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RESU?.~EN 

CAST~EDA RAMIREZ ALFREDO. Heterogeneidad del derivado protéi
co purificado (DPP) empleado en la prueba de tubercu1ina que -
se. realiza en bovinos en la República r.•exicana. (Bajo la direc 
ci6n de: MVZ Raymundo Iturbe Ramírez y QFB Tlrario Huesca Contr; 
rae). -

La. tubercu1o~iis -bov.ina es una enfermedad infectocontagiosa ca.!:! 

sada por el Mycobacterium bovis que también afecta al hombre. 

El método más utilizado para el diagnóstico de esta zoonosis -

en bovinos es la prueba de intradermorreacci6n de la tubercul~ 

na (PT) por las ventajas técnicas y económicas que ofrece~ Sin 

embargo en esta prueba se presentan reacciones inespecíficas -

inherentes al. DPP que para realizarla se utiliza. En este est.J:! 

dio se utilizaron las técnicas de electroforesis en geles de. -

poliacrilamida-duodecil su1fato de sodio (EGPA-DSS) y la inmu

noelectrotransferencia (IET) para analizar los electroferoti-

pos y la antigenicidad de los mismos en 8 muestras del DPP bo

vino empleado en México. Los resultados mostraron variaciones 

en la concentraci6n de proteínas en estas muestras. Los elec-

troferotipos obtenidos por EGPA~DSS evidenciaron la .Presencia 

de bandas cuyos pesos mo1ecu1ares (PM) aproximados fueron de -

98, 65, 63 y 55 kilodaltones (Kd} designadas A, B, e y D re1;1-

pectivrunente. Las diferencias observadas se hicieron m~s evi-

dentes al. emplear sueros inmunes anti M... ~ BCG y anti !!a. -
tuberculosis H37Rv en la IET, pues se manifestaron 2 bandas 

PM aproximado de 60 y 24 Kd ·designadas E y F con el. segundo a,n 

tisuero. Se concl.uye que l.as diferencias en l.os el.ectroferoti

pos obtenidos en este trabajo, así .como la variación antigéni

ca observada en el.loe, puede contribuir a l.a presentación de -

reacciones no específicas en l.a PT .!!! viyo realizada en bovi-

noe. La heterogeneidad mostrada con l.os ,DPP bovinos sol.o se ha 

informado anteriormente para el DPP humano. 



INTRODUCCION. 

La tuberculosis es una enfermedad infectocontagiosa 

cr6nica causada por distintas variedades de1 bacilo tuberculo

so. El .H.:. bovis produce la enfermedad en bovinos y puede afec

te.r al hombre as! como a otras .especies animales, por lo que 

ea considerada una zoonosi's (12,27,26,45). 

Se estima que la prevalencia de la tuberculosis bov! 

na.en México es de un 4<>:'. Debido a esto, se considera oue la 

enfermedad esta distribuida en todo el territorio naciona1, e~ 

tando solo un 2.~ de 1a población bovina (aproximadamente 36 

millones) dentro del programa de .contro1 de 1.a Campafia Nacio-

nal Contra la Tuberculosis establecido en 1934 (17,43,60). 

Las ;:érdidas económicas que ocasiona y el riesgo de 

salud pública que representa esta enfermedad 0 enfatizan la ne

cesidad de u:n diagnóstico adecuado para el éxito de los progr~ 

mas de control y erradicación de la misma (7,12,20,45). 

Los métodos más utilizados para e1 diagnóstico de e!! 

ta zoonosis se basan en-1a evaluación de la respuesta inmune y 

·el aislamiento e identificación de1 agente etiol6gico, que ªllll 

que costoso y tardado, constituye la prueba definitiva de la 

infección (8, 21, 27). 

Entre las pruebas inmunológicas tendientes a evaluar 

la respuesta humoral se encuentran: fija.ción de complemento -

( FC), agiutinacicSn (A). Jiemoaglutinación (HA), contrainmunoe-

lectroforesis (CIE), fioculaci6n con bentonita (PB) e inl'luno-

fluorescencia (IF). Para evaluar la respuesta celular estan: 

transformación blastogénica .(TB), inhibición de la migi-ación 

de "!acrófagos (?UF) e ini;raderrnorreación o prueba: de tubercul;! 

na (PT) (8, 21, 39 ,4~ ,.54 • 58, 63, 70 ). 

