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1. INTRODUCCION 

La tuberculosis es una enfermedad infecto-contagiosa, ge

neralmente de curso subagudo o crónico, que involucra diver

sos órganos o tejidos, principalmente a nivel pulmonar. 

En México continúa siendo un problema de salud pública y 

ocupa el tercer lugar entre las enfermedades de mayor marta-

1 i dad en América Latina. ( 19) 

La enfermedad es generalmente causada por M. tuberculosis 

que es un bacilo ~cido alcohol resistente, inmóvil, no espo-

rulado, de 2 a 4 rm de longitud y de 0.2 a 0.5 r-m de ancho. 

Es aerobio estricto de lento crecimiento. (13) 

1 .1 Antigenicidad de Mycobacteria 

Los componentes antigénicos se han encontrado en pared e~ 

lular y citoplasma, la inmunorreactividad se ha demostrado -

en ltpidos, polisacaridos y protefnas, algunos de éstos com

ponentes son inmunosupresores mientras que otros inducen la 

formacibn de granulomas, activación de macrbfagos, toxicidad 

al huésped y adyuvancia. (3,7) 

Seibert (42) realiz6 un fraccionamiento qu!mico de un cul 

tivo hervido de bacilos tuberculosos y demostró cuatro pro-

telnas distintas y dos polisacéridos. Las protelnas fueron -

designadas A, B, C, O, las cuales se ha demostrado que indu

cen la hipersensibilidad de tipo retardado. (43) 
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1. 2 Inmunidad 

La respuesta humoral mediada por 1 infoci tos 8 no es impoL 

tante en la patogénesis de la enfermedad, aunque hay eviden

cia que ésta respuesta existe, la identificaciOn de anticueL 

pos puede indicar el reconocimiento de personas infectadas y 

el tt tul o de anticuerpos para relacionar con el pronóstico. 

(29) 

La tuberculosis es un clésico ejemplo de enfermedad que -

es controlada por inmunidad celular, involucrando al macrbf2_ 

go como célula efectora y el linfocito T como célula inmuno

responsable. Una vez en el ,espacio alveolar, el bacilo es in 
gerido por macrOfagos alveolares y. la mayorfa son destruidos; 

cuándo se ingieren bacilos virulentos por un macrOfago alve_Q 

lar no activado, el bacilo puede multiplicarse intracelular

mente y eventualmente muere el fagocito; para que los bacilos 

sean destruidos~ los macrófagos deben primero ser activados. 

lo que se obtiene por linfocinas obtenidas de 1 infocitos T. 

(14) 

1 .3 Identificación y purificación de ant!genos de 

Mycobacterium tuberculosis. 

Los extractos de micobacteria contienen muchas protefnas 

antigénicas, algunas son especie especfficas y otras compar

tidas con otras especies. El fraccionamiento ftsico-qutmico 

de cultivos filtrados de micobacterias y extractos celulares 
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han incluido procedimientos que real izan separaciones en ba

se a solubilidad, carga molecular y peso molecular, muchos -

procedimientos combinan rntis de uno de éstos par~metros. (10) 

En un intento por uniformizar los criterios de clasifica

ciOn de éstos antfgenos, Daniel, Affronti y col. (11) propu

sieron la inmunoelectroforesis como método analftíco: enfren 

t.!iron preparaciones de M. tuberculosis con sueros hiperinmu

nes de referencia, asf clasificaron los anttgenos a partir -

de células bacterianas y filtrados de cultivo en 11 bandas -

con diferente movilidad electroforética. 

Se han publicado gran .cantidad de trabajas sobre separaciOn 

identificaci6n y aislamiento de antfgenos derivados de 

Mycobacterium -tuberculosis (Tabla 1 ). (12) 

El aislamiento de ant!genos mlcobacterianos es útil para

ta determinaciOn del papel inmunolOgico que presentan. 

