Al mismo tiempo se cosecharon las células de mieloma de ratón de las botellas de 
cultivo (4 cajas de 175 c1112), en tubos cónicos estériles de 50 111/, se centrifugaron por 10 
minutos a 1000 rp111 a 25ºC al 111is1110 tiempo que se centrifugaron las células de bazo por 
separado. 

Seguida111ente, los tubos se decantaron para eliminar el sobrenadante y el botón de 
células de cnda tubo se res11spendió en 20 111/ de medio salino y se juntaron todas las 
cé/11/as incluyendo las de bazo en 11n sólo t11bo, se centrifugaron a 1000 rp111 por 10 min 
a 25ºC finalizando esto, se decantó el sobrenadante y se adicionó el agente f11sógeno: 
polietilenglico/ 4000 mezclado estéri/111e11te con dimctils11lfóxido, 1 mi de esta mezcla se 
depositó sobre el botón ce/ 11/ar en los primeros 60 seg y en los próximos 90 seg se agitó 
suavemente en bmio metaliólico a 37ºC. En los siguientes 30 seg se adicionó 1 mi de 
medio salino, en los próximos 30 seg se adicionaron 3 111/, durante los 2 min sig11ientes 
se adicionaron 20 111/ y en los próximos 5 min se llevó hasta 50 mi de volumen final. 

Las células se dejaron 10 111in a temperatura ambiente en el tubo cónico, después 
se centrifugaron a 1000 rpm por 10 min a 25ºC, se decantó y res11spendió el paq11ete 
celular en 50 mi de medio MME-SFB 10% centrifugándose bajo las condiciones antes 
selialadas, se decantó y resusprndió en 50 111/ de medio MME-SFB al 10% s11ple111entado 
con Hipoxantina, ,1111inopterina, Iimidina (medio MME-HAT) a 37ºC se depositaron 50 
µ/ de esta suspensión en placas de 96 pozos las cuales contenían macrófagos de peritoneo 
de ratón (feeder cells). 

Se mantuvieron los hibrido111as en incubación a 37ºC con 5% de C02 con humedad 
del 80% d11rnnte 5 días. En el día So. se realizó un cambio con 50 µ/de medio MME-HT 
(liipoxantina-I_imidina) se dejaron cultivando 5 díns más y se hace efectuó cambio de 
medio MME-SFB 10%. El medio ca111biado es útil para el esci'utinio por ELISA y 
selección de las clonas productoras de anticuerpos. 

Una vez localizadas las clonas productoras de antic11erpos estas son transferidas a 
placas de 24 pozos las c11ales tuvieron 1 mi de medio de cultivo MME-SFB 10% que 
contenían 1000 macrófagos por 111/ aproximadamente, al cabo de 5-7 días se realizó un 
escrutinio por ELISA para localizar a las células productoras de antic11erpos, los pozos que 
muestran respuesta positiva a este i111n11noe11sayo y q11e tuvieron más confluencia f11ero11 
transferidas a placas de 6 pozos adicionando 5 mi de medio de cultivo MME-SFB 10%. 
(Esq11ema 3) 
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Esquema 3 METODOLOGIA GENERAL PARA ·LA PRODUCCION DE 
ANTICUERPOS MONOCLONALES (13). 

62 



5.4 SELECCION DE HIBRJDOMAS (CLONACION POR DILUCION LIMITADA) 

Las células híbridas en crecimiento in vitro furron expandidas a botellas de 25cm2 

hasta que 111ostraron co11f111e11cia y sirviero11 para obtener clonas productoras de los 
a11tic11erpos monoclo11alrs propiaml'llte dichos, para ello sr aplicó la téc11ica de dilución 
li111itada la Clla/ ésta basada en el método estadístico de Poisson (33,54). 

De las células en crecimiento m botellas, se tomó 11na muestra de 0.1 mi de la 
s11spl'l!sión pnra hacer conteo de las cé/11/as y estimar s11 viabilidad por el método de 
exclusión por nz11l de tripm10 (13). 

De aC11erdo a esto se dil11yL'l'on 1:10 ó 1:20 si tirne 111asa celular ab11ndante se 
mezcla una parte de la suspmsión celular y 11na parte de so/11ción de azul de tripano 
(0.4%) las células se C11entan en cámara de Ne11lia11rr bajo microscopio y se observan las 
célulns viables sin teliir y ct!/11/as 11111atas teliidas en cada uno de los 4 cuadrantes de la 
cámara, es importante realizar este co11teo en medio salino zí11icamente ya que el uso de 
medio co11 suero tilie proteínas séricns produciendo resultados i11deseables. 

Se hncl'll los cálculos con las células contadas pnm obte11er en 1111a dil11ció11 4 
célulns por mi (0.2 células por 50 µ./) y con un vo/11me11 final de 5 mi de medio MME
HAT, que es lo rrquerido por In microplnca de 96 pozos, /ns cuales previamente ha11 sido 
adicionadas con células 11/ime11tador11s (1Ílacrófagos de peritoneo o timocitos de ratón). 

Los liibridomas clo11ados por dilución /i111itada se mantuvieron por 7 días en c11ltivo 
y se detectó la producción de anticuerpos 111onoclonales por ELISA y se les s11p/ementó 
medio fresco MME-HT y se cultivaron por 5 días más. Posteriormente, a los pozos co11 
clonas productoras de antic11erpos mo11oclona/es se transfirieron a placas de 24 pozos con 
células ali111e11tadoms y se les s11ministró 1 mi de medio de cultivo se inc11baron y se 
observó con frecuencia el crecimil'llto de estas células y cuando mostraron conf111encia en 
su crecimiento se expandiero11 en placas de 6 pozos (10 mi). 

Se crecieron las clonas en botellas de 80 cm 2 con medio de cultivo y al obtener 
co11flue11cia se optó por congelar en nitrógeno líquido parte de las clonas y por otra parte 
se continuó la expansión celular /1asta 11na mayor cantidad de ellas, o bien se 11tilizaron 
las clonas pam obtención de los anticuerpos 111onoclonales in vivo en la producción de 
líq11ido de ascitis. 
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Figura 5 CULTIVO DE HIBRIDOMAS PRODUCTORES DE ANTICUERPOS 
MONOCLONALES CONTRA LAM DE M.t11berc11losis. 
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5.5 OBTENCION DEL LIQUIDO DE ASCITIS 

La producción de ascitis l'll mtones es el método comúnmente usado para la 
producción de anticuerpos 111011oc/011ales ya que se obtienen con mayor rendimiento que 
del cultivo i11 vitro de las clo11as, del C11al se 11a reportado que sólo se obtienen del cultivo 
de 1 a 10% de los anticuerpos, en co111paració11 con los 11ive/es normalmente encontrados 
en el líquido de ascitis (54,65). 

En la prod11cció11 de líq11ido de ascit-is se emplearon 3 ratones BALB/c machos de 
10 semanas de edad los cuales f11ero11 pri111era111e11te se11sibilizados con pristano (2,6,10,14-
tetrametilpe11tadecano) con u11a dosis de 0.5 mi por vía i11traperitonea/ dos semanas antes 
de la inoculación de las clonas, las cuales fueron seleccio11adas en base al mejor crecimiento 
que prese11taron in vitro. Posteriomente, estos mismos a11imales fueron inmunosuprimidos 
parcialme11te con ciclofosfamida (54) a 1111a dosis de 0.5 mg en solución salina isotónica 
por 20 g de peso del a11imal por vía intravenosa 24 horas a11tes de la i11ocu/ación de los 
hibridomas intraperitoneal1111?11te. 

El líquido de ascitis se obtuvo de 3 ratones BALB/c sensibilizados con pristano y 
i111nunos11primidos parcialmente co11 ciclofosfamida cada uno de ios ratones utilizados fue 
inoculado intraperito11en/111ente con células olite11idas de la c/011ación por dilución limitante 
de cultivo i11 vitro y co11tadns por el método de exclusión de azul de tripano. 

Tabla 7 HIBRIDOMAS EMPLEADOS EN LA PRODUCCION DE FLUIDO 
DE ASCITIS 

RATON CLONAS No. DE CELULAS 

1 LAM 4:A:10 60 000 
2 LAM 7:E:9 40 000 
3 LAM B:F:12 20 000 
4 LAM 11:4 560 000 
5 LAM 11:5 573 000 
6 LAM 11:6 780 000 
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Las tres primeras fueron hibridomas de cultivo celular si11 c/011ació11 por dil11ció11 
li111itante1 en cambio las tres últimas fueron clonas. 