La PT es la prueba cornunmente empleada para el diag-
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n6stico de la tubercüJ.osis bovina en nuestro país por las ven

tajas técnicas y econ6micas que ofrece y que no han sido supe

radas por otras técnicas (26,JO). Esta prueba se basa en l.a i,a 

ducción y eval.uación de una. reacción de hipersensibilidad me-

diada por célul.as (HMC) que, en animal.es 1n:f'~ctados c~n el. ~ 
bovis aparece entre 48 y 72 horas después de ·ia apl.icación in

tradérmica de 0.1. ml de tuberculina (nerivado protéido purif'i

cado), que_ contiene_ ,de 2 a 4 mg de proteína por milil.i tro (e-

qui val.entes a 5 000-10 000 UI de tuberculina) (23,35,37,40,41, 

51). En esta reacci6n intervienen principalmente linfocitos T 

que al. liberar sus 1.infocininas inducen una infil.tración de m,2_ 

nocitos, li~focitos y macróf'agos as! como aumento eri 1.a perm~~ 

bil.idad vascular, que se manifiesta como una infl.amación en el. 

sitio de inocul.ación (4,8,27,31,53,64). 

La PT se puede real.izar en bovinos mayores de 6 me-

. ses y eXperimental.mente requiere un tiempo de 2 a 10 semanas -

después de efectuar la infección, para que l.a HMC sea- evidente 

(4,8,27). 

El. empleo de la tuberculina en bovinos se inició en 

l.891. (51,59) y desde entonces se han real.izado mul.tipl.es estu

dios de este producto dando como resul. tado modificaciones en -

su proceso de el.aboración, su potencia, l.a región anatómica e.!!! 

pleada para apl.icarl.a y l.a util.ización simultánea de tubercul~ 

· nas dif'eren-tes -a la bovina, todo esto con l.a final.idad de dis

minuir eJ. m1nimo ias reacciones i~espec!ficas que se observan 

eJ. ef'e.ctuar la PT ·Y. que tienen un origen diverao ( 21, 22, 37, 52 ). 

Se han producido y utilizado ampliamente 3 tipos de 

tubercUl.inae: l.a primera f'ué la tubercul.ina vieja de Koch('fV), 

consistente del.· fil. trado ·de un cul. ti vo de J4, 1¡uberculosis en -

cal.do-glicerol, esteril.izado y concentrado con calor hasta l.a 
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décima parte de su volumen original (4,16,21,26,57). Por otro 

lado, esta la tuberculina en medio sintético concentrada con -

calor (MSCC) que es el filtrado de un cu1 tivo de Mycobacterium · 

.lill2ll en medio sintético, esterilizado y concentrado con: calor a 

l.a tercera parte de eu volumen inicial (5, 21) ·y ·finalmente, el 

derivado protéico purificado (DPP) que consiste del :filtrado -

de un cul.tivo de Mvcobacterium w;m en medio sintético, esteri

l.izado con cal.or, precipi tadC) con ácido tricloroacético o.• sul

:fáto de amonio y posteriormente resuspendido con una solución 

de :fosfátos (4,5,7,l.6,21,27). 

Como se observa, el proceso de elaboración de las d.! 

:ferentes tubercu1inas se lleva a cabo en _condiciones en las 

cuales muy probablemente gran parte de l.as proteinas son desn!!, 

turaJ.izadas, lo cual podr!a contribuir a la presentación de -

reacciones no específicas en l.a PT (l.6,21,26,27). 

Las reacciones inespec!ficas observadas en bovinos -

que sin estar infectados por el JL. ~ responden a la tuber

culina (:falsos positivos), paeden ser caus_adas.por el·contacto 

con otras especies de Mycobacterium·(grupo MOTT" o micobact'e-

rias atip.icas) y con bacterias de los géneros nocardi.!J y C,g,u

nebacterium, con quienes se ha establ.ecido que existe relación 

antigén:lca (4,8,13,14,·25,38,6l.~64). Por otro l.ado, las causas 

de que bovin~s int'ectados no reaccionen a l.a tuberculina (:fal

sos negativos) pueden estar relacionadas con: .l.) el individuo 

probado (infecciones concomitantes·, desórdenes metab6l.icos, el 

. uso. de ·drogas inrnuno supresoras, edad, gestacidn, ni ve:l de pro-

· duccidn, tensión y estado. nutricional. principalmente); 2) la -

tubercul.ina empleada (mal. manejo y/o almacenamiento); 3) el m! 
todo de aplicación (dosis inadecuada o inoculación no intradé.!: 

mica); 4) la l.ectura e interpretación de los resultados obten_! 

•. Mycobecterlu~ other than tubercla bec111us. 
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dos y 5) la regi6n anat6mica utilizada (la piel del cuello es 

más. sensible que la del pliegue anocaudal (4,46,47,57,61,64). 

