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RESUMEN. 

En este trabajo se analizó Ja capacidad de cinco fracciones obtenidas a 

partir de MHSE por electroelución a partir de geles desnaturalizantes de 

poliacrilamida p·ara Jnd~C:ir :respu~stas de hipersensibilidad tardía (DTH) en 

cobayos sensibílizádos .~o;:~·M./eprae o M.habana. Las fracciones obtenidas 

comprende~ pesos molec~lares de .>60 kDa, 60-30 kDa, 30 kDa, <30 kDa y >30 

kDa. La i~duc~Íó~ d~D~H·~~·i~~·liió engru~os de cobayos inmunizados con 5 X 

1 o 9 bacilos de M.tipr~:·~· d~~.~a1an~mue~os por calór. en. la base del cuello, 

así como en c~tJaé ~?;~se~¿f ~il~~~o~,; DE!.~fiuél de 4 · serña~as .·ca.da grupo se 

retó en forl11aintrad~rmlca'con·o.1;1.o y.·1o'rné:g'de las fracciones proteicas de 
.. ' . -- •i ' .• , '',>- . ' - ·- . 

M.habana: 1 O mcg de J~ tiac6Jó~ proteíd~ CÍ; < 3ci' kD;Í'i~td '(sin coloiimte azul de 
·.:~-<~.:~·.:-Y~-- - ,. __ ,'·'-'_:··_-_._1 ;::·_:·-__ ·:,;,._:c.~:'~' ,,,;._·:~;,_;, ~--_::-'. -~-::.:->: .-'~,'.~· ::~--·-:< '._---_,_, 

bromofenol), . 5 . rncg de~ MHSE, '5 • rncg'; d·;h.:1'tselh~~:.~e;~itadó's obtenidos 

::~f f ~r:~ u~:·.~:t!~~ltit:J·~i~~~:~~~d~t~if :~t1dl/~:~~~:~i:!:a::o~ 
,>~-- - '¡;.:·!<- ,;,,:>; ;,,._ - ·-<~· -··q-- ,, .·.·t. 

el heterÓJo~o, CÍemostrarícío .· reactilÍldad •. cruzada: entre; ambás rnlcobacterlas. La 
- --· ; __ .,~ '-:~:;; >< "'· ._,,_,_,,, ~~,-- ···~-- '~·-:_ .,~~:· ;-

respuesta•. de D~H fue ~ayClr e;n· Jo~ianl~ales' lnmunl~'ados' con M.haba.na. 

También se· e~~o~i~6q~~":·~¡'~~u~~;;fr~~~ló~ "~~~:~~P~¡;·d~'\~~Vb'1/'rii~.;u;sta. de 

DTH en Jos coti~~os.de 3~~-~so f~h ~e~si~i1i~~dós'á
1

nin~Ün~';;'a~~~ntr~61ón, Jo 

que confirma Ja especifi¿l~~d ~~ las DT~ a~'teriores: ~í'rid~~a iíac¿/~n fue capaz 

de inducir. respuesta~ de : DT~ a:?~ori~~~t~~clo~is . ~.~; o\'y 1' mcg/0.1 ·mi. La 

fracción <30 kDá fue capaz de inducir la mayor 'respu'está'cie DTH tanto en los 

cobayos sensibilizados ciin M.h~b~ha como ~n 16~ sensibilizados con MJeprae. 

con y sin colorante azul d~·br~~of~nol._ 



Introducción 

La lepra es una enfermedad que se reconoció desde la más remota 

antigüedad debido a sus obvias rrianifest~cÍones en la piel. Hasta hace poco más 

de un siglo la hurrl~nid~d airibuf a la lepra a lma ;errible her.encía o a un mandato ' 

divina, par 10 que, e1~escútír1in1en~~ iiorGerllarclÁrm,auer tiari_~·~n,,en 1873, de 

que Ja enferme~~d. era,c'ausada por Ím<~lcr,?organismo, 'vino·•.a cambiar 

radlcalment~ ¡~ •· ~itu~~iÓ~~-~n' ~v~i d~.· los 'erif~rmos: ·~e.s~ués d,e muchas 

observaciones y trab~os eñ la}e~ra, Hañsen encontró en blopsl~s. ele piel que el 

~~r 16 qu~ dedujo bacilo estaba presente' siempr~;don'de E!Stab~ >Ja enfermedad, 

que la lepra era ca~s~da ~~/u~ ~ic'.~~6;~~is:~~. (a.24¡: .. 
~_-"" ->".{;. ~~ r\~-- -'\( 

<0 
Existen. registrados'e~ ei';;,undo ~!rededor de 5.5 millones de enfermos de 

lepra, sin embargél'. debld6~~~ defectOs de registro y notificación se' estima que el 

número total ele c~so;asciende a 11.5 millones (1). 

La lepra es una enfermedad cosmopolita, actualmente predomina en 

reglones tropicales y subtroplcales, pero anteriormente existió en zonas de clima 

frío siendo endémica en algunos países europeos. El problema es más frecuente 

en Afrlca Central y en el Sudeste Asiático (1). 

La forma de transmisión no ha sido esclarecida' por' completo; ·Ja 
-, __ ,·_.:.· .. ·:·.-:-_: 

diseminación por gotas de aerosol de saliva que : provie~e \ de·' pacientes 

lepromatos~s no tratados o tratados lnadecu~damente/p~:i~ce ser.la .forma de 

transmisión más importante, aunque también h~ ~fdo ~;op'~esta Ja diseminación 

por artrópodos, fomites y la existendicié'f~se'niori~s (1). , .. 

.¡ 



Se sabe. que de todas las person.as expuestas al agente causal solamente 

una pequeña parte d.esarrolla la enfermédad cliniéa y que, a pesar de que no se 

han demostrado distintas ~epas de· M.l~prae< la · enf~rmedad puede presentar 

manifestaciones clinlé~s muy várlada~: qJe ~6n. el r~~~Íiáci6 de la interacción de 

la bacteria con el .hospedero, airil:Íuyénd~se f~ndarnehtalrnente a las diferencias 

de la respu~sta inmun61ógÍca; ~: ia'con;i1Í~é1Ó·~:gg~~ti~~del ~osp~dero (1). 

El co~ien~b.de I~ 1~M~ i; l~~i~\o~o. L~;¡é;;oh:~'af~ctan a los tejidos más 

fríos. del cuérpó}piel)· ~;~ICls).sU¡ierf!clalé~;. ~;'riz;i¡(arlnge, .. ,laringe, ojos y 

testículos. L.ás • 1esio~és ?~utáíleá~'•Tpueden;·ac'úr~ir: ~orno; 1es16nés pálidas, 

~n.esié~ica;;~~·;; ~~~~~'~rnlJ~ Ji~rn~t~~;''2\;rl16iiÓ~~los difusos o maculares 

infiltración nerviosa ·y· éri'grosamleriiil<can·'ánesíe.sla'/concomitante, neuritis, 

parestesia, úlceras tróti6~;~,1~~~~;~¡~,;~Ó~e~5~ ~~~rt~n;le'níod.e .. los dedos. La 

desfiguración debida a la infiltradóri'~uíánéa'y'a iá'complicación de los troncos 
. '.' y~:," .··:i·J.,·.>'o-~>> 'l> :>,_ ··,· «-'_·· :·. 

nerviosos puede ser extrema en 'éascis nci t'c~t~~~s (1,~l. > 

La enfermedad es po·l~r y con ~h a~pll~·~~P~~·tro ~ s~ divide en dos tipos - . . . ' .. ,. '·:.,, - '., '· . 
principales muy diferent~s: l~proni~tci~o y tuberculoid.e, ~si ccirno er1 varias etapas 

••• _ --· .:-.--.·- •• -e - •. , ' -- \,,. -

intermedias. Se inclÜye además' la 'lepra indeterminada considerada como la 

forma inicial más.común··~ ~~~to d~.p~rtid~hacl~ la~ dernás (27). 



La lepra lepromatosa constituye el tipo progresivo, sistémico, relativamente 

transmisible y espontáneamente incurable de la enfermedad. Invade 

extensamente la piel y las mucosas en forma de nódulos .Y'º infiltración difusa, 

lesiona los nervios periféricos y todos los órganos y sistemas excepto el nervioso 

central, se caracteriza por la presencia de numerosos bacilos de Hansen, tanto en 

el raspado de la mucosa nasal como en el de las lesiones cutáneas, la inmunidad 

mediada por células es notablemente deficiente para el germen y la piel está 

infiltrada por linfocitos T citotóxlcos, presenta formas clínicas de importancia 

variable: lepromatosis nodular y lepromatosls difusa (27), 

La lepra lepromatosa nodular comprende no solo a la lesión caracterislica 

(el nódulo), sino a otras lesiones circunscritas tales como manchas 

hipoplgmentadas, placas eritematohipocrómicas o francamente erltematosas e 

Infiltradas, nódulos foliculares de estructura leprosa que preceden, acompañan o 

se presentan en lugar del nódulo típico. Todo Jo anterior se haya asentado sobre 

la Infiltración difusa más o menos acentuada. 

La lepra lepromatosa difusa se caracteriza por un tipo especial de reacción 

· leprosa: eritema necrosante o fenómeno de Lucio. 



La lepra tuberculolde constituye el tipo regresivo, no sistémico, no tan 

transmisible y espontáneamente curable del padecimiento. Este tipo de lepra se 

caracteriza porque sus manifestaciones tienden a localizarse exclusivamente en 

la piel y en Jos nervios periféricos, por Ja ausencia o escasez de bacilos de 

Hansen, por su estructura tuberculoide típica con células gigantes multinucleadas 

tipo Langerhans, células epiteloides, linfocitos e histiocitos y porque se presenta 

en individuos cuya Inmunidad tanto celular como humoral son normales (16,27). 