Los animales fueron mantenidos en observación por 6 sema11as e11 do11de se apreció 
una expansió11 del vie11tre y se procedió al cabo de este tiempo a anestesiar a cada 11110 de 

los animales en la cámara de éter, una vez esta11do e11 anestesia profunda los animales 

fueron sangrados a blanco co11 lo wal se causó su muerte, y de la cavidad perito11eal se 

extrajo con pipeta Pasteur el líquido presente e11 ella, lo que significó en promedio 1111 

volumen de 1 1111 del este líquido de ascitis por animal, este líquido se dejó reposar por 
media horn e11 bmio de hielo para sedimentar material celular, el sobrenadante se colectó 
en tubos eppe11do1f, se alicuotó y se almacenó a -20ºC para los ensayos de caracterización, 
cabe selialar que 1ínica111e11te se trabajaron en la caracterizació11 los anticuerpos 
mo11oc/011ales procedentes de las clonas. 
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5.6 CARACTERIZACION DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES 

5.6.1. ISOTIPIFICACION 

Los anticuerpos mo11oc/011ales obtenidos del líquido de ascitis, de las clo11as por 

dil11ció11 limitada, fuero11 isotipificados por el método de ELISA mediada por a11ticuerpo 
de acuerdo a las i11strucciones del Jabrica11te (Sigma E.l.f.A) este método se describe 
breveme11 te. 

Se depositaro11 0.1 ml de a11tíge110 dil11ido (5 µg/ml) por pozo e11 placa de ELISA 
se i11rnbaro11 toda la noche a 4ºC o por 1 hr a 37ºC. Se eliminó el sobre11ada11te de la 
sensibilizació11 y se lavó cada 11110 de los pozos co11 1111a solución amortiguadora de fosfatos 
(PBS) tres veces. Seguidamente se bloqueó cada pozo co11 solució11 de albiími11a sérica 
bovi11a al 1 % por media llora a 37ºC. 

Por otra parte, se diluyó el a11tic11erpo 111011oc/011al del líquido de ascitis a una 

dil11ció11 1 :100 después de terminado el bloq11eo de los pozos se lavó 1111a vez la placa de 
ELISA con PBS y se depositaro11 0.1ml de esta dil11ció11 e11 cada pozo se11sibilizado, se 
i11c11bó por 2 lzrs a temperatura ambiente y al fi11alizar este paso se se lavó la placa de 
ELISA tres veces con PBS-twee11 20 al 0.1 % . Se preparó aparte la dilución co11 el reactivo 
isotípo específico (lgG de conejo anti-IgG de ratón en todos los isotipos, IgA, IgM, IgE) 
a una dilución 1:1000 y se adicio11aro11 0.1 111/ de estos reactivos por pozo para ser 
ensayado por duplicado. 

Se incubó la placa de ELISA a temperatura ambiente por 30 mi11utos, se lavó con 
PBS tres· veces. Seguidamente se diluyó el anticuerpo anti-IgG anti-conejo de cabra 
(DAKO I111m111oc/zemicals E.U.A) marcado con peroxidasa de rábano a una dilución de 
1:5000 en PBS se necesitaron 1.2 mi de la dilución. 

Se adicionaron 0.1 mi por pozo del anticuerpo marcado con la enzima de peroxidasa 

de rábano y se incubó la placa a temperatura ambiente por 15 111i11utos el substrato 
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_empleado fue In ortofenilendinminn disuelta en unn solución de citratos (pH 5) con teniendo 

4 µ,/de peróxido de hidrógeno de 30 volúmenes, se reveló In reacción de 5 n 15 y se detuvo 
con 50 µ,/ por pozo de unn solución de ácido sulfúrico 1 N. 

5.6.2 INMUNOFLUORESCENCIA 

Unn vez estn/1/ecido el isotipo de los anticuerpos monoc/onnles n liponrabinommznna 
se procedió a ensayar s11 resp11esta hacia microorganismos o agentes patógenos como: 

l\1ycobncteri11111 tuberculosis, Mycobncteri11111 nvi11111, C1ytococc11s 11eofor111n11s, 
Cmtdidn nlbicmts, Nocnrdin asteroides, Nocnrdin bmsilie11sis, Histoplnsmn 
cnps11lnt11111, Coccidioiides i111111itis, Aspergillus f11111ignt11s, hacia componentes 
estructura/es semejantes n liponmbinomnnnnn. 

Como primer pnso e11 el ensayo de cnmcteriznción se desarrolló y estnndnrizó unn 
técnica de inm11nof111orescencin la cual consistió inicialmente en 11n crecimiento masivo 

de micolmcterins en medio sólido Lowenstein ]ensen y en cnso de los hongos y levaduras 
en medio de Snboraud. 

Unn vez obtenido un crecimiento masivo de microorgnnismos se innctivaron por 

adición, ni medio sólido de crecimiento, de unn solución de nzidn de sodio y mertliiolate 
ni 0.1 % dejándose en incubación durante unn semnnn, ni final de este tiempo se 
desprendieron mecánicamente estos microorganismos pnm tenerlos en suspensión. 

Se tomó una pequella muestra de cada microorganismo y, por separado, se 
depositaron en portaobjetos, se extendieron y se fijaron con en/ar (2 hr n 56ºC) y metano/ 
(5 minutos a temperatura ambiente). Posteriormente se bloqueó con unn solución de 
nlbzíminn ni 1 % por media hora a 37ºC en cámam hzímedn, después se lnvó con PBS tres 

veces. Se adicionó el líquido de ascitis n unn dilución 1:2 (50 µ,/)y se mantuvo en cámnm 

luímedn por media hora n 37ºC, se lnvó tres veces con PBS-Tween 0.05%. 
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La preparación del a11ticucrpo de conejo a11ti-ratón marcado con f111oresceí11a (Dako 
i111111111ocl1emicals E.U.A) se hizo a 111rn dilució11 1:50 e11 PBS y se dejó, al igual que el 
paso anterior, por media hora e11 cámara húmeda a 37ºC. Se lavó tres veces con PBS

Twern al 0.05%. La preparació11 microscópica se cubrió con solución de PBS:glicerol 1:9 

a pH 8, se colocó un cubreolijetos y co11 aceite de in111ersió11 se observó en microscopio de 

epifluoresce11cia con lámpara de arco mercurio de longitud de onda de 365 11111 y se 
i11terpretaron los resultados. 

5.6.3 ENSAYO DE INMUNODOT 

Este ensayo empleó so/1renad1111tes de sonicados de los microorganismos antes 

selialados, para ello se emplearon muestras de microorganismos inactivados por azida de 
sodio y mertltiolate al 0.1 % y se depositaro11 en tubos que contenían 10 mi de PBS, se 
mantuvieron en l1111io de hielo y se so11icaron co11 la mayor pote11cia posible del aparato 

d11ra11te 10 minutos, posteriorme11te las m11estras de sonicado se ce11trifugaro11 por 10 
minutos a 4000 rpm, se recuperó el sobrenadante y se determinó concentración de 

carbohidratos totales por el método de Je11ol sulfúrico. 

Para este ensayo se emplearo11 tambié11 muestras de sonicado de Escltericltia coli y 

Stapltylococcus a11re11s, y lipoarabi11om1111111111 de M.t11berc11losis como co11troles 
positivos. De acuerdo a esto se sensibilizó la membrai1a de nitrocelulosa con los 

carbo/tidratos a 11na co11ce11tración de 5 µ,g, se Noqueó la 111cmbra11a con a/lnímina al 3% 

preparada en solución amortiguadora de tris l711se pH 7.4 (TBS) por media hora. 

Se lavó una vez con TBS y se depositó el anticuerpo monoclonal de líquido de 
ascitis a una dilución de 1:50 en TBS con a/l,tímina al 1 % en contacto c01t'la membrana, 

esto se logró colocando la 111embra11a y el anticuerpo monoclonal en 11na bolsa de plástico 
sellada con calor en sus extremos y dejándose en agitació11 toda la noche a te111perat11ra 
ambiente. 
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Después se lavó una vez con agua desionizada rápidamente y tres veces con TBS 

por 10 min cada vez, se agregó el 1111~.icuerpo de conejo anti-IgG de ratón conjugado con 
biotina (Dako Imm1111oc/1emicals E. U.A) a una dilución 1 :1000 por 90 minutos en 

agitación con TBS albú111ina al 1 % a temperatura ambiente. 

Se lavó rápidamente con agua desionizada y luego se lavó 4 veces con TBS por 10 
111in cada Invado, se agregó avidina-peroxidnsa (Dako J11mu 11oc/1emicals E. U.A) y dil11ida 
en TBS 1 :1000, se dejó agitando a te111peratura ambiente por 30 minutos. Se lavó con 
TBS-tween al 2% tres veces, 1 O 111i11 cada lavado. 