Debido a que en la actualidad la tuberculina más·fr~ 

cuentemen.te e_mpleada es el DPP. (que .no es totalmente protéico 

ni purificado), se 'han utilizado diferente:s técnicas para' el· ... 

es~udici de su composici6n a~í como la participación de sus co_!!! 

ponentes -en J.a reaccfón de HMC (16,32), Entre J.as técnicas em

pleadas (que han proporcionado may~r información en la identi

ficación de antígenos micobacterianris) se encuentran J.as de 111. 
tracentrifugación,·_ de cromatografía y la el.ectrof'oresis en ge

les de poliacrilamida (EGPA) (2 ,16,56). 

Los primeros experimentos de electroforesis efectua

dos para analizar l.a composición d~l DPP fueron realizados por 

F. Seibert en 1942 (16,61) empleando el filtrado de un cultivo 

de J!. tuberculosie no sometido a calor, en el que pudo determ,! 

nar la presencia de proteínas y poJ.isacáridos. Posteriormente, 

Daniel: ·y Affronti (16), utilizando la inmunoelectroforesis de

mostraron que esas proteínas y polisacáridos representaban a -

su vez varios antígenos. 

Utilizando EGPA, Ai'f'ronti y col.. ()) encontraron di.~ 

versos_ componentes 'an:tigénicos en el DPP h~ano (DPPh), :siendo 

·de .bajo peso molecular (PM) los que mostraron mayor actividad 

en-la P1?<(4'.l.O Kd). Bn 1972 l\foul.ton y col.. (50) determinaron -

la pres.encia de fracciones especÍf~cas e inespecÍficas con pr,2 

domin:lo Íle componentes de alto. PM (~20 Kd), por medio _de .cro

matograf'!a. En 1978,·Gu~ta y Landi (29) aislaron a partir del. 

DPPh, por medio de cromatograf'!a de intercambio ionico; 2 fras 

ciÓnes pépt!dicas que mostrar0n.mayor potencia· y especificidad 

que e1 DPPh, cu~do :tueran probados en .cobayos previamente -se.,e 

sibilizadoe con cepas homólogas y heterólogae de.Mycob§qteriurn 
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Sin embargo, el estudio de la composición del DPP bovino(DPPb) 

ha rec~bido poca atención. 

Nuevas investigaciones informan de.variaciones entre 

las micobacterias. As!, aunque L tubercu1osis y.!.· bovis son 

consideradas serologicamente homogeneas con el empleo de anti

cuerpos policioriaJ.es y ptieden dU'erenciarsé~icamente por -

pr~ebas morfol._Ógicas, bioquimicas y de virtil.encia en animaJ.es, 

Coates y col.. (11) observaron dif'erenciasantigénicas entre e

ll.as y ~ún entre cepas' de 1.a misma especie por medio de anti.

cuerpos monocl.onal.ea· (AcM); sit11ación que también se ha evide,!! 

ciado POZ". _inmunoelectrotrans:terencia (IET) de proteinas de se

creción (33). 

l"inaJ.mente, ·ios· estudios de :!raccione.mie.nto .del. DPP 

s11gieren que este producto· es una mezcla de constituyentes an-, 

tig1foi.cos de bajo. PM y de alto PM, además de que contienen 

gran canti.dad de polisacáridos,· por lo que es posible que exi_!! 

tan variaciones en J.a composición·del DPP. de un lote a otro -

(16,26}. 

:HIPOTESIS. . . 
Las· ·variaciones. antigériicas entré.· cepas· de JI. lwJti.ll 

·evidenciadas po:r. medi~ de .AcM e IET y los métodc>°s empleados· en 

ia, elaboraci6n del DPP, probablemente traen consigo variaci.o~
nes .en la.constitución de este prod11cto.contribuyendo con esto 

a la. presentación de'.re.acciories iné:spec!f'icas y a 1a heteroge

nei..dad. de las respuestas .obtenidas aJ. utilizar el DPP en 1~ PT · 

para el diagnóstic~ de t~be~~ulosis • 
. ,,.,, 



7 

OBJETIVOS. 

1) Determinar ioe e1ectroferotipos de diferentes --

muestras de1 DPPb que es uti1izado en México para e1 diagnóst,! 

co de ia tubercul.oeie bovina emp1eando EGPA. 

2) Rea1izar un anál.isis antigénico de 1oe e1ectrofe

rotipos por medio de IBT, emp1eando sueros inmunes anti ..!!. tu

berc91osis H37Rv y anti J!. ~ BCG pues prote!nae que presa_!! 

tan e1ectroferotipos igual.es o eimi1ares pueden reeul.tar anti

génicamente diferentes. lo que soro puede ser evidenciab1e con 

1a IET. · 
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MATERIAL Y METODOS. 