Los casos indeterminados son aquellos en donde no es posible evidenciar 

clinlcamente, por lo menos durante algún tiempo, características francas de uno 

de Jos dos tipos polares. Estos casos se caracterizan por su situación indefinida: 

Inmunidad celular normal o aumentada si el paciente se ha orientado hacia el 

polo tuberculoide, o bien, deprimida, si lo está haciendo hacia el polo 

Jepromatoso. Sus manifestaciones se localizan en la piel y en Jos nervios 

periféricos; hay ausencia o escasez de bacilos, esto último sólo si el caso no es 

ya lepromatoso. y se presentan infiltrados lnespecificos. 

Los casos dimorfos, bordeline, fronterizos intermediarios o interpolares se 

designan a un grupo de casos, que como Jos indeterminados son inestables y 

suelen posteriormente pertenecer en general, al tipo lepromatoso. Estos casos se 

caracterizan porque sus manifestaciones se localizan aparentemente solo en la 

piel y en nervios periféricos. por la presencia de bacilos de Hans en. por presentar 

infiltrados que recuerdan a los de la lepra tuberculoide, sólo que no se pegan 

como ésta a la epidermis y muestran además algunos histiocitos vacuolados. con 

bacilos escasos aislados o formando globias. Son casos indefinidos. Inestables y 

cambiantes. que a veces se muestran como lepromatosos y otras como 

tuberculoides. 



Debido a la gran variedad de manifestaciones en la lepra, ésta ofrece 

grandes posibilidades para el entendimiento de los mecanismos 

inmunorreguladores en el hombre, ya que la respuesta inmunológica a M.leprae 

correlaciona directamente con las manifestaciones clinicas, bacteriológicas e 

hlstopatológicas de la enfermedad (11). 

La multiplicación de M.leprae en medios de cultivo no ha sido posible (26), 

sin embargo, la búsqueda de modelos animales ha permitido la obtención de 

pequeñas cantidades para su estudio. 

La primero transmisión experimental del bacilo de Hansen a un animal se 

logró en 1960, cuando Shepard obtuvo una multiplicación limitada del 

microorganismo en el ratón, aunque la infección solo se limita al cojinete plantar 

es posible la vacunación del animal quedando este 100% protegido contra la 

enfermedad (33.13). El problema del desarrollo del bacilo de Hansen en el 

cojinete plantar del ratón es que es moderado y solo llega a un cierto limite. 

En 1971, por primera vez, Kirchheimer y Storrs lograron una infección 

experimental diseminada con M.leprae al inocular armadillos de nueve bandas. A 

partir de entonces este animal se ha convertido en el mejor modelo experimental 

que existe hasta la fecha para la multiplicación de este microorganismo, pero es 

muy dificil conservar a los animales, y para tener bacilos abundantes pueden 

necesitarse hasta dos años de cautiverio (1). 



Debido a que el uso def bacilo de Hansen como vacuna tiene la desventaja 

de que no se pueden obtener abastos Importantes del mismo, se ha puesto 

mucho énfasis en encontrar alguna .otra micób~c;eria : que proteja en· forma 

semejante a M.leprae,per~ que se~ ~ulti~able In ~itro. Dentr~ de las mlcobacterias 

cultivables in. vit~o, q~f'. ~an sid~ ª5:Íudladas para. el desarr~uo:de .~na vacuna 

contra la
0 

lepra, ~e encuéni;~n: M.bi;vis BGC, M. vaccae y MJ1ab~ná (11). 
::.: 

La vacunación del ratór1 c~n bactios de M.vacC:ae mUertos por irradiación 

con aoCo no .confiiló protec~lón a la Ínfecclón 'eri .~1 cojÍnete planÍar con M.leprae 

vivo, el M.bov/;•scG.::sol~ conflrlÓ protecdiÓn parciai del 60%; mientras que 

M.habana c~~firiÓ,~rot'eccl
0

ó~ en un 100% (15,32,33)~ 

En el caso de M.habana, por existir un alto grado de reactivldad antigénica 

cruzada con M.leprae, no se conoce que característica de esta micobacteria le de 

la capacidad de protección en el modelo murino contra la infección con M.leprae 

(32). 

M.habana fue aislada por primera vez en esputos de pacientes con 

diagnóstico de tuberculosis pulmonar. Los bacilos son á~ldo ali:~hol r~slstentes, 
. . ~ , 

no esporulados y carecen de movilidad, se observan ,algunos elementos 

cocobacilares y otros con granulaciones mono y bipolares (38). 



Cuando M.habana se siembra en medio Lowenstein Jensen,'entre los 10 y 

los 14 días de cultivo se observan, colonias de aproximadamente 0.5. mm, que a 

las 3 o 4 semanas aparecen como colonias de 1 a 3 mm, redondas, convexas, de. 

bordes regulares y de, ~up~~Í~i~' lis~, de . consistencia cremo;a y f<Ícilmente 

dispersables en agua. E{c~ior -de las colonias jóvenes (2 a 3 semanas), 

corresponden al No. 1 de la: escala de Juhlin (YRS-0-4-Hesselgren), o sea un 

color amarillo ligero. A 37oc y a temperatura ambiente, puede observarse 

crecimiento a los 14 días; pero en general el crecimiento es más destacado a 

37ºC, no habiendo crecimiento a 45oc (39), 

M.habana no desarrolla pigmento en la obscuridad ni inducido por la luz. 

Presenta una potente actividad de catalasa y es incapaz de reducir el nitrato a 

nitrito, no provoca hidrólisis del Tween 80, en el medio de Lowenstein~Jensen, 

cuando se dispersa el crecimiento en solución salina no se observa. formación de 

cordón, sin embargo, en microcolonias en medio de Pr1ét:-·se,'Obs~rva una 

tendencia a la formación de éste, pero no se define orga~Í~ació~ ~dordonada 
como en el caso de M.tuberculosis (39). 

·;o .. 

En general los cobayos cuando son inoculados cori 'r.ú1abarÍa múestran a 
,,.~J_~~,_:;_;~.J!~c r' _!." • ..o!:;!:• __ •; 

las a semanas un aumento de peso promedio de· 1 oo g.'Ei punto de inoculación 

en todos 1.os animales no presenta una huella_ lesionaÍ:'-y '~~nto-i?s; ganglios 

regionales cómo los distales se encuentran sin ~it~i~6io3e;. [~~ órga~~s como 

bazo, hígado y pulmones aparecen sin ningún ti~o'cie';it;~J~ión~at~~ó~;~~ (39), 

10 



La característica más importante de esta micobacteria es la fuerte 

positivldad que presenta a la nlaclna en una micobacterla de crecimiento lento y 

no cromógena. Estas características se habían considerado hasta 1971 

exclusivas de M.tubercu/osis. Las características bioquímicas más importantes 

que la diferencian del bacilo de la tuberculosls son la prueba de la niacina, que es 

fuertemente positiva, y la de la catalasa, que aún a 68ºC se conserva. A 

diferencia de M.tubercu/osis las colonias de esta mlcobacterla son lisas, de fácil 

dispersión en agua, la actividad de catalasa es muy fuerte, es nitrasa negativa, 

crece a temperatura ambiente, no es virulenta, en. cobayos y es resistente a las 

principales drogas antifímicas y a las dj ~~~~~d~'~i:~~ración investigadas (39). 

En estudios recientes si'! há ené:ontra.do que esta ·cepa de Mycobacterium 

habana TMC 5135 confiar~ ~;<lté~~i~~0ici,~¡;~ Í~::i~fecciCÍ~ ·con Mycobacterium 

ulcerans en ratones (30), · 
!.,-.;;-: -

Se cree que está mÍcobacteria es'un's'erotipo Cii/M:simlae,' péro el hecho 
' ' ,._ ·. -. . ... ',:,;' - ; ··-. ;. : ,.,: - -.. ' - ,_. - . ,_ ~=- -_> •• ,-,:' •• •' • -, ·- • ; • -

de que 'M.simiai{~ó. confiará 'l11rigJna .· proteé:Í:iór(a •. r~tolles' i:lfritr~· ·el reto . con 
' ---. -- ;:._;:_-.º F-.:-r:;; --:O-c,\'::-'--.·-~i:-<-'.~ -~~~S;-.~h .. <}::>, ·:-·: ·r--,;-~';i:::.,,- ~:_;_·<~·:e·\;;_>.',_./'._:'-~:\_-. ;:;.,:-r.~ ·¡'i·:·->_._._-_-·_:;· .>-:· 

M.tubercÜ/osis H37Rv. vivo'yM.habaiía ,si; háce'pen~a? que posiblemente estas 

;~c::;::~:i:;0~:c~:J·~~tit~J{~:~Fr~:~{;,d:¡~er~ló~.i~~~~l1.te J~ su. capacidad 

Las bacteria~ son org~nism~s'sumiÍmerÍte'c~mpl,ejos con una vasta serie 

de antígenos (6), cuyo-~úme~~ ~b~t~~uliza la id~niificaciCÍn de los epítopos más 

Importantes. 