El revelado consistió e11 adicionar el substrato de DAB (3,3'-Diami110bencidin4 con 
3111g de esta sustancia en 10 1111 de PBS 10 mM co11 0.010 M de EDTA, después se 
agregaro11 5 µ.l de H20 2 de 30 volzí111e11es, se su111ergió la me111brana e11 la solución 

revelándose 111a11clzas en las reacciones positivas. La reacción se detuvo con ag11a de la llave 
la membra11a se dejó secar sobre 1111 papel filtro y se interpretaron los resultados de 
acuerdo a las difere11tes 111nnclzns que manifiestan la reacción antígeno anticuerpo. 

5.6.4 INMUNOENSAYOENZIMATICO (ELISA) 

Se sensibilizó durante toda la noclze a temperatura ambiente 1111a placa de ELISA 

con la solución de carbolzidratos totales a una concentración de 5 µ.g/1111, de cada uno de 
los microorganismos sonicados para el ensayo de in1111modot, e11 solució11 amortiguadora 

de carbo11atos depositando 100 µ.l e11 cada pozo. 

Se lavó la placa una vez co11 PBS y se bloqueó cada pozo con 150 µl de solución 
de albzí111ina 'al 1 % durante 1 lzr a 37ºC después se lavó 1111a vez con PBS. Seguidamente 

se depositó el anticuerpo 111011oc/onal LAM 11:6 en diluciones 1:250 y 1:500 en PBS 
(100µ.l/pozo) se incubó a 37ºC dura11te 1 lzr. 
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Se lavó In placa por tres ocnsio11es co11 PBS-tween, se depositaro11 100 µ/de n11ti-Ig 

totales de rntó11 co11j11gndo con peroxidnsn de rábano (Dnko Jnmu11oclte111icals. E.U.A) a 

1111n dilució11 de 1:500 y se i11cubó por 1 hr a 37ºC después se lavó tres veces con PBS
tween y se ndicio11nro11 100 µ/de una prepnració11 de solución de revelado que co11te11ín 
10 111/ de u11n so/11ció11 nmortig11ndora de citratos (pH 5) con 5.4 mg de ortofe11ile11dinmi11n 

en presencia de peróxido de hidrógeno de 30 110/zíme11es (4 µ/), se mantuvo en obscuridad 
por 1111 período de 15 111i1111tos y se detuvo In rencció11 con 50 µ/de ácido s11/fúrico 1N y 
se' leyeron las nbsorbnncins a 492 11111, en el lector de ELISA de 1111a u11idad automatizada 
Biomek 1000 (Beck111n11 E.U.A). Este e11snyo se hizó por duplicado para cada muestra de 

cnrbohidrntos de los difere11tes 111icroorgnnis111os así como para LAM de M.tuberc11losis. 
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6. RESULTADOS 

El creci111ie11to masivo de M.t11berc11losis se obtiene de 6 semanas en el medio 
líquido de Proska11er Beck modificndo de Yo11111a11s (PBY) supleme11tado con 5% de suero 
bovi110 o de caballo e incubado a 37ºC y al terminó del mismo se cosecha el cultivo. El 
paquete celular deslipidado se somete a la sonicación y prensado, aquí es importante 
selialar la 11ecesidad de un prensado efectivo ya que la sonicación por sí misma no es 
suficiente para romper la micobacteria. 

La eficiencia de los procesos de sonicacion y prensado se realiza una tinción de 
Zie/11- Nee/sen, si se oliserva a M.t11berc11losis íntegro es u11 indicio de la i11eficiencia de 

los tres primeros procesos en la pur~ficnció11 de LAM. Si el mímero de micobacterias · 
obsenmdas es me11or ni 50% se realiza u11 reflujo con etanol de 96º con la finalidad de 
liberar polisacáridos que se encue11tre11 e11 la pared celular al finalizar este proceso de 
aproximadamente tres horas se evapora el eta110/ y se concentra el extracto por liofilización 
a un tercio de su vo/u111e11 ajustm1dose el pH a 7.4 co11 solución amortiguadora de Tris
base. 

La digestió11 e11zimática co11 RNAasa y DNAasa del producto suspe11dido e11 tris

base permite la eli111i11ació11 de los ácidos 11uclcicos de la micobacteria que se co11-

p11rificaro11 durante este procesa111ie11to. Seg11ida111e11te se efectzía el tratamiento con fenal 
para la eliminació11 de las proteí11as como las presentes e11 la membra11a así como enzimas 
de todo tipo. La eli111inació11 del fenal por la dialisis exhaustiva contra agua destilada, es 
la más recome11dablé ya que su extracción con solventes resulta muy tediosa. 

El material libre de fenal se disuelve en 1111 volumen mínimo de solución 
amortiguadora de tris-base y se aplica a una· columna con gel de DEAE Sephacel se 

colectan las fraccio11es que contie11e11 componentes sin carga eléctrica o cargas positivas, 
·nz aplicar 1111 gradie11te li11ea/ de NaC/ 1M, se despre11den los co111pone11tes con carga 
negativa como es liponrabi110111m1m1a. 
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Se detecta11 2 fracciones por valores de absorbancia a 492nm de Zas que son ricas 
en carbohidmtos llamadas A y B (Gráficas 3 y 4) y Za fracción A contiene polisacaridos 
sin carga eléctrica como arabi11ogalacta11as, mananas etc, y Za fracción B esta compuestas 
de Zipoarabi11oma11anas pri11cipalmente. Todos los tubos de las muestras de la fracción B 
se reúne11 e11 u11 sola fracción, misma que se aplica a uná columna de exclusión de peso 
molecular de 5 millones(gráfica 5). 

Las fracciones colectadas de esta columna, fueron de 2 ml de volumen y que 
presentaro11 lecturas de absorbancia mayores o iguales a 0.2 conjuntas se concentran en 
un mínimo volllmen por liofilización. La solución se almacena a 4ºC por toda la noche, 
el sobrenada11te se decanta y se descarta; el precipitado remanente de LAM se seca a 
temperatura ambiente. 

El rendimiento de LAM se calculo pesando el producto seco (1.2 mg) que representa 
un 0.97% en una segunda purificación el peso final de este producto fue de 2.5 mg cuyo 
re11dimie11to fue del 3.8% del peso de extracto ori~nalmente empleado. 
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Gráfica 3 CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO EN COLUMNA DE 
DEAE-SEPHACEL.(frncciátt A: constituida por arabinogalactanas, 

ambinanas, 111a11a11as, lipommzmtas etc. en Tris-HCI .OlM pH 7.4 

y triton X-100 al 1%). 
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Gráfica 5 CROMATOGRAFIA DE FILTRACION EN GEL CON HlO-GEL A-SM 

EMPLEANDO SOLUCION DE TRIS-HCl 0.1M pH 7.4 EN TR.ITON 

X-100AL 1% 
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El LAM purificado se detecta por electroforesis en geles de poliacrilamida
dodecils111Jato de sodio (SDS-PAGE) en el aparato de electroforesis Phast system 
(P/iarmacia,S11ecia). La banda de lipoarabinomanana se localiza con un peso molecular de 
3.0 kilodaltones (kDa) los marcadores de peso molecular (en ~ilodaltones) utilizados fueron 
proteínas como 14.2, para lisozima de huevo, 21.5 in/1i1Jidor de tripsina de soya; 31 

anhidrasa carbónica bovina, 45 ovoalbúmina, 66 allnímina sérica bovina, 97.4 fosforilasa 
de músculo de conejo. 

Figura 6 

KDa. 
~PM 

6 6-

45-

LAM 31. 

21-

16-

PATRON DE LOS EVENTOS ELECTROFORETICOS EN LA 
PURIFICACION DE LAM DE M.t11berculosis 

Gel SDS-PAGE (10-15%) Tinción de Plata para lipopolisacáridos. 
Colm1111a (1) Marcadores de proteínas de bajo peso molecular, (2) LAM puro 
estándar, (3) LAM purificado, (4) e.i:tmcto de MTB dializado, (5) e.i:tracto 
de MTB liofilizado, (6) MTB prensado y so11icado, (7) MTB prensado. 
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Se emplearon en el esquema de i111111mizació11 5 ratones BALB/c J1embras de 5 a 6 

semanas de edad a todos ellos se les realiza una sangría previa a la primera inmunización 

y las inmunizaciones subsecuentes. 