DERIVADO PROTEICO PUlUPICADO:. Del. DPPb que se empl.ea 

en nuestro pais para el. diagnóstico de tubercuJ.osis bovina, se 

obtuvieron 8 muestras de diferentes J.otes•, J.os cuaies fueron 

conservados de acuerdo con J.as especificaciones del productor 

hasta su uso. 

PRBPARACION DB MUESTRAS: Para evitar J.a interferen-

cia de otros componentes y poder determinar la cantidad de p~. 

te!na de J.as muestras obtenidas, se dial.izaron contra u.na soi,g 

c16n amort1suadora de fosf6tos (SAP} o.OJ.K, pH 7.2 con.6 cám-

bios de 2· J.itros cada wio en un período de .36 horas (h) a 4°c. 

Lós comP.one.ntes conocidos que se pretende eJ.iminar son: ienol, 

g1iceroJ. y !l!Ween B<f'*, J.os. 2 primeros util.izados .corno preserv_!! 

tivos y el. Úl.timo para evitar 1a adsorción de·pro~einas-a J.as 

paredes de J.os re.cip1eiltes en que se aJ.macena .(4,5,7). 

DBTERMINACION DE PROTEINAS: Una vez efectuada J.a di~ 

J.isis, se procedi6 a determinar J.a can~idad de proteinas ep C,!! 

da· muestra, util.izando el. método de Lowry y col.. (9,68}. 

ELECTROPORBSIS EN GBLES DE POLIACRllAllfIDA.-DtJODBCIL -

S.ULPATO DE SODIO (BGPA.-DSS): Se 11ew .a cab~ con base en J.a _ _: 

técnica descrita por Laelllllll.i (36}, preparando por d,up11c8do u 
J.es de 14 .cm de J.areo, 12 cm de .ancho y 0.15 cm de grosor. 

De cada una de J.as m11estras· ·y.a dia1izadas, se toma-

ron 60 microgramos (p..g)· de proteína que fueron sometidos. a. di 

gestión protéica durante 5 minutos ('la 100°c, para lo cual, 

· se aflacU.ó a cada muestra una so1ucidn-oocte1 d•.~ia · HCJ. 0.0511! 

pH ·6. 8 (conteniendo 1" de 2-mercaptoetanoJ., 1" de .DSS, o. 74" -

de ácido etil.endinitri1itetracético; J.Ol' de g1icero1 i azul. de 

~ronio:tenol) a partes iguaies. Poste.r:f.ormente, se coioccS una --

. muestra por carril (150..1"-1 como vol.umen máximo de J.a mezcla _.::, 

•Productora Hacionel de Bto16gicos V~erJnari~•· 
•• polJ.ox.leUlenesorbJ.tan 1110nol•ato 
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,. 
proteína-coctel) y se rea1iz6 1a electroforesis con una so1u-

ci6n amortig1.1adora (Tris base 0.3", glicina ~ y DSS l") con -

pH 8.6 en geles con l°" de acrilamida, bajo condiciones de am

peraje constante y vol taje variable ut,ilizando .15 miliamperes 

(niA)" para· el gel s11perior e incrementándolo a 30 mA al entrar 

las muestras al gel in:ferior. La solución amortiguadora se mEl,!! 

tuvo en agitación constante ·y se utiliz6 un sistéma de refri~ 

ración para mantener la temperatura a 4.ºc. 
Al :f'ina11zar la ~P.A.,.DSS, los geles se tifferon con 

una soluci6n de azul ·de Co_omasie al 0.125",. metanol al 5°" y 

ácido acético al 1°" durante 12 h. Una vez efectuada la tin--

ci6n, se procedi6 a d"!ate!!ir los geles a 26°c con una sol.ución 

lavadora (metanol 5~ y ácido acético 1°") durante 4 h en con~ 

tante agitación y después con una segunda solución lavadora -

(metano]. 5" y ácido acético 7'!>) hasta hacer evidentes los pa:...-. 

tronas obtenidos. 

:CNMUllOELECTROTRANSPBRENCIA (:rET): Los duplicados de 

los geles obtenidos y no teffidos, se trans:f'trieron a papel· de 

nitrocel.u1osa (PN)- en una cámara de .trans:f'erenciac util.izando 

una solución amortiguadora (Tris base 0.3", glicina 1.5" .Y me-' 

tanol 2~) y :ui.a corriente de 2 amperes durante 1 h. La solu--. 

ción aÍÍlortig11adora se _mant11vo en agitación constante, utili z13;!! 

do un sistema refrigerante para mantener la temperatura a 4ºc 
(24,~6). 

Posteriormente, con el fin de bloquear la adsorción 

inespec!:f'ica, se procedió a incubar el PN con una solución de 

al.búmina al 0.3" en SAF-Tween 2od (0.1") durante 12 h a 4ºc. 
En forma_ simlll. t!nea y para comprobar .qu~ la .transferencia de 

las fracciones separadas por EGPA-DSS se ha efectuado, se pro-
a. Jl:lo Rad Protean, dual v~rt1c_al •lab. G•l electrophoresls cel1. 