11 



La inmunidad celular que muy frecuentemente se correlaciona con la 

hipersensibilidad tardía interviene de manera crucial· en la d~f~n~a del huésped 

contra · micobacteria~. Incluyendo . M.Í;prae y .otros microorganismos que se 

replican dentro de la célula (5,~~);' 

La hipersensibilld~dta;~ía o DTH es una reacción Inmunitaria me~íada por 
.,· ·- ·~-::-·· ::.-. : -, 

células que puede ser provocada por la inyección subcutánea de antígeno,'con 

un Infiltrado celular sub~i·g~Íeni~ y edema que son máximos 24-48 horas· d~sp~és 
de la provoc~clón con el. ~~Úgeno. El Infiltrado Inflamatorio que ocurre. 2.Í-48 

horas después · de la inyección intradérmica de un antígeno, consta 

primordialmente de células mononucleares. El infiltrado celular,' la' produ66ión de 

fibrina y el edema acompañante dan por resultado la lnduracló~d~:i~·piel y el 
' :·'- '::·:· i' ,-.:_ · .. --.. ·-.' 

diámetro de esta reacción es un índice de la hipersensib,illdad, cútánea. La 

induración de 5 mm o más de diámetro es el criterio g~~~~~Í~~~¡~ a~~ptad~ de 

una prueba cutánea positiva de hipersensibiJid8d tarCfia:·(3_7)~~;::--- -"."=~-~ - -
-.- ¡-_ 

Estudios recientes han demostrado que M.leprae es ·capaz •de inducir· 

respuesta de hipersensibilidad tardía en individuos sang~·;d~sp,~é~:Cíe'haber sido 

Inmunizados con una suspensión de 2 x 108 bacilo~~ ,¡:j~~rt~s c:Í~: M.lepraé 

obtenidos de tejidos infectados de armadillo. En co~tfa;t~! 'talllbi~n se ha 

demostrado que individuos con lepra lepromatosa fuer~n Incapaces de inducir 

reacción de hipersensibilidad tardía en presenci~ ele M.l~pra~ después de haber 
' ' . -<· ",;:,_.::--, >),_,_ ,~;-,:,_~·-:~ ..,_ __ -;_: 

sido inmunizados con bacilos muertos delmlsmo, !Oique'demuestra la falta de 
,_ ... ·.- .-· 

reactividad de las células T hacia M.lep;a~:'·e;· po~ibl; que en la lepra 

lepromatosa no existan células reacÍivas ,-·¡. ri/~prae, ci quizá haya células T 
~-_:. ', ,,-_,/ .. -_ ·::'. ·,~.;: __ .-<::)::~- ;::;\-· __ ·. -. 

potencialmente reactivas, con iea.ctivldad su'primid_a (35,36): · 

12 



Por otra parte, cobayos sensibilizados con bacilos muertos de M.habana y 

M./eprae retados con habanina y lepromina, preséntan respuesta de 

hipersensibilidad tardía tanto al antígeno homólog~ cci.mo ~(tiet~rólog~ (31), 
:- . . . - ':·~:_';· :. -. - . '; -~ . 

M.habana es capaz de inducir positividad .a la_ lepr~~ina en él 50% de los 

monos Rhesus y Langures indios inmunizados con· ~na; sol.a dosis, ésta 

sensibilización persiste por más de 1 año (34), 

La reactividad cruzada entre M.habana y M./eprae podría deberse a la 

presencia de deter~lnantés antlgénicos comunes entre ambas mlcobacterias, ya 

que en estudios posÍeriores se ha comprobado que M.habana presenta epítopos 

comunes a M.l~prae, enfre-los que se encuentra el epítopo de la proteína de 18 

kDa (4,18) •. 

Las características antes mencionadas de M.habana la convierte en un 

candidato para el desarrollo de una vacuna contra la lepra, o un reactivo para la 

prueba cutánea de hlpersensibllldad tardía basado en determinantes antigénicos 

específicos de M.leprae y M.habana comoinstr~~erÍto de diagnóstico (29). 

13 



JUSTIFICACION. 

Las micobacterias son organismos complejos con una gran cantidad de 

antígenos, cuya complejidad obstaculiza la identificación de epitopos relevantes 

para inmunoprofilaxis. El desarrollo de nuevos métodos para el diagnóstico y la 

prevención de la lepra se basa en el aislamiento de componentes lnmunogénlcos 

del bacilo de Hansen. Debido a que el M.leprae no se ha podido cultivar in vitro, 

se ha puesto mucho énfasis en encontrar otra micobacteria que proteja en forma 

semejante. En estudios recientes se ha encontrado que M.habana confiere 100% 

de protección al reto de bacilos vivos de lepra en el ratón, por lo que 

consideramos de gran importancia identificar antígenos de M.habana que puedan 

inducir respuesta de hipersensibilidad tardía (DTH) en animales sensibilizados 

con M.leprae y M.habana, ya que la respuesta inmune de tipo celular es la 

responsable de la protección en contra de la lepra. 
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OBJETIVO. 

Identificar antígenos de M.habana capaces de inducir reacciones de 

hipersensibilidad tardía (DTH} en cobayos sensibilizados con Mycobacterium 

/eprae y Mycobacterlum habana. 
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MATERIAL Y METODOS. 

Micobacterlas. 

La cepa de Mycobactyerium habana TCM 5135 fue cultivada en medio de 

Youmans, modificado por Proskauer y Beck (PBY) en condiciones estacionarias 

durante 5 semanas a 37°C. Esta cepa fue donada por el Dr. M. J. Colston del 

National lnstitute for Medica! Research, Mili Hill, Londres, Gran Bretaña. 

Los bacilos de Mycobacterium /eprae-se obtuvieron a partir de tejidos 

infectados de armadillo, proporcionados ~or ior._ Fa~;to Quesada Pascual Del 

Departamento de Inmunología de. la Escuela Nacional de Ciencias Biológicas, 

IPN. 

Los extractos solubles: de e~tos bacilos fueron obtenidos por sonicaclón 

(100 W/15 minutos) seguida de centiifug~cióná 12,500 g en una centrifuga 

Beckman J2-MC durante 15 minÜtos a 4ºC. Al sobrante se le determinó la 

concentración de proteínas por el"~etodode LÓwry __ <191 y se conservó a -70ºC 

hasta su uso. 
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Electroforesis de proteínas en geles desnaturallzantes de 

poliacrilamida (505-PAGE). 

Se realizó la electroforesis de proteínas de acuerdo al método descrito por 

Laemmli (17) de un sistema discontinuo de reguladores. 

Los geles se_, prepa~aron mezclan_do las ~olu:ciones indicadas en el 

apéndice, ·clep~~di~~do ;·~~ l~;_cor11:1mtr~ci6A de~~~d;:de]
1

g~l~c>n¿entiador. y del 

gel de resoluCÍón .. 'Par~ ;.pre'parar los· gel~s prin;e;~ se{ltaéió ~n la cámara la 
., ~ ~: 

mezcla . pára . formar ; el /gel (fj~ reso1JC1ón;'--Ínme'ci1áiamenie 'después de . tiaber 

vaciado en, lacÍím~ra•.·~1 gef{y_a~tei(de'.~ue;i5'611m'erii~ra; 1e.ca:locó_sobre la 

mezcla una- capa de butanol saÍÚr~do ~o'ri ;;9~á ~Ón ' el propósito de qu~ la 

superficie ,del gei·~Úed,a,_ra ~l~n-á/se;,dejÓ poli~erizar por i~~~e~os una hora, 

transcurrido' ésíe ti:~~º se ellmiriÓ el 'exceso de but~~ol°con ágúa 'corrienie 'y se 

secó la superficie(~;; ; ge,1
1 

co-~ : papel . par~- ~oiieriornieri~~ ¿~¡~~~'; el -gel 

concentrador. Par~ I¡ 'prep~r~Óión' d~L gel concehtradbt ·~~ n'.¡ezclar~n 
perfeciamente l~s reacÚv~s e~ l~s proporciones Índi~ad~s ;r1 el 'apéndic~ y se 

vació en la cámara, en donde ya se encC>ñtraba formado el gel de resolÜc
0

lóri, 

inmediatamente se. ~~lo~b el ~elrÍ~anies de -~u~ poi1~er1iara: un~-vez ~~ép~racfo 
' . .~ - - ., - . - - - . . .. ,- - - . - -- . -:.:::_ 

el gel se colocó en,iá cámara de elec!Íoforesis y se llenó ésta con el regulador de 

corrimiento (ver ,apéndice). 
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Se corrieron geles de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) de 3 mm de 

espesor y 12 cm de longitud, a una concentración de 5%/13.5% (gel concentrador 

y de resolución, respectivamente) y 5%/17.5% con extracto soluble de M.habana 

y marcadores de peso molecular conocido. Se utilizó un peine ciego con 2 

carriles, uno de 0.8 cm de longitud en donde se colocaron los marcadores, y el 

otro de 12 cm de longitud, en donde se colocó el MHSE, colocándose una 

cantidad de 600 mcg de antígeno, las muestras fueron tratadas con regulador de 

la muestra (ver apéndice) (v/v) previamente al corrimiento electroforético, el cual 

se realizó con una corriente constante de 30 mA por placa . 

Para realizar el corte del gel y separar las fracciones proteicas, se cortó el 

carril con los marcadores, se enjuagó con agua bidestilada y posteriormente se 

sumergió en una solución de CuCl2 al 4%, apareciendo los marcadores en 5 

minutos, ésta es una tinclón negativa, ya que el gel se tiñe de azul, no así las 

proteinas. Posteriormente, la parte con los marcadores fue acoplada al resto del 

gel y con referencia a ésta fue cortado el gel en las siguientes fracciones 

proteicas: >60 kDa, 60-30 kDa, 30 kDa y< 30 kDa. 
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Electroelución. 