Los sueros obtenidos durante este esquema se tit11laí1 contra antígenos de LAM por 

ELISA, la respuesta inmune humoral de cada animal se incrementa en función del número 

de las dosis del inmunogéno. Los títulos de anticuerpos contra LAM se encontraron en 

el intervalo de 1:10 a 1:250 como se describen en los ejemplos de los ratones 2 y 3 de las 

gráficas 6 y 7. 
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Gráfica 6 TITULACION DE LOS ANTICUERPOS SERICOS MURINOS 

CONTRA LAM DE M.tuberculosis POR ELISA EN EL 

RATON NUMERO 2. 
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Gráfica 7 TITULACION DE LOS ANTICUERPOS SERICOS MURINOS 

CONTRA LAM DE M.t11berculosis POR ELISA EN EL 
RATON NUMERO 3. 
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Se realizaron tres fusiones celulares, para la obtención de antiquerpos monoclonales 

contra LAM de M.t11berc11losis, se obt11viemn un total 30 de hibridomas estables en 

c11ltivo celular, de los cuales tres fueron donados por di/11ción limitan te y alg11nos se 

perdieron co11 el tiempo ya sea por reversión de la hibridación o por contaminaciones con 

microorganismos en el medio de c11/tivo. Finalmente un total de 11 lzibridomas estables 

productoras de antic11erpos contra LAM de M.tuberculosis incluyendo los clonados. 

De los hibridomas obtenidos se seleccionaron a 3 clonas de anticuerpos 

monoclomiles obtenidos in vitro en cultivo celular e i11 vivo como líquido de ascitis. Los 

anticuerpos se denominaron: LAM 11:4, LAM 11:5 y LAM 11:6, todos ellos fueron 

IgG2a. Sus títulos en líquido de ascitis los fueron de 1:100 con una co11centración 

aproximada de 500 µg de inm11110glob11lina/111l (Tabla 8). 

En los monoclonales obtenidos en c11/tim celular presentaron un título por ELISA 

de 1/25 y la concentración e11 este medio no fue cuantificada. 

Tabla 8 

Aes 

PRESENTACION DE LAS CLONAS PRODUCTORAS DE LOS 
ANTICUERPOS MONOCLONALES CONTRA LAM DE 
M. tuberc11 losis 

Cultivo Líquido de 'ascitis 

Mo11oclo11ales Isotipo Título Título 11 Co11c.(µg/111l) 

LAM 11:4 IgG2a 1:25 1:100 500 

LAM 11:5 IgG2a 1:25 1:100 '' 500 

LAM 11:6 IgGia 1:25 1:100 !'. 500 

Estos a11ticuerpos monoclonales presentados resultaron ser m11y hohwgéneos tanto 

en el isotipo y titulo de antic11erpos contra LAM de M.titberculosis. 
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ESTA 
SALIR 

TESIS NO DEBE 
M !A IUBLJUTECI\ 

Con el fi11 de C(JllOcersi l()S ~.11tic11erpos monoclonales isotipificados y titulados por 
ELISA ~raÍI cnpacerde'recOnoéeral anÚgeno presente en la supe1ficie capsular completa 
de ésta ;111i'co¡,~:&terid, ~e. defidío poLelmétodo de la in111unoj111oresce11cia indirecta. Se 
procedi~ ~;;cai;'ac~i~ al ;;;ismb- tiempo la especificidad de los mismos hacia otros 
miáoo,'.galí_isiiíos i¡/'íe elisií ~sfructura sean similares a M.t11berc111osis. 

··''°"'· . . 
pdi;~:·~l/Ó se.seleccio11aro11 a M.nt>i11111, C.nlbicn11s, C.11eofor111m1s, N.nsteroides, 

N;lJ)~;ilieÍisis, C.i111111itis, H.cnps11lnt11111, A.f11111ignt11s. Los resultados de este e11sayo 

de ln11111noj111orescencia se 11111estra11 en la tabla 9. En la que se observa que ninguno de 
los 111icroorganis111os diferentes a M. tuberculosis dio resultados positivos de 
in111unojl11orescencia, por lo r¡ue 110 f11ero11 reconocidos por ninguno de los anticuerpos 
111onoclonales LAM 11 :4, 11 :5 y 11 :6. i\1. t11/Jerc111osis procedente de cultivo sólido el cual 

se encontraba deslipidado y otro M. t11berc11losis proveniente de una espectoración, mismo 
que haliia sido caracterizado previamente por tinción ácido-rcsiste11te de Ziehl-Neelsen y 
cultivo fueron positivos, por lo r¡ue los anticuerpos monoclonales resultaron ser género 

específicos. El ensayo de in11111nofluoresce11cia resultó ser positivo para las preparaciones 
de cepas de M. t11berc11losis, lo r¡ue implica que estos anticuerpos 111onoclonales 11 :4, 11 :5 

y 11 :6 f11ero11 capaces de reconocer a LAM expresado en la cápsula de la bacteria completa 
como se muestra en la figura 7. 

Fig11m 7 ENSAYO DE INMUNOFLUORESCENCIA PARA LA DETECCIÓN DE 
M.t11berc11losis CON LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES 
CONTRA LAM. 
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El ensayo de inmunofluorescencia ju11to con el de la tinció11 ácido-alcohol resistente 

se interpretan como la identificación microscópica de bacilos delgados y agregados de este 
bacilo, sin embargo esta técnica co11 los anticuerpos 111a11oc/011ales generados contra LAM 
son de género especifico, dado que solo presentó la inmu11of/11oresce11cia positiva para la 
cepas de M.t11berc11losis provenientl!s de cultiz>o y de espectoración por el co11trario la 
tinción antes senalada que sólo es capaz de identificar al género micobacterium si11 

distinción de especies. 

Se pensó que para comprobar esto IÍlti1110 si estos 111onoclo11ales eran capaces de 
reconocer 1111a o varias especies del género 111icobacteriano. Se realizó el e11sayo de 

i1111111110Jluorescencia con estos anticuerpos 111011oclo11ales a las cepas de M.avi11111, 
M.scrof11lace1m1 y M.gordo11ae, conocidas co1111í11111ente co1110 micolmcterias atipícas este 

ensayo resulto positivo solo para las cepas de M.tuberculosis probadas anterior111ente,lo 
que sugiere fuertemente que los anticuerpos monoclonales 11:4, 11:5y11 :6 son especie 
específicos para M.t11berc11losis.(Tabla 10) 
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Tnbla 9 REACTIVIDAD DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES A 

M.t11berculosis CONTRA OTROS MICROORGANISMOS POR 

INMUNOFLUORESCENCIA 

MICROORGANISMOS 

M. tuberculosis 

N.asteroides 

N.bmsilie11sis 

C.11eofo1'111m1s 

C.albica11s 

H.caps11lat11111 

C.i111111itis 

A.f11111igat11s 

(-) No existe reco11oci111ie11to 
(+) Sí existe rcco11ocí111ie11to 

ANTICUERPO MONOCLONAL 

11:6 11:5 11:4 

+ + + 

Tabla 10 REACTIVIDAD DE LOS ANTICUERPOS MONOCLONALES A 
M. t11berc11losis CONTRA MICOBACTERIAS POR 
INMUNOFLllORESCENCIA 

MICROORGANISMO 

M. tuberc11losis * 
M. tz1be1·c11losis ** 
M.aVÍlllll 
M.scmf11lace11111 
M.gordo11ae 

(-) No hay reco11oci111íe11to 
( +) si hay reco11oci111ie11 to 

ANTICUERPO MONOCLONAL 

11:6 

+ 
+ 

(*) 11111estra deslipidada 

11:5 

+ 
+ 

( .. ) 11111estra de espectomciótt 
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Tabla 11 CARBOHIDRATOS TOTALES DE SOBRENADANTES DE 
MICROORGANISMOS DIFERENTES A M.h1berc11losis 

MICROORGANISMO 

C.11eoforma11s 
C.albicmts 
N.astetoides 
N. brasilie11sis 
H.caps11lah1111 
C.immitis 
A.fumiga tus 
M.avi11111 
E.coli 
S.atll'et1s 

CONCENTRACION mg/mL 

0.54 
3.50 
5.00 
0.30 
1.30 
2.00 
0.73 
0.53 
0.20 
0.18 

El ensayo de i111111111odot llevado n cnl10 para conocer si los anticuerpos 111011oclo11nles 

e11 este caso representados por LAM 11 :6 son reactivos n los carbohidrntos presentes en 

los sobrenndantes de C.11eofomia11s, C.albica11s, N.astetoides, N.brasilie11sis, 

H.caps11lah1111, C.immitis, A.f11111igah1s, M.avium, E.coli y S.m11·e11s. 

LAM purificado en este tralmjo y LAM de referencia donado gentilmente por el Dr 

Brennnn fueron utilizados como controles positivqs, dentro de este ensayo se i11cl11yo un 

extracto de M.h1berc11losis sometido n prensado y sonicndo. 