Bio Rad· Lab. 32 HD & Grlf'Ein Avo R:lchmond, Cal. 9480.4 USAo 
bo SHC. Pu .. e n1troc•llul_ose BA-es, 0.45,.._na pore .s.lae. Schle.t.cher a. 

Schwel1 Znc. ~~ne H.H. 03431 west Germany. 
c. TE. series 1:renspoyt e1ect.rophores1.s un1t. Hoef'e.t" sc.lent1:f'1c· rns1:ru

MQnts. 654 ~innesota st., Sn. Peo. 94107 USA. 
d. Pol.foJr.t.et11enesorb1 tan monola04r11t:o. "' ''. 
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cedi6 a tefiir el gel por la técnica arriba descrita. 

Una ve~ transcurrida la incubaci6n con la so1uci6n 

de albúmina, se lav6 el PN utilizando la soluci6n SAl.l'-!l!ween 20 

(0.1%) con 3 cambios durante 30', para después enfrentarlo a -
un suero hiperinmune anti .!!.· !?2J!!!! BCG 6 !!• tuberculosis H37Rv 

durante 3 h a 26°C en agitaci6n constante. Posteriormente, se 

lavéS el PN en la forma antes descrita y se enf'rent6 a un com-

plejo Proteína A-Biotína• duran1¡e l h a 26°c (.la Proteína A as 

tu6 como segundo anticuerpo). Ete.ctuado esto• se 1av6 nuevame,E; 

te el PN en la forma ya mencionada. 

Realizado lo anterior, el PN se eni'rent6 a un compl~ 

jo Estreptavidina.-Biotína-Peroxidasa• durante 30'a 26°c y dea

pub se lav6 2 veces con SAl.l'-Tween 20 (O.l") lO'cada una y en 

seguida con SAP por lO'para eliminar el 'lween 20. Finalmente, 

para revelar las fracciones transferidas al PN, se emple6 como 

·.sustrato una solución con 30 mg de 4-cloro-l-naf'tol en 10 ml -

de metanol y 50 ml de SAF con 0.1" de peróxido d.e hidr6ge~o 81 

3<>1' hasta hacer evidentes las proteinasalae que se fijaron -

loe anticuerpos del suero h:lperinmune. La reacci6n se detuvo -

con agua cbrriente al ocurrir lo anterior • 

• •. Biot:inyleted Prote1n A and IU.otin-Streptavldin systein. Alnersharn 
xnt~rnational ple. White Lion Road, Alftersham BuekinghAlllShJ.re1 
En<Jland, HP7 9LL. . 
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RESULTADOS. 

Los resultados que se muestran son el. producto de 4 

experimentos real.izados por dupl.icado. 

En l.a tabla no. l. se pueden observar las concentra--

. cionea de proteína aproximadas (r=0.96) en l.oa DPPb anal.izados 

1S:a culll.es se expresan en llliligramos. por niÍÜ1i tro (m~ml. ). Bl. 

co11,ten.ido· mínimo encontrado tué de o. 82 mg/ml en la muestra -

no. 1 y el. máximo de 2.67 mg/ml. en la no. 8. 

La :t'otografía.yd.iagrama no.l muestran l.oa el.ectro:t'~ 

rot.ipoa obten.idos de l.oa DPPb por medio de EGPA-DSS. Es poe.i-

bl.e observar en el.loa la presencia de 4 bandas cuyos PM aprox.! 

mados (r=0.96) fueron de 98, 65, 63 y 53 Kd y que se designa-

ron A, B, e y D ras¡iectiva.'llent?. 

El resul. tado del anal.isis antigénico de los e1ectro

:t'erot.ipoa, real.izado por medio de IBT empl.eando el suero inmu

ne anti JI.. ~ BCG av.irlll.enta, se muestra en l.a :t'otogra:ría y 

diagrama no. 2. Bn estos, se puede apreciar con mayor c1aridad 

l.as bandas encontradas en BGPA-DSS así como Bl:gunas di:t'eren...~

c.ias pues unicamente l.aa muestras 2, 5, 6 y 8 presentaron un -

·patr6n.de bandas simil.ar a1 obten.ido en BGPA-DSS. Bn 1as mues

tras l., 3 y 4 1as bandas B y .O desaparecieron y sol.o se puede 

ver l.a banda D en ell.as. En la muestra no. 7 desapareci6 J.a --
. bandá A y se presentaron la B, C y·D (tabl.a no. 2) • 