Con el fin de purificar las proteínas se utilizó la técnica de electroelución, la 

cual consiste en una electroforesis que tiene como propósito aislar la proteína del 

resto del gel. 

Cada una de las fracciones proteicas se trató en forma independiente; el 

gel se cortó en pedazos pequeños los cuales se introdujeron en los tubos de una 

cámara de electroelución modelo BIORAD 422, los cuales constaban de· un 

contenedor con una membrana que era removida de acuerdo a la frac~ión tratada; 

una vez montada la cá~ar~: ést~ se. llenó con ~l~egÜlad§r d¡ c~rri;ie;,to. 

El corrimiento elei:trofcirétlco se realizó con Una 'corriente constante de 40 

mA. durante 4 horas por t,ú1c~i~2 \ 0JlrOt~i~aº /l~_¡Í. pro,t~Í~~~; se. colictaron en 

volúmenes de 0,6 mi de, regulador de corrlmientO. f~ ' . 
. -: ,;,:..- .,,_.' 

Para eliminar las sales. del regí.dador cle.éÓrrlmienta' (ver apéndice), cada 
·:·:'.:. ··;·.',;'~~;,,' ;:~~\~'· ~.:·L~·~> ~:,~,~, -/;;t;/~:··,;t::~> . .f.<:.;~ .. ·fY:E.z:··,i)''.::-. :·)'<'.·- . 

una de las fracciones proteicas se dl.aliz,ó~co~tra un voiumen.de,2 .litros de agua 

bidestilada en refrigeración; hacie,ndo02da
0

rnbÍos'~/~on ~~ita~iÓn~~ritinúa. 

Para eliminar el agua, las fraccione~ fueron sometida~ a.liofilización, para 

posteriormente ser resusp'endiclas en 1 ·mi de ·soiúció~ salina al 0.85% y 

congeladas a .7ooc. 



Se determinó la concentración de proteínas de cada fracción por el método 

de Lowry (19), posteriormente se corrieron geles al 3%/10% para comprobar que 

las fracciones correspondían a su peso molecular, y se tiñeron con azul brillante 

de Coomassie R-250 durante una hora, quitando el exceso de colorante con 

solución desteñidora. 

lnmunoelectrotransferencla (Western Blot) (12,38). 

Cada una de las fracciones proteicas de M.habana obtenidas fueron 

sometidas a electroforesis y transferidas a papel de nitrocelulosa. 

La electrotransferencia se llevó a cabo colocando sobre la rejilla del equipo 

de electrotransferencia tres papeles filtro previamente empapados en regulador 

de transferencia, Inmediatamente se colocó el gel y 'sobre éste el papel de 

nitrocelulosa cortada al tamaño del gel evitando la formación de burbujas entre 

ellos; sobre el papel de nitrocelulosa se colocaron otros tres papeles filtro y una 

esponja empapados también con regulador, se cerró la rejilla y se colocó en la 

cámara de electrotransferencia sumergido en regulador, verificando que el gel 

quedara orientado hacia el polo negativo y la membrana de nitrocelulosa hacia el 

polo positivo. La transferencia se realizó a 300 mA durante 2 horas. 

La nitrocelulosa fue teñida con una solución de amida negro en alcohol 

isopropilico al 0.1 % y el exceso de colorante fue eliminado con solución 

desteñldora, para comprobar que la transferencia se había realizado 

correctamente. 



Posteriormente otra membrana de nitrocelulosa que contenía también las 
' ' ' 

fracciones proteicas· de M.liabána se cortó· en. pequeñas tiras para analizar las 

fracciones por separado. 

,.·¡ 

Las tiras '.de ·~itrocerui~~a · tjue contehia~ a los marcadores de peso 

molecular fue-ron' teñ-idas con una solución de ámldo negro al 0.1% y el exceso de 
.. -... '._ .. <-,~/"~.'.::·'.-··.-:;>1:;, ::.:·,- ;:.;·:_ ·->-··).:~< 

colorante fue eliminadó corí Í.ma ifolución deteñidora.' 
'' '.,:;:. ;;._,;-

,·-~ .·,. 

El resto de las. iÍ~as d~ · nlt~océl~ios~(~e hl(lquearon co~ leche d~scrémada 
~ .. . : . . - . . . - .. ' .. '.: . ' -· -, __ , "' . ' . : . /, . - . . ' ., "' .i . ' , .. ·. ' , .. ' 

durante 30 minuiosa temperatura aniílientey ei'exceso'de hloqUeador sé eliminó 
.,¡." ''~:~,--

con tres lavadós Útil izando PBST.'Las tiras que ''contenían fracciones >30, <30, y 
'. ._ .. '.''."..· :<:·' ·;~_,,'·~ ¡;',., :~"' .. _,-,.-,_-· _¡_>, ·:··:;:c.-··;;,:_. 

30 fueron lncubad,as con un ántié,~;rpo rnónoclÓ_nal de.~~tón ·~~-~tía el.doblete de. 

la proteína de .' 28/30k0a,:Y las"iir;i con' las ;fraccloi1e~ ·. 60~30 iY >so fueron 

Incubados co~ ~u~~o d~ratón ~ci~ra;-¡~- piotein~~cj!{CCil~qté té'r~Í~o d~ 60 kOa, 

durante toda la noche. a ternp~,r~t~ia a¡blente. En t¿~os lo~ c~ios lo_s an;lcuerpos 

se utilizaron dilÚid~i· 1: 100 en réguládor del' anticuerpó: ü~~ .;~~ transcurrido éste 
- -· ' ' ' -- - ' ., -

tiempo sé elim'inó el primer anticuerpo 3 lavados con PBST y ·5~ procedió a 

incubar dul~ni~'2 horas a temperatura ambiente con conj~g~~o d~ cabra~nii-lg 
,, '. :··,·.'.--·· 

de ratón unido . a peroxidasa. diluido 1 :3000 en regulador ·del' anticuerpo. 

Posteriormente se lavaron las membranas dos veces con PBST y una vez con 

PBS, 

Por último, se procedió al revelado de las transferencias con 3-amino-9-etil

carbazolona como cromógeno y peróxido de hidrógeno como sustrato. 
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Inmunización. 

Se formaron tres grupos de 5 cobayos hembra de la cepa abierta Hartley 

de 300·350 g cada uno,'.~I primer grupo fue inmunizado intradérmicamente en 5 

sitiós diferentes de la ba~e'éle1' cll~u~:·.con una suspensión que contenía 5 x 109 

bacilos muertos por calor de,.M.léprae, el segundo grupo fue inmunizado de la 

misma forma c6n U~~ s~~pen~Íó~ que contenía 5 x 109 bacilos de M.habana 

muertos por calor y él iéri:,~r grÜpo no fue inmunizado 

Desp~és'ia )seÚinL. los tres grupos de cobayos fueron inoculados 

intradérmlcament~ cdn c~cf~ f;~cclbn proteica de M.habana a concentraciones efe 

0.1, 1.0 y 10 még/0.1'.ml(8) y con extractos solubles de M.leprae y M.habana a 

una concéntr~ciórid~"s mcg, ~~i como un testigo de solución salina ~; 0.85% y un 

testigo de g~I q;¡~·~~ obtuvo del corrimiento de un gel al 10% con soluciÓn salina 

en lugaíde ext;~~to rri'icob~cterlano (MHSE) para verificar que ~I g':fpor sí s~ro 
no inducia CJTH.· . 

La Induración se midió a las 2.4 y 48 horas, considerándose positiva si el 

diámetro de la misma era igual o mayor a 5 mm. 



5 X 109 M./eprae 

muertos por calor i.d. 

ó 

5 X 109 M.habana 

muertos por calor i.d. 

Cobayos Hartley 

ESQUEMA DE INMUNIZACION 

DTH i.d. con: 

5 mcg de MLSE _ 

o 

5 mcg de MHSE 

FRACCIONES PAGE 

(0.1, 1.0 y 10 mcg/0.1 mi) 

j 
4 semanas > ~~Induración 

- ~- 24h 

48 h 

Flg.1. Esquema de lnmunlzaclón._-Protocolo utilizado para sensibilizar a 

los cobayos con M.habana ó Ú1~prae y posteriormente retarlos con _las fracciones 

proteicas de M.habana. (Merha et. al., lnfect. lmmun. 1979, 23:- 787): 
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Resultados. 

Se obtuvieron los siguientes grupos de fracciones proteicas a partir de 

MHSE: >60 kDa, 60-30 kDa, 30 kDa, <30 kDa y >30 kDa. 

Para verificar _los pesos moleculares de las fraccione~-, proteicas de M. 

habana obtenidas se corrieron las fracciones en geles de poliacriiamida a una 

concentración de 3%/10%, posteriormente se transfirieron a . membranas de 

nitrocelulosa, una de las cuales fue teñida con amido negro (Fig.2), en donde se 

observa que las fracciones corresponden a los pesos moleculares esperados. 

La otra membrana fue revelada con diferentes _ anticuerpos (Flg.3), 

encontrándose que las fracciones >60 kDa y 60-30 kDa contenlan la proteína de 

60 kDa, y las fracciones >30 kDa y 30 kDa contenían la proteína de 30 kDa, no 

asl la fracción < 30 kDa. 