Se han real izado varias investigaciones al respecto como 

se observa en la tabla 1 l. 
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T A B l A 

METODOS DE PURIFICACION DE ANTIGENOS MICOBACTERIANOS 

Método 

Precipi taci6n con etano] 
écido acético 

Cromatograffa de intercambio 
i Onico 

Cromatografla por exclusi6n 
molécular 

Cromatograf!a de afinidad 
con Concanavalina A 

Croma tog raf 1 a de afinidad, 
inmunoabsorbente 

Electroforesis en papel 

Electroforesis en gel de 
pal iacri lamida 

Precipi taci6n con sulfato de 
amonio, fi 1traci6n en geles, 
cromatograffa de intercambio 
i6nico y electroforesis. 

Extracciones alcalinas, .pre
cipitación con etanol y cro
matograffa de intercambio i6nico 

ClonacíOn molécular de DNA 

Investigador 

Sei bert 

Kni ker y La Borde 

Bae r y Chapa ras 

Daniel 

Daniel y Anderson 

Janicki y col. 

Roszman y col. 
Minden y Far 

Yoneda y Fukui 
Daniel y Furgunson 
Kuwabara 

Azuma y col. 
Yumamurayed, Misaki 
y col. 

Young y col. 
Thole y col. 



Anti geno 
P.M. (Kd) 

10 

14 

19 

38 

64 

70 

t 50-2.00 
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TABLA 11 

Papel inmunológico 

Induce hipersensibilidad 
de tipo re tardado en cobayos 

Induce respuesta linfoproli
ferativa "in vitre" e hiper
sensibilidad de tipo retarda 
do 11 in vivo 11 

-

Estimula proliferación de 
1 i nfoc i tos T. 

Estimula proliferación de 
1 infoci tos T "in vivo" e 
11 in vi tro 11 

Induce proliferación de 1 in
foci tos Te hipersensibilidad 
de tipo retardado en cobayos 

Posee epi topes capaces de 
reaccionar con células B. In 
duce respuesta de células T-
11 in vi vo 11 e 11 in vi t ro" 

Induce hipersensibilidad de 
tipo retardado y estimula la 
generación de macrófagos ac
tivados en ratones i nmiJn iza
dos con M. tuberculosis 
H 37RV. 

Investigador 

Mi nden y col. 
( 31) 

Kingston 
Salgame {27) 

Frederik, Oftung 
( 35) 

Young y col. 
(55) 

Thole y col. 
(47) 

Frederik, Oftung 
(35) 

Bri tton y col. 
(2) 

Hat ti kudur, 
Kamat (25) 
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1 .4 Aspectos celulares en la inmunización ante 

Mycobacterium tubercuJosis. 

Maxwel 1 y col. (30) real izaron un trabajo en el cual com

pararon la capacidad fagocf tica y la capacidad de inhibir el 

crecimiento de M. tuberculosis en macr6fagos alveolares y m~ 

cr6fagos peri toneales, se observó que la respuesta fagocftica 

de los macrófagos alveolares fué menor a la de los macrófagos 

peritonea1es, pero s6lo los mdcrOfagos alveolares fueron su~ 

secuentemente bactericidas. Otro trabajo realizado por 

Pattisapu y col. (38) empleándo M. intracel lulare, también -

se obtuvieron resultados ,similares; en macrófagos peritonea ... 

les la micobacteria se multiplica logaritmicamente poco des

pués de la ingestión y continúa multipl icéndose hasta que la 

célula se destruye 11 a 13 dfas después, en los macrófagos -

alveolares normales y activados y en macr6fagos peritoneales 

activados, la división fué inhibida aproximadamente 7 días -

antes de que el crecimiento ya no es inhibido y ocurre la -

destrucci6n del macrófago. 

Se han reportado múltiples defectos en macr6fagos y mono

citos en pacientes con tuberculosis, como fagocitosis y cap~ 

cldad bactcrlcldas reducidas (1,5), presencia da células mo

nonucleares supresoras (15), defectos en la quimlotaxis para 

monoci tos (34), presencia de actividad supresora en suero -

para Ja respuesta blastogénica en linfocitos humanos, éste -
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factor fué generado por céluJas adherentes y activan una sub

pobJaciOn de linfocitos que se convierten en células supreso

ras. (52) 