De l.a mi.ama forma, a1 util.izar el. suero inmune anti 

Jl. tuberc91oais H37Rv virul.enta en l.a IBT, se obtuvieron l.os ~ 

resultados .que aparecen en l.a :t'otograf'ía y diagrama.no. J. En 
este caso el. patr6n de bandas es más intenso, si~ndo diferente 

en todas J.as muestras a BU respectivo el.ectro.:t'erotipo. Aquí -

deaaparec:l6 l.a banda A de l.as muestras- 5, 6, 7 y 8 y l.a bRnda 

O en todas. Las bandas B y D se hicieron evidentes en l.as mue~ 

tras no. 1, 2, 4, 5, 7 y 8. En l.as muestras 2, 3, 4 y 7 se ma-



l.2 

nifestaron 2 nuevas bandas, denominadas E y P con PM aproxima

do· (r=0.96) de 60 y 24 Kd respectivamente. La banda E también 

se hizo evidente en 1a muestra no. ·i y l.a no. 6 sol.o presentó 

l.a banda B (tab1a no. 2). En el. Úl.timo carril. (no. 9 no sefta1,!! 

do) se observa el. patr6n caracteristico de un extracto de pro~ 

tainas de secreci6n pr~venientes de un ~u1tivo no sometido a -

ca1or de .!k tubercu1osis H37Rv (virul.enta}. 

En el. experimento testigo real.izado para descartar -

el. pegaje inespecífico emp1eando un suero normal. de conejo, no 

se hizo evidente marca a1gt.Ula (datos no mostrados). 
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DISCUSION. 

Se sabe que en ei proceso de eiaboraci6n dei DPPb se 

producen pérdidas de proteína por ia apiicaci6n de cal.or(ioo0 c 
para ia inactivación dei .M.· ~), l.a autol.Ísis de cul.tivos -

viejos y el. empieo de ácido tricl.oroacético o sul.fáto de amo-

nio pera ia·precipitación de ias. tubercul.oproteinas; situacio~ 

nes que pueden originar variaciones en su composición de forma 

símil.ar a io que ocurre con ei DPPh (l.6,l.8,26). 

Diferencias en l.a concentración de proteína como l.as 

encontradas en este trabajo, as! como l.a heterogeneidad de ios 

el.ectroferotipos obtenidos en l.a EGPA-DSS sugieren: a)diferen

té proceso de el.aboración, b)variaciones en el. mismo proceso; 

c}al.teraciones en ios productos empieados para su conservación 

y al.macénamiento y d)diferencias en l.as cepas de Jd.. ~·uti

l.izadas. Varios autores han sefiaJ.ado que el. contenido de prot~ 

inas en ei DPP puede ser diferente de un l.ote a otro, por l.o -

que soio puede ser eval.uado y homogeneizado en su actividad --

biol.ógica misma que esta rel.acionada con su actividad inmunog! 

nica f¡, 21, 22, 23'). 

Lepper y coi. (40) demostraron en l.979 (en Austral.ia) 

que l.a reacción al. DPPb de animaies infectados nattiral.mente 

con lle ~. varía en intensidad de una región a otra, por io 

que se requiere de diferentes concentraciones de proteína para 

inducir una respuesta que pueda ser eval.uada y reproducibl.e. 

Por otro 1a.do·; Francia y coi. ( 22) mencionan que ei contenido 

de tubercul.oproteinas en ei DPP.b es un factor. determinante en 

l.a sensibii.:Ldad y especificidad de l.a PT. 

La heterogeneidad de l.os eiectro:l'erotipos obtenidos 

no puede ser atribuida a ia técnica de EGPA-DSS pues. se obser

va que ios marcadores de PM no muestran al.teración aiguna, se 
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encuentran en posici6n ·correcta y la cantidad de proteína fué 

la misma en todas las m11estras (60)(.g cada 11Da). Desaf'ortunad_!! 

mente, no se encontraron inf'ormes de otros trabajos con los -

que puedan compararse ios electroferotipos obtenidos (ver _fot.2, 

grafía y diagrama río. 1). Los 'datos existentes a la fecha solo 

se ref'ieren a estudios realizados con el DPPh que se obtiene a 

partir de M. tuberculosis ( 2,3). 

En los electrof'erotipos mostrados se aprecian compo

nentes de iil.to PM <=-.:20 Kd), así como fracciones que probable

mente resultan de la hidr6lisis que ocurre durante la elabora

ci6n del prÓd1;J-Cto y se hacen evidentes en forma discreta al -

ser teñidas con un colorante para proteinas, como ei azu1 de -· 

Coomasie, a lo largo del recorrido de las muest.rás por el gel 

(fotografía y diagrama no~ 1). Esta si~uaci6n no mejoró con el 

uso de una tinci6n más sensible como la de pJ;ata (datos no mo_!! 

trados). 