Dentro de este ensayo se e111plearo11 también anticuerpos policlonnles de conejo que 

fue i11111u11izndo con un extracto crudo de M. h1berc11losis. Un anticuerpo monoclonal a 

LAM donado por el Dr.Brennan fue utilizado como referencia ni reconocimiento n este 

antígeno. 
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La reactividad de los m1tic11crpos po[ic/011alcs resulto sa 111a11ificsta hacia los 
difcre11tes 111icroorga11is111os los cuales presc11taro11 1111a 111a11cha 11itida e11 la 111e111bra11a de 
11itrocclulosa prueba "del reco11oci111ic11to a11tíge110-a11ticuerpo sig11ifica11do 1111 resultado 
positivo, y el 110 reco11oci111ie11to estuvo dado por la ausencia de esta 111a11cha fue 
co11siderado como resultado negativo. Los resultados de los diferentes anticuerpos 

111011oc/011alcs se e11cuc11tra11 e11 la tabla 12. 
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Tabla 12 DETECCION DE LAM SOLUBLE CON DIFERENTES ANTICUERPOS 
POR ENZAYO DE INMUNODOT 

1 
A11ticuerpo 

Microorgn11is1110 Policlo11al de Mo11oclo11al LAM 
(so11icndo") co11ejo(1:250) 11:6 (1:20) 

C.11eofor111m1s p p 

C.nlbicmzs p p 

N.nsteroides p p 

N.brasilie11sis p N 

H.cnpsulntum p p 

C.immitis p p 

A./11111 i ga tus p p 

M.nvium p p 

E.coli p p 

S.nureus p N 

M.tuberculosis"" p p 

LAM p p 

LAM referencia"'" p N 

Alb1Í111i11a N N 

Co11ce11traci611 de carbolzidratos totales 5 µg 
Prensado co11ce11tració11 de carbolridratos totales 5 µg 
Do11ado ge11tilme11te por el Dr.Bi:e1111m1 y Dr.Sada 

P Positivo 
N Negativo 

Mo11oclo11nl de 
1·ef. ""(1:50) 

N 

N 

p 

N 

p 

p 

p 

p 

p 

N 

p 

p 

p 

N 

Para ELISA, el ensayo consistió en /a cuantificación de carbolzidratos totales de 

todos los microorganismos estudiados (tabla 11) se sensibilizó una microplaca con 5 µg/111/ 

de cada uno de ellos y se procedió a incubarlos con el anticúerpo monoclonal 11:6,este 
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complejo a11tígeno-a11tic11erpo se detectó por la adición de un anti-anticuerpo marcado con 

la enzima peroxidasa de rábano, los resultados se muestran en la gráfica 8. 

ELJSA indirecta fue utilizada con la finalidad de determinar, si los sobre11ad1111tes 
de los cultivos de los microorganismos se11alados previame11te son 1ítiles para el escrutinio 

de la detección de LAM soluble de M.tuberculosis. Se determinó 1111 punto de corte de 
0.3 unidades de absorbmzcia y leído a longitud de onda de 492 11111 con el anticuerpo 
monoclonal LAM 11 :6, mismo que reconoció a LAM de referencia con valores de 0.450 

± 0.031 y con el antígeno p11rificado de 0.528 ± 0.035 con M.mii11111 0.733 ± 0.057 

mientras que empleando anticuerpos polic/011a/es a LAM de referencia se obtuvieron 

valores de 0.441 ± 0.039; S.m11"e11s, utilizado como control negativo 0.318 ± 0.022. 

Para los sonicados de los otros 111icroorganis111os estudiados y con valores de 
absorlmncia menores de 0.3 fueron para C.11eofor111a11s 0.120 ± 0.045, C.albica11s 0.072 
± 0.010, N.asteroides 0.257 ± 0.025, N.bmsilie11sis 0.170 ± 0.015, H.caps11latu111 

0.293 ± 0.025, C.immitis 0.317 ± 0.010 y A.ft1111igat11s 0.131 ± 0.008. 

Estos resultados dem11estmn que el anticuerpo monoclonal LAM 11 :6 es útil e11 la 
rlifere11ciación de LAM soluble de M.tuberc11losis proveniente de cultivo puro, de otros 

sobrenad1111tes de otros microorganismos; lo que sugiere que este ensayo podría ser 
utilizado como 1111 método alternativo, en los casos en que no se observe micobacteria por 
i111111111ofluorescencia. Además este método de ELJSA, podría ser semicuantitativo y de 

ay11da inicial en el diagnóstico de la t11berc11losis. 
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Gráfica 8 REACTIVIDAD DE LOS SOBRENADANTES OBTENIDOS 

POR SONICACION DE 10 MICROORGANISMOS 

DIFERENTES CON EL ANTICUERPO MONOCLONAL 

LAM 11:6 CONTRA M.tuberculosis POR ELISA. 
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7.0 DISCUSION 

M.t11berc11losis esta contituido de manera importa11te por lipoarabinomana11a 
misma que está localizada en la pared ce/11lar según los primeros estudios realizados a este 
lipopolisacárido (72). 

Se Iza estiínado q11e entre un 25-40% de la pared celular de M.tubel'Cltlosis esta 
compuesto de este lipopolisacárido y, por lo tanto, no es extrmio q11e sea liberado (11,73). 

LAM Iza sido descrito como un posi/lle factor de virulencia (11) debido a que se han 
encontrado evidencias experimentales de que es 1111 pote11te inlzibidor de gamma inte1feró11, 
el cual media la activación de macrófagos m11rinos. 

Los cst11dios del mecanismo por el c11al LAM regula este eve11to es sugerido por los 
resultados experi111e11tales descritos recientemente (11) e11 los cuales, existe un bloqueo por 
parte de M.h1berc11losis de los radicales lfüres del oxígeno dentro del macrófago ya que 
ellos so11 potencialme11tc citotóxicos a la micobacteria, esto dc11tro de la serie de eventos 
que ocurren en la respuesta inm11ne celular. 

Ademas se Iza reportado a LAM como responsable de la inhibición de la actividad 
de la proteína ci11asa C y e11 el bloqueo de la actividad tra11scriptacio11al de /os ge11es 
i11ductores de de gamma i11te1feró11 e11 líneas cel11lares de macrófagos (11). Estos datos 
sugiere11 que LAM contribuye a la persistencia de la micobacteria dentro de fagocitos 
mo11onucleares dura11te la i11fección tuberculosa huma11a. 

El rendimie11to bajo de LAM obtenido e11 la primera purificación (0.97%) permitió 
establecer nuevas estrategias y aplicarlas en el segundo intento de purificación como fue 
u11 a11me11to en el peso de la masa micobacteriana en base húmeda de casi 40 gr mismo 
que se traduce en incrementar la proporción de carbohidratos totales durante el prensado. 
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La eficie11cia de la ruptura bacteriana es también función del prensado que en 

M.h1bcrc11losis deberá ser superior a 10 ton/cm2 según nuestra exper(.e11cia. Esto nos 
llevó a la detecció11 796 µg de carbolzidratos totales por mililitro de sobrenada11te del 
pre11sado. Estos resultados difirieron del primer intento de purificación e11 donde se obtuvo 
1111a ca11tidad de carbohidratos totales de 315 µg,por mililitro después de 8 prensados 
efectuados. 

Adicio11al111e11te, a los prensados se observó 1111 incremento de 1111 50% e11 la 

cantidad de carbolzidratos totales al término de la sonicación por 15 minutos. El extracto 
seco liofilizado obtenido finalmente fue de 115 mg en la primera purificación y 350 mg 
en la segunda. 

La aplicación de estos extractos en los siguientes pasos de purificación base de 
cálculo e11 la eval11ació11 del rendimiento final para lipoarabi11ommznna de 0.97% y un 
3.8% e11 la segunda purificación e111plea11do en ambos casos 115 nzg de extracto 
micobacteriano liofilizado y no correspo11de a lo reportado por Hmzter y Bre1111a11 (38) que 

es de 30 mg de lipoarabi110111anana por 115 nzg de extracto micobacteriano einpleado. 

Las pérdidas de material en el proceso de purificación a travt;s de los difere11tes 
eventos pudieron ser por ejemplo: en la extracción de la fase fenólica, en la conce11tració11 
de material por liofilización, o por u11a separación deficiente en algunas de las col1111111as 
cromatográficas empleadas. 

La posibilidad de pérdida de LAM en la extracción fe11ólica en el primer intento, 

tal vez, se debió a 1111a deficiente extracción de la fase acuosa por los solve11tes empleados. 
La estrategia· establecida pa·ra el segundo intento fue la eliminación del fe11ol residual 

después de la digestión fue la diálisis exlzaustit;a contra agua deionizada por un período 

de 72 lzr o hasta desaparición de todo el fenol y postel"iormente se filtró y co11ce11tró por 
liofilización esto resultó más práctico que la extracción con solve11tes, también se evitó la 
pérdida de LAM localizada en la inte1jase fenol-agua. 
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Otro punto 11111y importante en la interpretación de pérdidas de LAM durante la 
purificación es el uso de las columnas cromatografícas ya que LAM y algunos coproductos 
poseen la mis;·na carga negativa y ello representa competencia de los ca-productos con 
LAM lzacia las cargas positivas del gel durante la elución de los productos. 