En el presente estudio se caracterizar~n antígenos de 

M. tuberculosis y anticuerpos dirigidos contra éstos en lava

dos bronquioloalveolares de pacientes con tuberculosis miliar 

emple~ndo los siguientes métodos: 

Electroforesis en geles de poliacri lam:da en presencia de 

dodeci 1 sulfato de sodio (PAGE-SDS) - Es un método con alta -

sensibilidad mediante el cual se pueden separar protefnas en 

base a sus características de peso molecular. 

lnmunoelectrotransferencia - Combina Ja gran capacidad de 

resoluciOn de PAGE-SDS con métodos inmunoenzi~ticos y radio

inrrunolOgicos. Consiste en Ja transferencia por medio de un -

equipo eléctrico de antfgenos·previamente separados por PAGE

SDS, del gel de poliacri lamida al papel de nitrocelulosa, ---· 

donde se 1 levan a cabo las reacciones para la detecciOn de -

los distintos componentes antigénicos por anticuerpos especr

f icos. 

EL J SA ( Enzyme Li nked lrnmunosorben t Assay) -· Es un i nmuno

ensayo que emplea inmunorreactivos unidos a una enzima, uti ll 
zando una fase sOlida. La serle de reacciones antlgeno-anti-

cuerpo se ponen de manifiesto por una reacciOn enzimatica. 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

No obstante toda la información existente, poco se ha est~ 

diado en el humano la respuesta local pulmonar a la infección 

por Mycobacterium tuberculosis. La mayorfa de estudios sobre 

la Inmunidad de la tuberculosis se han limitado a sangre perl 

férica y otros fluidos corporales. El trabajar con lavados -

bronquioloal veolares de pacientes con tuberculosis mi 1 iar pex 

mi tira eva 1 ua r 1 a respues,ta inmune a ésta i nfecc i 6n en pu 1 m6n, 

inicialmente por el estudio de ant!genos de M. tuberculosis -

presentes en éste material y dentro de macrbfagos alveolares, 

y la determinación de anticuerpos espectficos di rigtdos con

tra éstas anttgenos. 
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3. OBJETIVOS 

1) Detección y caracterización de antfgenos de 

Mycobacterium tuberculosis en lavados bron

quioJoalveolares de pacientes con tubercul~ 

sis miliar por el método de ELISA e inmuno

electrotransferencia. 

2) Detección de anticuerpos especfficos contra 

Mycobacterium tuberculosis presentes en la

vados bronquioloalveolares de pacientes con 

tuberculosis miliar por el m~todo de ELISA 

e inmunoelectrotransferencia. 

3) Detección y c~racterizaci6n de antfgenos de 

Mycobacterium tuberculosis presentes en ma

crófagos alveolares de pacientes con tuber

culosis mi.1 iar por el método de inmunoelec

trotransferencia. 
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4. HIPOTESIS 

Si se desencadena una respuesta inmunológica local en 

pacientes con tuberculosis miliar, se espera encontrar 

un incremento en el nivel de anticuerpos dirigidos --

contra antfgenos de Mycobacterium tuberculosis y ade-

mas Ja presencia de antfgenos tanto en el lavado bron

quioloalveolar como en macr6fagos alveolares. 
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5. MATERIAL Y METODOS 

5. 1 Equipo 

Refrigerador --- American 
Centrifuga --- Beckman 
Campana de flujo laminar --- Vecco 
Estufa de COz --- Presicion 
Agitador magnético --- Solbat 
Equipo de electroforesis --- Protean 11 Blorad 
Equipo de electrotransferencia --- Transce11 Biorad 
Fuente de alto voltaje 500 mA --- Vimar 
Fuente de al to v9ltaje 2 A --- Vimar 
Baño enfriador 4 C --- CIUMAM 
Agitador orb i ta 1 - - - COMI T 
Lector de ELISA --- Oynatech 
Impresora --- Geminis X 
Espectrofotómetro --- Beckman 
Microscopio --- Zeizz 