Cabe _señalar que Af':f'ronti y col .(3) fraccionaron al 

DPPb por EGPA o:t>servando la presencia de varios· componentes, -

encontrando la mayor actividad tuberculínica en las eluciones . 

de las porciones eón 1º5" de acrilamida que estimaron correspo.!! 

der a fracciones de bajo PM (<10 Kd). Augier y Augier-Gibory, 

también por EGPA, observaron variaciones en los componentes -~ 

dei mismo DPPh de una preparación a otra (6). 

El estudio anti.génico de los electroferotipos, real,! 

zado con el suero inmune anti M. bovis BCG, evidenci6 miis cla

ramente las bandas A, B, C y D, lo que resulta ·lógico pues la 

IET es una 1.écnica más sensible (<1 pg de proteína). Sin em-

bargo, se observ6 que J.a presencia de esas bandas en aJ.~unas -

muestras no correspondi6 a lo encontrado eri EGPA-DSS por la ª.!! 

sencia de hasta 3 de ellas (tabla no. 2). Esto pudo deberse a 
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una cantidad insuficiente de proteína en la muestra inc:<tpaz de 

reaccionar con el antisuero 6 a diferencias en el proceso de ~ 

laboraci6n, envasado, almacenamiento o cepa de !!,, ~ util i

zada,- pues no se descarta la posibilidad de a1_teracionea en -;& 

bacterias mantenidas permanentemente bajo condiciones de labo

. ratorio (l.5). 

En el estudio antigénico realizado con el suero in~_!! 

ne anti .,!. tubercul.osis H37Rv, se observ6 la desaparici6n de 

. las bandas A .y C probablemente porqu_e no .son reconocidas por 

el suero o porque no estan en .cantid.ad suficiente para reacci.2 

·nar con el.. ·También se observa la áparici6n de las bandas E y 

P que indican la presencia.de otras molé_cul.as antigénicas oue 

probablemente aún en pequefias cantidades reaccionan con el --

antisuero. El. reconocimiento de las bandas 13 y D sugieren la -

presencia de antígenos comunes en ambas bacterias que se pue-

den· evidenciar por esta técnica. Cábe seña1ar que los estudios 

real.izados por inmunoelectroforesis en el DPPh han ofrecido i_n· 

formaci6n limitada como lo indican JI.fa y Daniel as! como Turco

_:tte .Y Boul.anger (44;67)• 

Aún as!, varios investigadores han logrado encontrar 

. componentes :de bajo PM en el DPPh con evidente actividad en -la 

PT ,<2,.3,16,29}~ Otros por el contrario, describen a los de al.

·_to PM como los principal.es inductores de la reacci6n tubercul.! 

.. nica (3,16,44). 

Si se con-;ideran las características l}ue debe. poseer 

un componente para ser inmunogénico, es probable que la reac-

ci6n de HMC que se ~anifiesta en bovinos infectados con el ---- . ' . 

lit• lmJti.a, sea producida por tuberc•.tl.~p~oteinas de Rl to PM co.,,o 

los observados en este trabajo y aue los de baJo P~ sean reR-

ponsabies de le.a reacciones inespec!f'icas como lo m.1gicren lo!'! 
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estudios realizados por Ma y Dani_el y Af'f'ronti y col. en el -

DPPh (3,44). Así mismo, probables variaciones en la antigenic~ 

üad de los componentes del DPPb como las mostr_adas ar¡uí, pue-

den originar alteraciones en la respuesta a la tuberculina, ya 

que los electrof'erotipos obtenidos aunque similar.es resultaron 

antigeni·camente dif'erentes. 

Es interesante señal.ar que la banda B de este traba

jo, posiblemente se encuentra relacionada con un componente de 

PM similar (63 Kd) descrito por Hu.esca y col.(34), _Morales y -

col. (49) y Mondrag6n y col. (48) encontrado en proteinas de se

creción de & tuberculosis y en pacientes con tub.ercuJ.o.sis ca.!:! 

sada por la misma micobacteria. Este·col'!ponente soportó más de 

lOOºC/l h y resistió los procesos degradativos de una línea de 

macróf'agos de origen murino·. Así mismo, Emmrich y . col. (19) in

formaron del aislamiento y clonación de una proteína de 64 Kd 

a partir de extractos de .M.. boyie BCG, hecho que puede llegar 

a constituirse en una importante herramienta en l.a producción 

de reactivos especÍf'icos para el diagnóstico de tuberculosis y 

en la elaboración de nuevas vacunas contra esta zoonosis. 