Por lo cual el LAM remanente se filtró en la fracción A In cual debe contener 
material sin carga negativa y ni mismo tiempo impedir el intercambio iónico de LAM con 
el gel de la columna y esta fracción A estará conformada por polisacáridos como 
arabinogalactanas, arabinanas, l ipomananas y arabinomananas (56). 

Hasta el 1110111e11to se Izan empleado a11ticuerpos 111onoc/onales específicos a LAM 
por inmunodot lzacia muestras de la fracción A y se Iza encontrado reconocimiento hacia 
este antígeno. Pero ello 110 es suficiente para concluir si se trata únicamente de LAM no 
retenido en la columna o bien de arabinomananas las cuales izo poseen la porción lipídica 
con carga negativa. 

Por lo cual fue 11ecesario identificar a LAM de /a fracción A y B por un corri111ie11to 
electroforético y determinar la imnunorreactividad de estos polisacáridos por i11111unoblot, 
si11 embargo, los intentos lzeclzos hasta alzara para reconocer a LAM puro por esta técnica 
sugieren que LAM puro no se transfiere del gel a la membrana de nitrocelulosa bajo las 
condiciones ensayadas hasta ahora en el laboratorio, aunque se continuará estandarizando 
esta técnica. 

En ensayos de i11111u11oblot se Iza logrado detectar in111u11orreactividad a LAM en 
extractos de micobacteria y, en material prensado de M.tuberculosis, lo que sugiere que . 
LAM es ca-migrado co11 proteínas las cuales presentan buena adsorción a la nitrocelulosa 
además de mayor número de cargas eléctricas. La posibilidad de encontrar de encontrar 
proteínas en la fracción A es mínima en ese paso de purificación dado que el material ya 
ha sido digerido con fe110/. 
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Dentro del procedimiento de purificación de LAM también se ha visto la posibilidad 
de purificar este antígeno con otros procedimientos cromatografícos, tales como: el uso de 
los principios de la afinidad e innlunoafinidad. 

En el primero de ellos se intentaría la purificación de LAM con el empleo de 
concanava/ina A, reconociendo que las lectinas tienen gran afinidad por los polisacáridos, 
en este caso concanavalina A tiene afinidad por estructuras con manosa y galactosa. Sin 
embargo, puede obtenerse una co-purificación de LAM con otros polisacáridos de 
estructuras similares. 

El empleo de anticuerpos monoclonales obtenidos en este tral1ajo servirian servirían 
para p11rificar LAM de 1111 extracto cr11do y así evitar 11na co-purificación con otros 
carbolzidratos. 

Como punto importante en la purificación de LAM para la c11antificación de 
carbolzidratos totales se basaron en un principio en la reacción de mztrona y ácido s11lfzírico 
y el método de fenol ácido sulfzírico, este zíltimo resultó ser más práctico. Además por 
ensayos comparativos entre ellos empleando muestras estándar de glucosa, se establecieron 
resultados similares en cuanto a detección de carliolzidratos, aunque el empleo del método 
fenol ácido sulfzírico res11ltó de mayor utilidad en su 11so a nivel micro y menos pasos a 
seguir. 

El seg11imiento del esquema de inmunización por el método de ELISA en los ratones 
BALB/c demostró que las dosis y el período de tiempo fueron adecuados para, desarrollar 
una respuesta inmune, porque se observó el incremento de anticuerpos séricos de los 
animales. Así que resultó idóneo para estim11lm·· a los linfocitos del bazo que fueron 
utilizados posteriormente en la f11sión celular. 

El a11mento de la respuesta im¡¡une observada observada durante las 
reinm11nizadones sugirió que el sistema immme fue activado en su totalidad, mismo que 
se observa en las curvas de titulación de a¡¡ticuerpos contra LAM de M.t11betc11losis. 
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Si bien los niveles de anticuerpos fuero11 similnres,e11 todos los a11imnles los dos 

últimos refuerzos (rei111nunizaciones) no mostraron ser diferentes. Lo que i111p/icn que In 
activación de !n respuesta i11111une 'con esta dosis y vía de inoculación fue In 111áximn1 sin 

descartar In posibilidad de que otras vías y otras dosís de antígenos pudiesen ser de efecto 
difertente en In respuesta i11111une. 

Los hibridomns obtenidos de In fusión celular detectados como secretores de 
anticuerpos contra LAM por ELISA, inicialmente fue e11 nltn proporción 50-60% de los 
pozos de cultivo celular en promedio en /ns tres fusiones celulares realizadas. 

Si11 emlinr,go, se pierden hi/lridomas con el tiempo de/Jido tal vez, n ln pérdida de 
/ns cnrncterísticns híbridas de estas células, también llnmndn pérdida de cromosoma que 
finalmente resulta e11 un 5-6% de los hibridomns origi11nlmente obtenidos. 

Por lo tanto, fue recomendn/Jle realizar una segunda y una tercera fusión ce/ulnr, 
mismas que mostraron mejor producción de anticuerpos y se clonaron, en el caso de In 
segunda fusión por di/ució!I limitan te y fueron útiles pnrn In prod11cción del líquido de 
ascitis. 

En /ns tres fusiones celulares renlizndns hnstn nhorn se hn ol1servndo una le11tn 

duplicnció11 de In mnsn celular en función del tiempo, por ejemplo se co11tnron 200,000 

hi/Jridomns en una cnjn de cultivo ce/11/nr de 85cm2 ni cabo de 6 semanas de cultivo, 
cuando en otros protocolos se se1inlnn po/7/nciones de hibridomns de mil/011es de ellos en 
similares condiciones de cultivo. 

Aunque cabe mencionar que los nntic11erpos 111011oclonnles contra los que se hace 

esta comparación son dirigidos n antígenos protéicos que es n donde se dirigen ln mayoría 
de /ns i11vestignciones n nivel 1111111dinl y quizá en lipolisncáridos resulte diferente In 
propagación de hibridomas. 
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Por ser unos cuantos pozos los que presentaron ese crecimiento celular aceptable 
se procedió a clonarlas por la técnica de dilución limitante y expanderlas en cultivo in 
vitro para para olitención de mayor masa celular y obtención de anticuerpos monoclonales 
propiamente dicho. 

Se pensó que la falta de 111asa celular era debido al suero fetal bovino suplementado 
al 111edio de cultivo (MME) era deficiente en los lla111ados factores de crecimiento, lo cual 
es comiín que suceda seglÍn la experiencia por grupos de expertos (63,82). .. 

Por lo cual se decidió probar varias 111arcas co111erciales de suero fetal bovino 
(Bioexport, in vitro, Gibco) sin obtener de ellos resultados importantes. Como alternativa 
se decidió suplementar el medio de cultivo celular (MME-SFB) con los llamados factores 
de crecimiento sintéticos los rnales se han empleado para el cultivo de hibridomas en 
medios libres de suero (47,65). 

Particularmente se empleo el 2- mercaptoetanol (Sigma. EUA) en concentración de 
5 X 10·5 M lo que permitió en un lapzo de 4 semanas un incremento sustancial de la 
masa celular que en promedio tenía 200,000 células al inicio aumentando a valores de 
560,000 - 780,000 hibridomas. 

Por lo cual estas células con mejor crecimiento, resultaron en tres clonas que se 
introdujeron en peritoneo de ratón, para la producción del líquido de ascitis. Se emplearon 
tres ratones adultos machos BALB/c de 12 semanas de edad para la producción de ascitis 
se procedió a sensibilizarlos con pristano después de 2 semanas se·inmunosuprimiéron con 
ciclofosfamida 24 horas antes de la introducción de los hibridomas en su el peritoneo (0.5 
mg de ciclofosfamida/20 gr de peso) para depletar la pobláción de linfocitos CD4. 

Cuando se observó un notable crecimiento del vientre de los ratones se sacrificaron 
y se extrajo el líquido de ascitis después de seis semanas de haberlos inoculado con los . 
hiliridomas cultivados in vitro, este líquido de ascitis se tituló por ELISA y una 
semicuantificación del mismo. Esta semicuantificación ofreció un resultado cercano a 500 
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µg/ml del líquido de ascitis que aparenta ser infaior a lo descrito por los protocolos de 
la prod11cción de antirnerpos monoclonales que so11 del. orden de 5-15 mg por ratón (54). 