Para probar la capacidad de dichas fracciones para Inducir . DTH se 

Inmunizaron grupos de 5 animales de 1 año de edad y de 450:600'·-~ d~ pesb eón 

bacilos de M.leprae o M.habana, respectivamente, muertos por~ii°lor:'o~~pués 
de 4 semanas todas las fracciones fueron probadas lnyectá~dose _ ~n ¡~-¡~~ 1'.d. a 

tres diferentes concentraciones: 10 mcg/0.1 mi, 1 mcg/0.1 mi y 0.1-~cg/~:1 ~I (B). 

Como controles de este experimento se utilizaron MHSE, MLSE;- solución 

salina (0.1 mi i.d.), asi como un testigo obtenido del corrimiento de un gel ~110~/o 
co_ri solución salina como muestra. 



Como grupo control se utilizó un grupo de 5 animáles no inmunizados, 

todas las fracciones, asi como el MHSE y el MLSE se utilizaron a las mismas . . . ' 

concentraciones que en los experimento~ anteriore~ pa,ra inducir DTH._ 

~' . ' . ~ -·· . -·_ . ' . 

Ninguna fracción fue capaz~,~ induckrespuest~'cie ~TH ·~·concentraciones 
de 0.1 mcg/0.1miy1 mc~/6.~ ~I (T~bl~r,. 

. . '.: '..-,·> . - ':. ' . " 

:' : __ -.. : '.;. - ~'-'-: .-- . _- ·:_·:.- ·.:. . . .: •' - ' 
Todas las fraccione~ a una conc~ntra~iÓn d~ 1 O mcg/0.1. mi fueron capaces 

de inducir. DTH tanto en cpbayos- ~ensil:ÍiUz3dos .·c.on·::Mhabana como con 

M.leprae. siendo mayor en lo~ anlm~le~l~munizados con M.habana (Tabla 1). 
~·o::. -.,.·, 

NI la solución salina ni el 
1

tes§éH~ g~~ fueron capaces de inducir 

respuesta de DTH en ninguno de los cobayos' (Tábla 1 ). 
-_-,-_,·-o ·-·.- -e;}---- ' 

:~>~~ '-o__,. 

, 

La fracció~ <aci kD~. fil~ c~~aZAi. ind~clr la mayor respuesta de DTH en 

ambos grupos de cobayos; ca'usan~o 11'eciro~ls (Tabla 1. Fig.4). 
·:-;o':,.-'.-;;--;-;"'-;-

·;·::' ::< :~:'.~:. 

Todas las fracciones a Una ~'6nc~i:tración de 10 mcg/0.1 mi indujeron DTH 

en los cobayos no Inmunizados;~~~ lo 1~~ese repitió todo el experimento con los 

mismos coniroles, ~tllizán~o~'~ ;6o~~~cis ¡;~ riienor edad y menor peso, ya que los 

anteriores éxce'~i~~I~ edad ~~i ~~~~ ~;;~~lecidci~" (Tábla 2). 
~';·~:--- - .,2·:;,~-0.~'.~~~~~~-;~~-f ~:-.-~'.::;__ "~,..'-- ···-·,.'_" ,._ ;_ "-

Se 'volvieron alnmuniz~:2 grupos d~s1~\~~·;:es de 1 mes de. edad y de 

300 a 350 g de peso con ~~611os· de ; M.l~pra'e; Ó ~:haii~na/ resp~~tivamente, 
-~ :'._'. •• , i,':~,'._, ¡,<.:,':::-:- ,,;_~ {, :.::·' ,H..,.,o, ~;:: '' ,p'•" 

muertos. po(calÓr; Despüé~ dec4 seÍna~aS: toda; las" fraccÍ'on~~f u~'ron probadas .· 

inyectándose en forma i,d. a tres ~ife~ent~tc~l1~e~tr~ciones: .10 l1Ícg/0.1 mi. 1 

mcg/0.1 mi y 0.1 mcg/0.1 mi. 



En este experimento, ninguna fracción fue capaz de inducir respuesta de 

DTH.a concentraciones de 0.1 mcg/0.1miy1 mcg/0.1 mi. 

Todas las fraccione-s a una concentración de 10 mc~/0.1 ·mi fueron capaces 
~ . ' . . _, 

de Inducir _ DTH · tanto en cobayos sensibilizados ·con· M.habana como con 

M.leprae, siendo mayor en los animales inmunizados co_n M.habana (Tabla 3). 

Ninguna fracción fue capaz de inducir respuesta de DTH en cobayos no 

inmunizados a ninguna concentración (Tabla 3). 

NI la solución salina ni el testigo fueron capaces de inducir respuesta de 

DTH en ninguno de los cobayos (Tabla 3). 

La fracción <30 kDa fue capaz de inducir la mayor respuesta de DTH en 

ambos grupos de cobayos causando necrosis (Tabla 3. Flg. 4). 

Debido a que dicha fracción <30 kDa tenia residuos del colorante (Azul de 

bromofenol 0.03%) presenie en el regulador de la muestra se procedió a analizar 

si la inducción de DTH fue provocada por la fracción proteica o por el colorante, 

para ello, se corrió un gel más concentrado (5%/17.5%) para obtener la misma 

fracción sin residuos de colorante (<30 s/c) la cual fue capaz de inducir respuesta 

de DTH casi de la misma magnitud que la que contenía colorante (Tabla 4). 



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

o ... g 
V 

-97.4 

-- -66 ... •• -·~ -29 ........ .. -.r 

Flg. 2. lnmunoelectrotransferencla de las fracciones proteicas de 
M.habana, teñidas con amldo negro al 0.1%. Carril 1 fracción >60 kDa. carril 2 
fracción de 60-30 kDa. carril 3 fracción >30 kDa, carriles 4. 5 y 6 fracción de 30 
kDa, carril 7 fracción <30 kDa. carril 8 gel sin antígeno, carriles 9 y 1 O marcadores 
de peso molecular: Miosina (205 kDa). 8-galactosidasa (116 kDa), fosforilasa 
(97.4 kDa). BSA (66 kDa), ovoalbúmina (45 kDa). G3PDH (36 kDa). Anhídrasa 
carbónica (29 kOa), tripsinógeno (24 kDa), inhibidor de tripsinógeno (20 kDa). 
lactalbúmina (14 kDa). 
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2 3 4 5 6 7 
___ 4""b"-º-·-._c_e"'5;......_ ~ 

l!,:;.) ".}.L_,.~ .!..i.-. .!..1.... 

.~ ~ ~ 

¡ :-- "j 
1

' ' .,~. -97.4 
~·- ¡-66 

. -29 
!.¡: 

,;--:~ 
f ~ 

Flg. 3. lnmunoelectrotransferencla de fracciones protélcas de 

M.habana reveladas con ~iferentes sueros'. . Carriles 1, 2 y 3 revelados con 

suero de ratón contra la protelna de choque térmico de 60 kDa, carriles 4, 5 y 6 

revelados con anticuerpo monoclonal de raton · contra el doblete 28/30 kDa de 

BCG (Complejo 85). 
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DTH EN COBAYOS INMUNIZADOS CON MICOBACTERIAS (24 H) 
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~ Mycobacterium habana - Mycobacterium lepra• [=:::J NO INMUNIZADOS 

Fig. 4. DTH en cobayos inmunizados con M.habana o M.leprae y 
retados con fracciones proteicas de M.habana. Grupos de 4 animales de 300-
350 g de peso fueron inmunizados con 5x109 bacilos de M.habana o M.leprae 
muertos por calor en la base del cuello. Después de 4 semanas cada grupo se 
retó en forma intradérmica con 0.1, 1 y 10 mcg de las fracciones proteicas de 
M.habana, 10 mcg de la fracción proteica de < 30 kDa sic (sin colorante azul de 
Bromofenol), 5 mcg de extracto soluble de M.habana (MHSE), 5 mcg de extracto 
soluble de M.leprae (MLSE). Cada barra es el promedio de induración de los 4 
animales a las 24 h. NOTA: Los cobayos no inmunizados no aparecen en la 
gráfica porque no hubo respuesta de DTH. 



Fig. 5. Inducción de OTH (48 H) con fracciones proteicas de M.habana 

en un cobayo sensibilizado con M.leprae. Las fracciones proteicas se 

encuentran a una concentración de 1 O rncgl0.1 mi en el siguiente orden: 

1>60 kDa lso -30 kDa > 30kDa 

bokDa I< 30 kDa < 30kDa s/c 
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DISCUSION. 

Puesto que se desconoce la existencia de un reservarlo. para ef M./eprae 

excepto el hombre, puede sugerirse que los individuos infectados sin diagnóstico, 

son la fuente principal de la propagación de la enfermedad, por lo que la clave del 

control y erradicación de la lepra es la identificación y tratamiento de los 

enfermos:· 

A pesár del des~nvolvimlento de una. ,;,ultiiud. de procedimientos complejos 

para la evaluaí:lón ·. de . la respllestá inmune . celular,' la . prueba cutánea de 

hlpersenslblildad t~~~í~ ··~~· co,~si~e~a ~·drno Ótil instrumentó de diagnóstico (37). 

En la · ·¡~f~~clÓ~ '.Jep~osa;"; las·, mico bacterias ·persisten como parásitos 

Intracelulares; por lo que la inmunidad ceÍÚÍ~(qJe'.~asl'siernpre 'sé. correlaéiona 
-·;_,e_,.·~-·- . 

con la hipersensibilidad tardía lntenliene.dii m'iiiilír~~rudal~;n ,;¡ defensa .. del 

hospedero (10,21,25), 

En estudios recientes se ha encontrado que M.'habana protege en un 100% 

a ratones contra la infección con M./eprae, además de ser cuftivab.le in'vítro.Con 

fa intención de identificar antigenos de M.habana que puedan indu6ir r~spu~stas 
de hipersensibilidad tardía (DTH) en animales sensibilizados con M./eprae o 

M,habana. se obtuvieron fracciones proteicas de MHSE. Las fracciones obtenidas 

fueron las siguientes: >60kDa, 60-30 kDa, 30 kDa, <30 kDa y >30 kDa. 
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Todas las fracciones fueron probadas a concentraciones de 0.1. 1 y 10 

mcg/0.1 mi, tanto en los cobayos sensibilizadcis con M.habana o M.leprae como 

en los cobayos no. inmunizados. 