5.2 Material 

Equipo ·Mi 11 i pore 
Membranas microbiolOgicas 0.8, 0.45, 0.22 m ---Mi llipore 
Placas de EL!SA ·-- lmmunolon 11 Oynatech 
Membrana de nitrocelulosa 0.45 m --- Biorad 
Membrana de diálisis 12 mm PM 12-14000 --- Spectrafor 
Matraces erlenmeyer 125, 250 mi. 
Matraces volumétricos 100, 500, 1000 mi. 
Pipetas sero!Ogicas 1, 5, 10 mi. 
Vasos de precipitados 100, 250, 500 mi. 
Placas de 6 pozos para cultivo celular --- Falcon 
Micropipetas de 1-50rl y de 50-200/l --- Socorex 
Tubos estériles de 50 mi --- Costar 
C~mara de Neubauer --- Reichert 
Papel filtro No 1 --- Whatman 
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5.3 Reactivos 

Sulfato de amonio --- J. T. Baker 
Fosfato de sodio dibasico --- J. T. Baker 
Fosfato de sodio monobasico --- J.T. Baker 
Cloruro de sodio --- Merck 
DMEM --- G i bco 
Suero bovino fetal --- Sigma 
Mercaptoetanol --- Biorad 
TEMED --- Biorad 
Acrilamida --- Biorad 
Bis-acri lamida --- Biorad 
TR 1 S - - - B i orad 
Persulfato de amonio --- Biorad 
SOS --- Biorad 
Glicina --- Biorad 
4 cloronaftol --- Biorad 
Glicerol --- Merck 
Azul de bromofenol 
Tween 20 --- Sigma 
Estreptoavidin conjugado a perox 
Anti lgA humana conjugada a biot 
Anti lgG humana conjugada a biot 
Anti lgM humana conjugada a biot 
Albúmina sérica bovina --- Sigma 

dasa --
na S 
na --- S 
na --- s 

Sigma 
gma 
gma 
gma 

Anti lgG de cabra conjugada a peroxidasa --- Sigma 
o-feni lendiamina ----Sigma 
Citrato de sodio --- J.T. Baker 
Carbonato de sodio -- J.T. Baker 
Bicarbonato de sodio --- J.T. Baker 
Hepes --- Sigma 
PerOxido de hidrogeno --- Pharmacia 
Metano! --- Merck 
Acido clorhídrico --- J.T. Baker 
HidrOxido de sodio --- Merck 
Acido sulfúrico --- Laitz 
Proteína A conjugada a biotina --- Sigma 
M.W. SDS-Blue --- Sigma 
Tartrato de sodio --- J.T. Baker 
Sulfato de cobre ---·J.Tr Baker 
Reactivo de Folin --- Sigma 
Mezcla de antibiOticos ·--- Sigma 
Azul tripano --- Gibco 
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5.4 Material biológico 

Extracto proteico de Mycobacterium tuberculosis cepa H 37RV 

proporcionado por el laboratorio de Microbiolog!a del INER. 

lgG de conejo antimicobacteria purificada en columna de --

proteina A-Sepharosa 48, proporcionada por el laboratorio de -

Microbiolog!a del INER. 

Dos conejos adultos de 2 Kg de peso, Nueva Zelanda. 

Suero hiperinrrr...tne de conejo di rígido contra extracto protel 

co de M. tuberculosis. 

lgG de cabra anti BCG. 

5-5 Grupos de estudio 

1) 13 lavados bronquioloalveolares de pacientes con---

tuberculosis mi 1 iar. 

11) 9 lavados bronquioloalveolares de personas que no -

padecen tuberculosis (grupo control). 
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MIHodos 

5.6 Obtención de suero hiperinmune 

Se uti 1 izaron dos conejos adultos, de dos Kg de peso, Nueva 

Zelanda. 

Via de inmunización : Intramuscular 

Protocolo de inmunizaciOn : Las inmunizaciones se llevaron-

a cabo cada semana. Se obtuvo una muestra inicial de suero co-

mo control. 

Inmunización 

1. 

3 

5 

7• 

Ant!geno 

5 mg rnicobacteria muerta por 
calor M. tuberculosis cepa 
H 37RV. 
3 mg extracto proteico. 
1 mi hidróxido de aluminio. 

mg extracto proteico. 
mi hidróxido de aluminio. 

extracto proteico. 
hidróxido de aluminio. 

mg extracto proteico. 
mi hidróxido de aluminio. 