Cabe mencionar también que _existe información de o-

tros métodos en la producción del DPPh que han _dado buenos re

sultados y que puecien ser empleados en l.a prodl.lcción del. DPPb~ 

·Así, Choi y col..(10) inf'orman.de la prodl.lcción de DPP a partir 

de cultivos de X· ~ inactivados con f'enol. con resultados -

satisfactorios. Stanf'ord y col.(62) el.aboraron una tuberculina 

empl.eando Ll1 trasonicados de _M. ul.cerans que áunql.le contiene a_n 

tígenos compartidos por el. ~énero Mvcobacteriwn, son más ricos 

que los DPP tradicionales en antígenos específicos, pues se e

vi ta l.a desnátural.ización de' proteinas durante su elaboración. 

Por otro lado, el aislamiento de antÍE"enos eapecíf'icos corno el. 
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obtenido por Yano y col. a partir de H. ~ BCG por técnicas 

cromatográ:f'icas también podrían contribuir al mejoramiento de 

. la prueba ( ó9). Esto es esencial, pues, Rook y Stanford demos-

traron en ratones cons'."-nguineos (BALB/c) inocu1ados con -varias 

especies de micobacteriaa·, que la HMC es cau-~ada al menos' por 

2 reacciones inmuno16gicas distintas llamadas por ellos reac--· 

ción tipo Listeria y reacción tipo Koch, concluyendo que algu

nas especies del gru.po MOTT tiende.n a producir la primera y b!!: 

cilos tuberculosos (JLtuberculosis, J{. ~).la segunda (59). 

Hay qU:e señalar, sin embargo, que los compuestos_ del bacilo t_!! 

berculoso para la PT en humanos producidos con tecnologías de 

recombinación genética, no brindaron J.os reoul tados esperados. 

al ser evaluados en personas DPP positivas como lo informan TE_ 

ida y col. (65). 

Como se observa, existen en la actualidad metodolo-

gias utilizables en la producción de.DPP, que disminuyen J.as -

posibil idA.des de desnat1.iralización protéica. Consideramos que 

el mejoramiento en lá elaboración y eval.uación del DPPb en....; __ 

nuestro país ~erá un factor determinante en el ~xito de progr!!: 

mas de control y erradicación de tuberculosi"s _bovina,pues el -

DPPb ha dado buenos resultados cuando se ha utiiizado adecued~ 

mente y los esfÚereos encaminados a su substitución por otras 

pruebas no han brindado los resultados deseados como lo infor

man varios.autores.· (55,63,67). 

.. ·;·· ·.,."! 
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CONCLUSION. 

Se concluye que la heterogeneidad de los electrofer~ 

tipos y las diferencias antigénicas observadas en los·nPPb an~ 

lizados por EGPA-DSS e IET en este estudio pueden contribuir a 

la presentación de reacciones inespecíf icas en la PT ,in ~ 

que se realiza en bovinos en la República ~exicana. 

Pensamos que sería interesante realizar, con los pr~ 

duetos aquí estudiados, prueb~ in vivo para relacionar los r~ 

sultados observados con pruebas de intradermorreacción. 
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TABLA No. l. 

MUESTRAS CONTBNJ:DO DE 
PROTEJ:NA (m~ml.) 

LOTE No. J:DENTJ:FJ:CACJ:ON 

A l.8-08-85 l. 0.82 
A 45-l.0-84 2 1.81. 
A45-10-84 3 l..56 
A J.8-07-84 4 2.00 
A 45-10...84 5 1.38 
A 39-10-81. 6 1.76 
A 45-1.0-84 7 1.50 
A 30-09-81. 8 2.67 

TABLA No. 2 

BANDAS OBSERVADAS EN CADA EXPERIMENTO 

MUESTRAS TJ:NCJ:O.NCON.AZUL J:ET CON ANTJ:SUERO J:BT CON ANTJ:SUERO 
DE COOllASJ:E ANTI-]4,. .lli!Jcll ANTJ:-JI,. 1ill.lllil:l:Clill2lilil1 

l. B,C y D D B,D ;y B 
2 B,C y D B,C y D B,D,P y B 
3 B,C y D D p ;y B 
4 B,C ;y D D B,D,P y B 
5 A,B,C y D A,B,C.y D B,D,P. y B 
6 ·A,B,C y D A,B,C y D B. 
7 A,B,C y D B,C y D B,D,P y B 
8 A,B,C ;y D A,B,C y D ByD 
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Fotografía y diagrama No. 1 El.ectroferotipos de las 
muestras estudiadas obtenidos por EGPA-DSS. 
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Fotografía y diagrama No. 2 IET realizada con el 
suero inmune anti-M. bovis BCG. 
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Fotografía y diagrama No. 3 IET realizada con el 
suero inmune anti-M. tuberculosis H37Rv. 
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