Debido a qu·e en el experimento las fracciones indujeron respúesta de DTH 
; . :·_ :,, ·- . - .. - - . 

en los cobayos no inmunizados eri úna concentración de 10 mcg/0.1 mi, se repitió 

el experimento' con .cÓb~~o'i.de m~n~r edad y peso. 

Ninguna· d~· 1~s fr~ccioll~s indujo 'respuesta de DTH a concentraciones de 
'-· e' - .· ¡•;-O . .-:· . - •- ' 

0.1 y 1 mcg/0.1 mi, en ninguno de los dos experimentos, IÓ que demuestra que 

esas dosis llo son' capac~s·d~lnduclr ~~spue~ta de hipersensibilidad tardía bajo 

nuestras condicio~e~·d~ ti~b~jd.< . 

. ' ' 

Todas las'.fra~~iones -~'.u~a ~óncentraciÓn de 10 mcg/0.1 mi indujeron 

respuesta de OTH~ 1a'ní6 ~~· dobayos sensibilizados con f•ihabana como con 

M.leprae en lo;i dos el<perimentos, lo que demuestra reactividad cruzada entre 

ambas micoba~teri~s .. '. 
~--~·:~,-_,,-,, r··"-

• :' ~~--. ~'. '-"·-~o 

En e.I primer ex'pe.rimento.' como ya se ha mencionado, todas las fracciones 

a una con6e~~i~ciÓ~ cir10 rncg/0.1 .mi Indujeron respÚ~sta de DTH en los 

cobayos no in~Üniz~~do~. lo cU~1 ~~do haber sido porque s~ ut¡lizaron cobayos de 

mayor edad, que al 'est~( ~;, ~o~t~ct~ con m1c'~b~ctéri~; d~I medio ·ambiente 

durante tanto tiempi. puJier~~ haber gen~rado . respuesta Ín~une ~on;ra eÍlas, 
--.. _-,-,- - .- . 

con epitopos de reacción cruzada con M.hab~na yM.l~prae. 
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Se repitió el experimento con cobayos. más jóvenes y ninguna de las 

fracciones Indujo respuesta de DTH en cobayos no inmunizados a ninguna 

concentración, confirmando la especificidad de l~s DTH. 

NI la solución sallna'ni el testigo .de gel indujeron respuesta de DTH en 

ninguno de .1~~ ·cob~i~s.' en .ningún experimento, lo cual confirma que las 

respu~stas de. DTH · efecÍÍvamente fueron causadas por las fracciones proteicas y 

no por la solÚción salina o algún componente del gel. 

La Úa~clónque Indujo la mayor respuesta de DTH en ambos grupos de 

cobayos y en ambos experimentos fue la fracción <30 kDa. 

En· el grupo de proteínas <30 kDa existen epítopos comunes entre 

M.habana y M,.Íeprae como el epítopo de la proteína de 18 kDa (18), el cual 
"-.-· .. -. 

podría ser un antígeno de reacción cruzada entre ambas micobaterias, ya que es 

una proteína. de-clioque térmico. También se sabe de la existencia de otra 

protéína de choque térmico de 10 kDa que presenta M./eprae, la cual también 

podría estar presente en M.habana y presentar epitopos de reacción cruzada 

(20), 

Estrada García y colaboradores analizaron la capacidad de JO péptidos 

para inducir respuestas de hipersensibilidad tardía en cobayoi ieri'~f~ili~~~os con 

M.leprae o con BCG. Los péptidos corresponden a la secuendi~ d~··a~l~oiÍcidos 
de las proteínas de M.leprae de 65 kDa. 28 kDa, 18 kDa, el pép0tldb·d~ Íaprotein~ 

--· . - . - - ... ,-·-···:-;- .,., ., __ -.-

de 18 kDa fue capaz de inducir reacciones positivas de DTH eii más del 40% de 

los animales Inmunizados con M.leprae. lo cual confirma la capacidad de la 

proteína de 18kDa de Inducir DTH (8). 
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Andersen y Heron estudiaron la respuesta inmune celular de memoria 

contra diferentes fracciones de Mycobacterium tuberculosis en ratones Infectados 

con Mycobacterium tuberculosis, las cuales fueron purificadas de acuerdo al 

método descrito por Sadamu Nagai y colaboradores (23) y encontraron que las 

fracciones < 20 kDa fueron las que mostraron una mayor respuesta celular, en 

especial Ja fracción de 14.4 kDa (2), lo cual coincld!l con nuestros resultados de 

la fracción < 30 kDa. 

También es Importante considerar la fracción de 30 kDa, ya que aunque la 

respuesta de DTH fue menor que con la fracción <30 kDa, la respuesta de DTH 

es aceptable, y esta fracción es importante ya que en trabajos anteriores, 

estudiando la respuesta inmune humoral de pacientes con lepra hacia antígenos 

de M.habana, se encontraron anticuerpos de la clase JgG contra una proteína de 

aproximadamente 28/30 kDa, los cuales no fueron encontrados en pacientes con 

tuberculosis pulmonar activa ni en individuos sanos. En el caso de M. tuberculosis, 

se ha observado un alto titulo de lgG contra el doblete 28/30 kDa en pacientes 

con lepra lepromatosa, no así en pacientes con lepra tuberculoide (6,8,26). 

Como pudimos observar, la fracción > 30 kDa, a pesar de tener mayor 

cantidad de proteínas no fue capaz de Inducir una respuesta tan alta como la 

fracción < 30 kDa, Jo mismo podemos observar con el extracto completo MHSE, la 

cual induce una respuesta parecida a la fracción > 30 kDa, por Jo que suponemos 

que algunas fracciones > o = 30 kDa pueden estar suprimiendo el efecto 

protector. 
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Desde el descubrimiento de Ja tuberculina por Koch, el cobayo ha sido 

reconocido como el mejor animal de experimentación para el estudio 

inmunológico de micobacteriosis. Las bases de este hecho, son su elevada 

suceptibilidad a la infección con tuberculosis y el alto grado de hipersensibilidad 

tardía que desarrolla después de la Infección con Mycobaterium tuberculosis o 

inmunización con antígenos de micobacterias. Este hecho coloca al cobayo como 

el modelo experimental ideal para ensayar posibles reactivos para pruebas 

cutáneas de hipersensibilidad tardía. 

La capacidad de montar respuestas inmunológicas de tipo celular contra 

antígenos de micobacterias puede encontrarse bajo control genético, y por lo 

tanto es importante considerar este hecho junto con la futura caracterización y 

desarrollo de antígenos definidos para uso diagnóstico. Con base en lo anterior, 

es fácil suponer que la variabilidad en nuestros resultados y las respuestas de 

DTH positivas en los cobayos no Inmunizados en el primer experimento pueden 

deberse a la edad (a mayor edad, mayor exposición a las mlcobacterias, en 

general) y al uso de una cepa abierta de cobayos Hartley. 

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que las fracciones de 

MHSE pueden ser utilizadas para el estudio de reacciones inmunológicas a 

antígenos de M.leprae. Existen otras preparaciones como la lepromlna y Ja 

leproslna A (mezclas complejas obtenidas a partir de bacilos de M.leprae muertos 

por calor o radiación) ampliamente utilizadas para este fin, aunque dichas 

preparaciones son útiles bajo muchas condiciones, carecen de especificidad para 

la detección de DTH hacia M.leprae. 
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CONCLUSIONES. 

1.- Todas las fracciones a una concentración de 1 O mcg/O, 1 mi fueron 

capaces de Inducir respuestas de DTH, tanto en cobayos. sensibilizados ·con 

M.habana como con M.leprae, lo que demuestra reactiv.ida.d cruzada entre ambas 

micobacterias 

. ' ,•· 

2.- La inducción de D.THfue'mayor en. los animales inmunizados con 

M.habana. 

3.- La fracción .<30 kDa fue cápaz'de inducir la mayor respuesta de DTH en 
_,:.·,~-

ambos grupos de cobayos. 

4.- Ninguna de las .'fracciones fue capaz de inducir respuesta de DTH a 

concentracione~de o:~\~~~/0!1 m1/1 mcg/0.1 mi. 

5.- Todas las fracciones' a una concentración de 1 O mcg/0.1 mi indujeron 

respuesta de DTH en cobayos no inmunizados de 400-500 g de peso de un año 

de edad. 

6.- Ninguna de las fracciones fue capaz de Inducir respuestas de DTH en 

cobayos de 300-350 g no Inmunizados a ninguna concentración, confirmando la 

especificidad de las respuestas de DTH. 
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7.- Ni la solución salina ni el testigo de gel fueron capaces de inducir 

respuestas de DTH en ningún grupo de cobayos, lo cual confirma que las 

.respuestas de DTH fueron causadas por las fracciones proteicas y no por la 

solución salina ni por algún componente del gel. 

8.- Nuestros resultados sugieren que todas las fracciones obtenidas fueron 

buenos reactivos para la Inducción de DTH en cobayos sensibilizados con 

M./eprae o M.habana. Aunque la fracción <30 kDa es la que indujo mejores 

respuestas de DTH. 