Se piensa como otra posibilidad que el bajo rendimiento de anticuerpos 
111011oclonales fue debido a una deficiencia genética en los lziliridomas obtenidos tal vez por 
la línea de mieloma utilizada o de la cepa de ratón. 

Adicionalmente los lzibridomas obtenidos fzrf!l'on cultivados en presencia de IL-6 
(Gibco BRL) que Iza sido descrita como el principal factor de crecimie11to para lzibridomas, 
s11pleme11tá11dolo al medio de cultivo celular segzín las instrucciones del fabricante (5 
unidades IL-6/ml de MME) sin embargo, el crecimiento de la masa celular no fue 
satisfactorio en realidad. 

Los hibridomas de la tercera fusión celular fueron seleccionados zínicamente por 
ELISA y se reconocieron a los secretores de anticuerpos de los pozos de cultivo y se 
conservaron por congelación para estudios posteriores. Pero cuyo comportamiento en 
cultivo "in vitro" no es diferente de las otras células proveHientes de anteriores fusiones 
celulares. 

La caracterización de los antirnerpos monoclonales en las clonas obtenidas hasta 
alzora correspondiero11 a el isotipo IgGia. Este fue caracterizado con un estuche comercial 
en un ensayo de tipo ELISA y se comprobó el resultado empleándose 1111 estuche de fácil 
uso (Sigma 150-1. EUA) con tiras de papel impregnadas con anticuerpos mzti-isotipo. 

La explicación de la igualdad del isotipo se debió proba/7/emente a que las clonas 
derivaro11 · de un mismo lzibridoma madre del c11ltivo inicial (pozo 4 A 10). La 
comprobación hacia este aparente predominio de IgGia sobre otros isotipos estaría dado por 
la caracterización de otros a11ticuerpos provenientes de otras clonas o fusiones celulares o 
hie11 bajo comprobación en f11turas fusiones celulares. 

Los a11ticuerpos monoclonales obtenidos de esta manera fueron capaces de reconocer 
al a11tíge110 de lipoarabi110111ana11a expresado en la s1;pe1ficie capsular de M.t11berc11losis 
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por la técnica de. i111m111ofluorescencia indirecta y 110 así en otro tipo de 111 icobacterias 
,hongos y levaduras que 110 observaron reacth•idad con estos anticuerpos posiblemente 
estos 111icroorganis111os 110 expresan LAM o estructuras como LAM en su supe1jicie. 

Este tipo de reco11oci111 iento por los anticuerpos monoclonales apoya la hipótésis, que 
establece la presencia de lipoarabino111m1a11a en la crípsu/a de M. t11berc11losis (85). 

Los sobrenadnntes solubles obtenidos de los so11icados de diferentes microorgnnismos 
y aplicados en /a técnica de inmunodot mostraron en su gran mayoría reactividnd cruzada 
con el anticuerpo 111011oc/011al 11:6 esto explica que este antígeno es común en el género 
de micobacteria (58). También esto se demostró co11 los anticuerpos policlonales y co11 el 

111onoc/011a/ de referencia. 

Se han descrito estmcturas similares a LAM de M.t11berc11losis en Nocm·din y 
Cory11ebncterin (1) y estructuras de mananas se han descrito para Cmrdidn (59). Se hn 
evidenciado la renctividad Í11mu11ológica de mzticuerpos hacia M.t11berc11losis que 
reconocen también n Histoplnsmn Cnps11lnt11111 (87) lo que explica los resultados 

obtenidos del immmodot. 

Un aspecto importante en la realización de este inmunodot con el anticuerpo 

111011oc/011a/ LAM 11:6 es el izo reconoci111ie11to a LAM de referencia y en contraste, sí 
reaccionó contra LAM purificado en el laboratorio; esto sin lugar n duda es motivo de 
posteriores investigaciones para determinar el epítope que están reco11ociendo estos 
anticuerpos 111011oc/011ales e11 In estructura de lipoarabi11oma11m1a. 

Es importante también el efectuar este tipo de reco11oci111ie11to de epítopes con los 
demás anticuerpos 111011oc/onales de las clonas que hasta este 1110111e11to se guardan e11 
co11gelnció11. 

Por otra parte, el ensayo de ELISA con el anticuerpo 111011oclonal LAM 11:6 con 

las estmcturas provenientes de los sonicados de los diferentes 111icroorganis111os permitió 
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diferenciarlos por lecturas de absorbacia a una concentración fija de carbohidratos 
(Sµ,g/1111). 

Se tomó co1110 base 11n punto de corte de 0.3 leído a 492 11111 esto correspodió a 2 

veces el valor promedio del control negativo en la placa de ELISA y este ensayo se realizó 
por duplicado. U11ica111e11te 11n valor de absorbancia 111ayor al de LAM de M.t11berc11losis 
fue obtenido en M.11vi11111 esto fue tal vez debido a que la presencia de LAM es 111ayor en 
el sonicado de esta 111icobacteria en relación al LAM purificado de M.t11berc11losis. 

Sin embargo la diferencia en las lecturas de ELTSA lza per111itido reconocer a cada 
111icobacteria, lo que no fue posible realizar en el h111111nodot. A11nque sería recomendable 
realizar este ensayo de ELISA e111plea11do muestras de prensados de M. tuberculosis y 
M.aiiium para tener iguales condiciones en las muestras a ensayar. 

La estructura de LAM es bien conocida por ensayos de espectroscopía de infrarrojo 
(56 ) y resonancia magnética (38). Su co111posició11 de azzícares y las uniones entre ellas 
establece los sitios antigénicos importantes que quizá no solamente sean de conformación 
sino de una implicación en la patogénesis en la evocación de la respuesta in11111ne. 

Se s11guiere entonces que p11dieran estar involucrados en la diferenciación de 
especies en el genéro de las 111icobacferias. 
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8. CONCLUSIONES 

1.- Se ha logrado ohtener liponrnbinomnnnnn en bajos rendimientos, sin 
embargo, este antígeno es reconocido por ELISA, en electroforesis se 
demostró s11 pureza. Es necesario contin11nr In estnndnriznció11 del método 
de p11rificnció11. 

2.- Es necesario optimizn'r In metodología de producción de hibridomns, para 
obtener una mayor cantidad de líquido de ascitis q11e nos permita fi11nliznr 
los ensayos de cnrncteriznció11. 

3.- La técnica de i111111111of/11orescencin hn resultado muy útil yn que permitió 
identificar M.h1berc11losis de otros microorgnnismos, provenientes de 
cultivos. 511 utilidad en muestras clí11icns estaría sujeta a una 
estandarización. 

4.- La técnica de ELISA hn mostrado utilidad en el reconocimiento de 
liponrabinomnnnnn de M.h1berc11losis diferenciando estructuras internas 
de otros microorgnnismos. Con este tipo de ensayos podremos obtener la 
especificidad de In prueba y nplicnrlo n muestras clínicas. 
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9. APENDICE 

9.1 METODO DE CUANTIFICACION DE CARBOHIDRATOS. 

El método empleado en la cuantificación cnrbohidratos totales en la técnica de 
purificación de lipo11rnl1inoman11 se basa en la reacción de fenal sulfiírico la cual tiene como 
fundamento en la desliidrntación de polisácaridos pnm formar fwjurales de pentosas y 
hidroximetil furfumles de hexosns cuando Izan estado en presencia de ácido sulfúrico. De 

esta forma las soluciones de fwjurales o hidroximetilfllrfumles son tmtados con otro 

reactivo (una amina aromática o un fenal) y producir un compuesto coloreado el cual 
puede ser determinado en 1111 colorímetro o 1111 espectrofótometro. 

De los diversos métodos que aplican este fundamento el método fe11ol Slllfiírico han 
sido se 1;11 caracterizado por su simplicidad y su relativa sc11sil1ilid11d en la determinación 
de car'liohidmtos microbi1111os representados c111111tit11tiv11111ente como índice de cnrbohidratos 
totales. Para la aplicación de este método se rcnlizn primero la determinación de 

carbolridratos con muestms estándar de glucosa en solución a conce11tmciones de 2 a 20 

µ,g/ml las lectums calorimétricas de este ensayo sirve11 para obtener una cu rvn patrón,o 
bien introducir estas cantidades como control interno dentro del desarrollo del 
m icrométodo. 