41 



APENDICE. 

1.- MEDIO DE CULTIVO. 

- Medio de Youmans modificado por Proskauer y Beck (PBY). 

Asparagina 0.5 g 

K2H2P04 0.5 g 

K2S04 o.os g 

Glicerol 2ml 

H20 destilada c.b.p. 100ml 

Disolver l~s ingredientes.en el agua .en el orden descrito, asegurándose que 

cada uno se disuelva completamente antes de agregar el siguiente. Ajustar el pH 

a 7.0 con NaOH al 4b% '.y agregar 0.15 g de citrato-de magnesio. Esterilizar a 

121ºC durante 20 mÍ~uto~. 

2. - DETERMINACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE LOWRY. 

Reactivo A. 

Tartrato de sodio y polaslo al 4% 2 mi 

Carbonato de sodio al 3% en NaOH al 0.1% 94 mi 

Sulfato de cobre al 1% 4 mi 



Adicionar 3 mi del reactivo A a Ja muestra y mezclar. Después de 1 O minutos 

adicionar 0.5 mi del reactivo de Folin diluido 1 :2 con agua destilada y mezclar. 

Preparar una curva de calibración con una solución de albúmina con un limite de 
. :.·. ' ·' 

concentración de 20 a 200 mcg de protelna. Incubar por 30 minutos y leer Ja 

densidad óptica a 650 nm. 

3.- ELECTROFORESIS DE PROTEINAS (SDS-PAGE). 

- Acrilamlda/blsacrifamida 30%/0.8%. 

Acrilamida 

Bisacrilamida 

150 g 

4g 

Disolver Ja acrilamida en 200 mi de agua destilada y deslonlzada. Disolver Ja 

bisacrilamida en 100 mi de agua bidestilada previd'calentamiento. M~zclar las 

soluciones y ajustar el volumen a 500 mi: Filtrar a travé~ de papel Whatman No.1. 

Conservar a 4ºC en frasco ámbar. 

-SDS10% 

Dodecll sulfato de sodio (SOS) 

Agua bidestllada c.b.p. 

- Solución de eJtlotreltol 1 M (eTT). 

10g 

100ml 

En un tubo Eppendorf pesar entre 0.1542 y 0.2313 g de en. Calcular por 

regla de tres el volumen requerido para tener una solución 1 · M' (PM=1 S4.24¡. En 

otro tubo Eppendorf medir el volumen anterior y hacer u~~::m~rca qui! servirá 

como guía para el aforo del tubo con el en. Afórar, disolver y conservar~ -2ooc. • 
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Reguladores para geles de poliacrllamida en condiciones 

desnaturalizantes con SOS y OTT (PAGE). 

a) RB SX (Regulador para el gel de resolución). 

Tris-HCI 2M pH 8.8. Pesar 121.1 g de Tris-base, disolver en un volumen 

menor a los 500 mi y ajustar el pH a 8.8 con HCI concentrado: Aforar a 500 mi con 

agua bidestilada. · 

b) SB SX (Rflgulád~r ~·~~a ~I g~í'concentrador) •.• 
Tris-Hc12in ~H 8'.~:·~·;~arj~1 :f}ci~·~;i~:~~;~. di~olve; en· 120 mi y ajustar 

pH a 6.8 con HCI ~onc~~tÍad;;;Af~rara20Dml co~ aguabidestilada . . ·. ~ _·:: -.~.<~,:~- ·;_ -~:<:~ .. ;~·:-;_,~-- "->:~-: - " 
-.- .,-:.:· •• L 

·Regulador de corrimlento'10X. 

Tris-base· •. 15 g 

Glicina 
. - :: . . :·, ,. ~-

. 72 g • 
Agua bidestilada é.b.p. 500 mi . 

Oiluk.1:10 con agua bldestilada; agregar 100 mi de reg~ládor de corrimiento 
' . . 

10X. 890 mi de agua bldestilada y 10 mi de SOS 10%. M~z~lar lós .reactivos en 

orden. 

- Regulador para la muestra 2X. 

Tris-HCI 200 mM pH 8.4 

Sacarosa 

EOTA5mMpH 8 

Azul de bromofenol 0.03% 

Solución conc. 

1M 

0.5M 

0.5M 

1% 

para 100 mi 

20ml 

17.115 g 

1 mi 

3ml 



Para utilizarse con la muestra en el gel: 

Regulador de la muestra 

sos al 10% 

DTT1 M 

- Butano! saturado con agua. 

400 mcl 

90mcl 

10mcl 

Mezclar 80 mi de n-butanol con 100 mi de agua. Mezclar enérgicamente y 

dejar que se separen las dos capas. Colocar la capa superior (butano!) en una 

botella con 15 mi de agua. 

- Geles al 3%/10% (gel cor;icentrador (S)/gel de resolución (R)). 

para 10 mi de R para 5 mi de S 

Agua 4.5ml 3.178 mi 

RB 2.0ml 

SB 1.25 mi 

Acril/bis 3.335ml 0.5 mi 

sos 10% 0.1 mi 50.0mcl 

TEMED 5.0mcl 2.5mcl 

APS10% 50.0 mcl 20.0 mcl 



- Geles al 5%/17.5% (gel concentrador (S)/gel de resolución (R)). 

para 10 mi de R 

Agua 2.01 mi 

RB 2ml 

SB 

Acrll/bis 5.Bml 

SDS10% 100 mcl 

TEMED Smcl 

APS10o/o somcl 

- Solución de tinclón para geles. 

Azul de Coomassie RG-250 0.2% 

Acido acético glacial 10% 

Metanol 20% 

Aforar con agua destilada 

- Solución fijadora y deateñldora para geles. 

Metanol 30% 

Acido acético glacial 10% 

Aforar con agua destilada 
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para 5 mi de S 

2.84ml 

1.25ml 

835mcl 

50mcl 

2.Smcl 

25mcl 

0.2g 

10.0ml 

20.0ml 

100.0ml 

30.0ml 

7.0ml 

100.0 mi 



4.- INMUNOELECTROTRANSFERENCIA (WB). 

- Regulador de transferencia 5X (5XTB) 

Tris-base 125 mM 

Glicina 960 mM 

Agua destilada c.b.p. 

15.15 g 

72.0g 

1000.0 mi 

Para usar preparar regulador 1X TB: 

5XTB 

Metanol20% 

Agua destilada 

200ml 

200ml 

SOOml 

- Regulador de fosfatos y salina (PBS) 10X 

NaCI 80.0g 

KCI 2.0g 

Na2HP0412H20 8.64g 

KH2P04 2.0g 

Agua destilada c.b.p. 1000.0 mi 

Para usar diluir 1: 1 O con agua bldestilada. 

- Regulador de fosfatos y salina con Tween (PBST 1X). 

5X PBS 200 inl 

Agua destilada 

Tween20 

800ml 

0.5ml 
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- Solución de bloqueo. 

Leche descremada al 5% en PBS 1X. 

- Regulador del anticuerpo. 

Leche d~s~remadá ~11'o;. en PBST 1 X. 

- Soh.Íción"éle revelado para conjugado con peroxldasa. 

1) 3 allÍino~ 9 ¡t¡;-C~t~~:lona. 
- DisolveÍ::6 ~g d~ '3"'.~ifii~o,. 9 elil'carbazoiona en. 1.25 mi de N,N' 

"' ' . 
dimetilformamida. . • , .... 

"Mez¿lar 2S mi de r~gllládorde ac~tatÓs O.OS M pH 5.0 con 25 mcl de H202 

ai30%. 

- ~ezclar 1ás s~lucloneS~rep~iadas. 
- Parar la reacción con agua. • 

2) Regulador de acetatos. 

Solución A; Acido acético 0.2 M 

Solución B: Acetato de sodio 0.2M 

Mezclar volumen a volumen para obtener pH 5. 

- Solución de tlnción para transferencias (amido negro al 0.1%). 

Amida negro 10 B 

Acido acético glacial 

Alcohol isopropilico 

Agua destilada 

30mg 

3ml 

13.5 mi 

13.5 mi 



-·-·· --- .. -- -- . -
ESTA TIJIS NO DF.RE' 

SALIR üt l.A llBUOfE~A 

- Solución desteñidora. 

Metanol 45 mi 

Acido acético glacial 1 O mi 

Agua destilada 5 mi 

49 



BIBLIOGRAFIA. 

1.-Amezcua Ch.M.E., Castellanos G.G., Castro B.E., Escobar G.A., Estrada 

G.I., Estrada P.S., Flores A.O., Quezada P.F., Rodríguez R.O., Santamaria G.V. 

Lepra: Pasado, presente y perspectivas para el futuro. Publicación técnica del 

INDRE# 15, México, 1992. pp. 3-6, 15-18, 27, 33, 80-81, 91. 

2.-Andersen Peter & Heron lver. Speciflcity of a Protective Memory lmmune 

Resaponse against Mycobacterium tuberculosis. lnfection and lmmunity. 61 

(1993): 844-851. 

3.- Bellanti J.A. lnmunologla. Editorial lnteramericana. México, 1991. pp. 

242-251. 

4.-Britton W.J., Hellquist L., García R.J., Basten A. Antigens of 

Mycobacterium . leprae identified. b( fmm.unoprecipltatÍ~n ~th sera . from leprosy 

and tuberculosis palients. Clln. exp; lmmíinol. 71.(1988); 394-398. 

'~ o ; .' • 

5.- Collins F.M .. Morrison N.E., Watson S.R., , Fernandez .and Mitsuda 

Reactlvity in Guinea Pigs Sensitlzed with Heat-kill~d ·. Mycobacterium /eprae: 

Persistence and specificity of skin Reactivity to soluble and Particulate Antigens. 
- - -- -~-- - ~ --coo- -

lnt. J. Lepr. 51 (1983): 481-489. 

6.- Daniel, T.M. & Janicki, B.W. Mycobacterial Antigens: A review of their 

isolation, chemistry and immunologlcal properties. Microb. Rev. 42(1978): 84-113. 

50 



7.- Das P.K., Rambukkana., Bass J.G., Grootuis D.G., Halperin M. Enzyme

llnked immunosorbent assay fer distinguishing serogical responses of lepromatous 

and tuberculoid leprosies to the 29/33 kilodaiton doble! and 64 kilodalton antigens 

of Mycobacterium tuberculosis. J. Microbio!. 28 (1990): 379-382. 

8.· Estrada G.I., Gutierrez M.C., Esparza J., Quezada P.F., Estrada P.S., 

Possani LB. Use of Synthetic peptides corresponding to sequences of 

Mycobacterium leprae proteins to study Delayed-type Hipersensitivity Response in 

sensitlzed guinea pigs. lnt. J. lepr. 60 (1992):18-27. 

9.· Espilla C.; Scuitto E.,• Botasso O., González amaro R., Hernandez Pando 

R., Mancilla R. Hlgh. antibody, levels to !he mycobacterial fibronectin-binding 

antigen of 30-31 kDá in tuberculosis and lepromatous ieprosy. Clin. Exp. lmmunol. 

87(1992)i 362-367. 

10.· Fine P.E.M., Ponnighaus J.M., Maine N.P. The relationship between 

delayed ty~e hipe;sen~itivltY and protective immunity induced by mycobacterial 

vaccincs in ma~. ~~~r. R~v. ¿¡(1900):215-283. 

···,~~- r '. 

11.· Gayiord H .&:erennan P.J. Leprosy and ,the leprosy.baclllus: Recen! 

developmerits in cháracterizáÍion. of antlgens ·. and · immunÓlogy. of • disease. Ann. 
·-,·· 

12.- Gershoni J'.M.; Palada G.E. Protein Blotting: Principies and Applications. 
. .,·::-.::: ,·';;./. r":--_< . ·-- ·. 

Analy. Bioch. 131 (1983):.1-15. 

51 



13.- Gupta H.P .. Mathur l.S .. Singh N.B. Protective effect of Mycobacterium 

habana in mice agalnst lnfeclion with lndigenoús'straills of M.tÜberculosis. Curr. 

Sel. 53(1984): 695-697. 

14.- Gupta H.P .. Mathur l.S., Slngh N.B., Gupta S.I. Mycobacterium habana, 

a new immunogenlc straln In experimental tuberculosis of mlce. lndlan J. Exp. Biol. 

17(1979): 1190-1193. 

15.- Gupta H.P., Slngh N.B., Kumar A. Cointanment of Mycobacterium leprae 

multiplicatlon in foot-pads of Mycobacterium habana vaccinated animals. Blol. 

Mem. 13 (1987): 174-178. 

16.- Jawetz E., Melnlck J.L. Microbioloogia Médica. Editorial El manual 

moderno. México 1990. pp. 264-265. 

17.· Laemmli U.K. Cleavage of structural protelns durlng !he assembly of 

bacterlophage T4. Natura 227 (1970): 680-685. 

18.- Lamb F.I., Singh N.B .. Colston M.J. The specifÍc 1á-ki1odalton antlgen of 

Mycobacterium leprae Is present in Mycobacterl~~· h~b;na and functl~ns as a 

heat-shock proteln. J. lmmuno, 144(1990): 1922:1925 .. 

19.-. Lowry H.O., Rosebrouh :N.I., Far- A.l. &'° Randall- R.J,, Protein 

measurement with the Folin phenol reágent. J. Biol. Chéin.'.193 (1951);265-275. 

20.· Mehra V. & Bloom R.A. A major T cell antigen of Mycobacterium /eprae 

is a 1 O kDa Heat-shock cognate proteln. J. Exp. Med. 175 (1992):275-284. 

52 



21.- Mehra V. & Bloom B.R. lnduction of Cell-mediated immunity to 

Mycobacterium leprae in guinea plgs. lnfection and.lmmunity. 23 (1979):787-794. 

22.- · M~issner G. ·.· & Schroder K.H .. R~lationshipbetwee~Mycobaterium 
simiae and ·Mycobiicterl~m ~~bah~. ~rii. ~!!~: ~~s~Íi,:·¡;i;:11'1(1975):1S~-200 . 

. ¡y <.:' ' •.· .. ,, :~. 

23.- Nagaf S.; GottenVV.H.; H~rbóe M.;i Kinomot¿ M. ;lsol¡tlo~ and Partlal 
. '. Y'' .. X.· .. ~· .. e,;;.; . .. . . "''' .. ·.· 

Characterizatio~. ofMajor pro~ein Antige°:s inthe Culture. Fluid ofMycobacterium 

tuberculosis. lnfectio~ á~d ;;,,nid~iti~~ (~·~91 )?3J2~3s;(' . 
; :',;..;;; ~'17' : : :.::_ >~~ µ '<~,~~~~ 

-- -~- z -. :__'· '· 

24.- Ortiz O.L.; lnmúnologla. Editorial lnteramerlcana. Méxi~Ó, 1990. pp. 221, 

226-227. 

25.-· Patel/P.J., :Lefford M.J., lnduction of cell-Mediated immunlty to 

Mycobacteri~inl~~ra~ in mice. lnfection and immunity 19(1978) pp.87-93. 

26.- Rees R.J.W., Waters M.F.R., Palmer E. Experimental lepromatous 

leprosy. NatÜre.215 (1966) 599-602. 

27 .- ,Rldley D.S. & Jopling W.H. Classification of leprosy according to 

immunity. Afive group system. lnt. J. Leprosy. 34 (1966):255-273, 

2:.- Rumschlag~.s .•. Sninnick T.M., ~oh~n M.L. Serogicalres~onse~ of 

Patie~ts ~ithl~p~o~~~oJs'an~Tuberc~J~id Leprosy t~.30-:.31~. and 32 kilodalton 

antigens ofMy6obact~n·J;Ti'i~IJe~ulosis. J. Clin. Micrnb. 2G(1SBB): 2200-2202. 

53 



29.- Shinnick T.M. Peptides as potential immunodiagnostic reagents to 

detect mycobacterial infections. Lepr. Rev. 57 (Suppl. 2) (1986):149-155. 

30.- Singh N.B., Guf)ta H.P . ., Mathur 1.5., Srivastava A. A novel lmmunogenlc 

straln: Mycobaa;rium ~ab~,;;J.ag~lnst Myc~bacterium ulcerans (Burull ulcer) . . ,,. 
intection in m1ce. cu~r. scCso (1 ea1 ):994-996 . . : .. ·. :.\'.".-. : .. -~r ::<~: 

31.- Si~gh N.B., Gu~¡a H.P., Srivastava A., Kaul S.M., Chautoraol V.K. A 
', .... :· 

prospectiva·· broad spectrum antimycobacterial candidata vaccine: M.habana. 

lndian J. Lep. 60 (1988): 407-412. 

32.- Singh M.B., Gupta H.P., Srivastava A., Kaul S.M., Shukla O.P. Antlgen 

cross reactivity between Mycobacterium habana and Mycobacterium /eprae 

m,onitored through foot pad enlargment (FPE) in mlce. Bici. Mem. 14:2 (1988): 

J199-204. 

33.- Singh N.B., Lowe A.C.R.E., Rees R.J., Colston M.J. Vacclnation oi mlce 

agalnst Mycobacterium leprae lnfection. lnfec. lmmun. 57 (1989):653-655. 

34.- Singh N.B., Strivastava A., Gupta H.P. lnduction of lepromin posltivity 

in monkeys by a candidata antileprosy vaccine: Mycobacterium habana. lnt. J. 

Lepr. 56(1991):317-320. 

35.- Smelt A.H.M., Rees R.J.W., Llew F.Y. lnduction of delayed type 

hipersensitivity to Mycabacterium /eprae in healthy indlvlduals. lmmunol. Clin. Exp. 

44(1981 ):501-506. 

54 



36.- Smelt A.H.M., Rees R.J.W., LJew F.Y. Failure to induce delayed type 

hipersensitivity to Mycobacterium leprae in long-term treáted lepromatous. leprosy 

patients. Clln. Exp. lmmunol. (1981) 44, 507-511 

37.- Stites O.P., Fudenber H.H., Stobo J.D .. WellsJ.V. ln~unolhgi~básica y . 

clínica. El manual moderno S.A. de c.v. México pp. 281-28:J;32~,'5s4:ss8,69a. 

38.- Towbin H .. Staehelin T., Gordon J. Electrophoretlc transfer of proteins 

from polyacrylamide gels to nltrocellulose sheets: procedure and sorne aplicatiÍms. 

Proc. Nat. Acad. Sel. 76 (1979):4350-4354. 

39.- Valdivia Alvarez J., Suárez Méndez R., Echemendia Font M. 

Mycobacterium habana: posible nueva especie dentro de las mlcobacterias no 

clasificadas. Bol. Hig. Epid. 9 (1971):65-73. 

55 


	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Justificación
	Objetivo
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Apéndice
	Bibliografía