El micrométodo en cuestión necesita de una placa de 96 pozos de poliestireno como 
la empleada en el desarrollo de un inmunoenznyoenzimntico (ELISA). Pam el desarrollo 
de este ensayo se deben emplear muestras estándar y/o.muestms prolilemn por duplicado, 

y de igual manera se emplearan soluciones blanco, de esta mnnem se depositan en los 
. . 

pozos 20 µ,l de muestra, seguidamente se depositan 20 µ,l de solución de fenal al 5% a 

cada pozo y se agita levemente dumnte 30 segundos, posteriormente se deposita en cada 
pozo 100 µ,l de ácido sulfúrico concentmdo cuidadosamente se agita dumnte 2 minutos y 
se aprecia una colomción,se deja ·reposar dumnte 5 minutos y se leen las absorbancias en 
un lector de ELISA comercial a 492 nm. 
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9.2 MATERIALES Y REACTIVOS 

MATERIAL PARA PURIFICACION DEL ANTIGENO DE LAM 

- Bio-gel A-5 111 (Biornd: 151-07-40,E.U.A). 
- Bo111ln1 peristáltica (Bucheler lnstrumrnts: Polystaltic pump, E.U.A). 
- Centrifuga (Dupont: Sorvall RC-5B,E.U.A). 
- Colector de fracciones (Plzarmacia: Frac-100,Suecia). 
- Colu11111a LKB.(Bromma LKB: 80 cm X 1.5 cm diámetro,Suecia). 
- Columna LKB.(Bromma LKB: 110 cm X 1.5 cm diá111etro,Suecia). 

- Desoxiril101111cleasa I (Sigma: D 4263,E. U.A). 

- Espectrofóto111etro (Gilford Instrume11ts,E. U.A). 
- Gel de DEAE Seplzacel (Plzammcia: 17.0500-01,Suecia). 
- Liofilizadora (Labconco: Frezze Dryer 18,E.U.A.). 
- Me111bra11as de dialisis (Spectrapor: 12000-14000,E.U.A). 
- Mezclador de gradirntes (Phar111acia: Gmdient Mixer GM-1,Suecia). 
- Placas de ELISA (N1111c: Maxisorp,Di11a111arca). 
- Prensa X (Ab Biok Nacka: X-25,Suecia). 

- Ribo11ucleasa I-A (Sigma: R 4875,E.U.A). 

- So11icador (Labsonic Systems: Lab Une Wtmtip,E.U.A). 
- Tulios cónicos 50ml (Becfon Dickinson: Falco11 2070,E.U.A). 
- Tubos de vidrio Pyrex (13 X 100 mm). 

MATERIALES PARA CULTIVO CELULAR 

- Bmio metaliólico (Precision Scientific: Waterbatlz 183,E.U.A) 
Botellas de cultivo celular de 80 cm2 (Nunc: N1111clon 153732,E.U.A) 

- Botellas de cultivo celular de 175 cm2 (Nz111c: Nz111clo11 156502,E.U.A). 
- Centrifuga refrigerada (Sorvall: RT 6000B,E.ll.A). 
- Etanol 70%. 
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- G/11taraldelzído 2%. 
- Incubadom con 5% de C02 85% de h1ímedad y 37ºC 

(For1im Scientific: Stericult 200,E.U.A). 
- Kit para isotipificació11 de anticuerpos mo11oclo11ales 

(Sigma Im1111111ocl1e111icnls: lso-2, E. U.A). 
- Medio 111í11i1110 esce11cial (MME) co11 10% suero fetal bovino. 
- Medio sali110. 
- Micropipetas de 0.5-10 µ!; 5-40 µ!; 40-200 µ/; 200-100 µl 

(Finnpipette Digital, Finlandia). 
- Microscopio invertido (Car! Zeiss: JM, Ale111a11ia). 
- Stock de células de mieloma P3X63Ag8.653 crioconservadas (-196ºC). 
- Tulios cónicos estériles de 15 1¡ 50 mi (Becton Dicki11so11: Fa/con 

2095 y 2070, E. U.A) . • 
- Membrana de Nitroce/11/osa (Sigma: N-2764, E.U.A). 

MATERIALES PARA LA EXTRACCION DEL BAZO. 

- Cajas petri estériles (Teclmicnre, 100 X 15 111111,México) 
- Camárn de anestesia con éter. 
- Centrífuga refrigemda (Sorvall: RT600B,E.U.A). 
- Cuchara estéril. 
- Malla de nai/011 estéril. 
- Pinzas y tijems de disecció11 estériles. 
- Pipetas serológicas estériles de 1 mi, 5111/, 10 111/ 

y 25 mi (Becto11 Dicki11son: Falco11,E. U.A). 
- Pipetor (Drn111111011d: pipet aid 7775110,E.U.A). 
- Ratón BALB/c hiperi11m1111izado. 
- Tubos cónicos estériles de 15 y 50 mi (Becto11 Dicki11so11: 

Fn/co11, 2095 y 2070,E.U.A). 

MATERIALES PARA FUSION CELULAR 

- Ba1ío metabólico (Presidan Scientific: Waterbatlr 183, E.U.A) 
- Camára de Neubauer (Superior: 0.0025 11111r, Alemania) 

Cé/11/as de bazo de rató11 hiperi111111me. 
- Cé/11/as de mieloma P3X63Ag8.653 en crecimiento expo11e11cial. 
- Centrífuga refrigerada (Sorvall: RT600B, E.U.A) . 
- Incubadora (Forma Scientific: Steri cult 200, E.U.A). 
- Microplacas de cultivo de 96 pozos (Becton Dickinson: Fa/con 
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3072, E.U.A) sensibilizadas con macrófagos de peritoneo. 
- Pipeta 11wltica11al (Dynatec/i: 50-200, E.U.A). 
- Pipetas Pastcur estériles. 
- Pipetas serológicas de 1 m/, Sm/, 10ml, 25ml (Becton Dickinso11: 

Fa/con, E. U.A). 
- Pipetor (Drummond: pipet aid 7775L10, E.ll.A). 
- Placas de cultivo de 24 y 6 pozos (Becton Dickinson: 3047 

y 3046 Falco11, E.U.A). 
- Puntas estériles de plástico (ELKAY: 000-00000-024, E.U.A). 
- Tubos cónicos de 50 mi (Becton Dickinson: Fa/con 2070, E.U.A). 

SOLUCIONES Y REACTIVOS 

- Ady11va11te completo de Freund (Difco: 0638-60-7, E.U.A). 

- Agente fusógeno. 2.0 g1· polietile11glicol 4000 
(Merck: 9727, Alemania); 1 mi dimetilsufóxido (Sigma: D 2650) 
10 m l medio salino; esterilizar. 

- 3,3 '-Diaminobencidi11a (Sigma: D 8126, E.ll.A). 

- Hidróxido de Amonio (]. T Baker: 9721-59, México). 

- Nitrato de Plata (Kodak: Reagent ACS, E.ll.A). 

- L-Glutamina (Gibco: 300-2420AD, E.U.A) 

- Medio Mínimo Ese11cial. (MME) (Gibco: 410-1700, E.U.A) 
en 1000 mi de H20 desionizada. Esterilizar y suplementar. 

- Medio MME-HAT. Hipoxanti11a (Sigma: H-9377, E.U.A) 10 mM; Aminopterina 
(Sigma: A-2255, E.U.AJ 0.04 mM; Ti~nidina (Sigma: T-9250, E.U.A) 1.6 mM 

- Medio MME-HT. Hipoxantina (Sigma: H-9377, E.U.A) io mM; Timidina 
(Sigma: T-9250, E. U.A) 1.6 mM. 

- Medio salino. Nacl 8.0 gr;KCI 0.4 gr; Na2HP04.2H20 1.77 gr 
NaH2P04.HP 0.69 gr;Glucosa 2.0 gr; Rojo de fenal 0.01 gr 
llevar a 1000 mi con H20. 
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- Medio de Proskauer-Beck modificndo de Yo11mm1s. 
Asparagina 5.0 gr; KH2P04 5gr; KS04 6.5 gr; Citrato de 
sodio 0.68 gr; MgC/ 0.19 gr; Glicerol 50 mi, llevar n 1000 
mi de H20 pH 6.8; Esterilizar. 

- Orto-fenilendiamina (Sigma: P 1526, E.U.A). 

- Pristano (Sigma: Hibrimax P-1403, E.U.A). 

- Solución de ácido sulfúrico 1N. 
55 mi de H2S04 (95% ].T Bnker, México) y llemr n 1000 mi 
con H 20. 

- Solución amortiguadora de fosfatos (PBS). 
NaC/ 16 gr; Na2P04 5.8 gr; KH2P04 0.4 gr; KCI 0.4 gr 
Hp 2000 mi. 

- Solución nmortiguadorn de citratos. 
ácido cítrico 0.730 gr; Na2HP04 1.180 gr 
H20 100 mi. 

- Solución mnortiguadora de tris-bnse (TBS). 

Tris-Base 2.42 gr; NnC/ 29.2 gr; 100 mi H20. 

- Suero fetal bovino (Gibco: 210-6510 AJ, E. U.A). 

- Sulfnto de Gentamicinn (Sigmn: G1397, E.U.A). 
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