Sangrar al conejo y evaluar 
·1a potencia del suero hiper

inmune por la técnica de 
ELISA. Un titulo mayor a ---
2000 es úti 1. 
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5.7 Técnica de ELISA para determinar la potencia del suero -

hi perinmune. 

1. Sensibilizar la placa con 1)'9/ml de extracto proteico, 

hacer la di luci6n en buffer de carbonatos (pH 9.6, O.OSM) 

adicionar lOOtl por pozo. 

2. Incubar toda la noche a 4°C. 

3. Lavar 4 veces con PBS-T 0.05%, 200/1 por pozo. 

4. Bloquear por 2 hr. a 37°C con albúmina sérica bovina-

1% en PBS-T, 100tl por pozo. 

5. Lavar 4 veces con PBS-T, 200fl por pozo. 

6. Hacer las di luciones del suero en albúmina sérlca bo

vina 1% en PBS-T, adicionar lOOfl por pozo. 

7. Incubar una hora a 37 "c. 

8. Lavar 4 veces con PBS-T, 200fl por pozo. 

9. Hacer una di luci6n de anti lgG de conejo conjugada a 

peroxidasa en albúmina sérica bovina 1% en PBS-T, adici~ 

nar 100fl por pozo. 

10. Incubar una hora a 37 C. 

11. Lavar 4 veces con PBS-T, 200fl por pozo. 

12. Adicionar 100fl por pozo de sustrato, dejar que de-

sarrol le color. (ane•o) 

13. Detener la reacción con 50fl por pozo de ácido sulf.Q. 

rico 2.5 M. 

14. Leer la placa a 490 nm. 
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5.8 Procesamiento de la muestra. 

Se efectuaron 13 LBA a pacientes con tuberculosis miliar 

confirmada y 9 LBA a personas que no padecen tubercu1o-

5 is. 

1 .. Fi 1 trar dos veces por gasa, recibir en tubos estéri-

les de 50 ml. 

2. Centrifugar a 1600 rpm por 10 min. 

3. El precipitado lavarlo 3 veces con PBS estéril y una 

vez con medio de cultivo DMEM con 20% de suero fetal b~ 

vino y 1% de antibi~ticos. 

3. 1 Observar viabi 1 idad de las células con azul trip~ 

no diluido 1 :20 con PBS estéril y 1:5 con la muestra. 

3.2 Sembrar 1 X 106 células por pozo, incubar 2 hr. a 

37°C en una estufa con 5% de COz. 

3.3 Colectar el sobrenadante (poblaciOn no adherente) 

y lavar la poblaciOn adherente 3 veces con PBS estéril 

3.4 Adicionar 200fll de coctail de electroforesis por

pozo, mezclar, colectar la muestra. 

3.5 Hervir 5 min., guardar en congelaciOn. 

3.6 Car~cterizar antfgenos micobacterianos con electr~ 

foresis y electrotr~nsferencia. 

4. El sobrenadante del LBA centrifugado se fi 1 traen un 

equipo Mi llipore ernpleéndo membranas de 0.4srm y 0.22.rrn. 

4. 1 Precipitar con sulfato de amonio 50%, adicionando 

) 
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una soluciOn saturada de sulfato de amonio en re1a--

ci6n 1:2 con la muestra. 

4.2 Dejar en agitación toda la noche a 4°C. 

4.3 Centrifugar a 12000 rpm por 30 min. 

4.4 Dial izar el precipitado cont:ra PBS efectuéndo por 

lo menos 3 cambios. 

4.5 Cuan ti ficar prote!nas por el método de LD'.·iry. 

4.6 Determinar antlgenos y anticuerpos por los méto-

dos de ELISA e lnmunoelectrotransferencia. 
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5.9 Determinación de protelnas por el método de Lowry (44) 

Solución A 50 ml carbonato de sodio 2% en hidróxido de 

sodio 0.1 N. 

0.5 ml tartrato de sodio 2%. 

0.5 ml sulfato de cobre 1%. 

Solución B Reactivo de Fol in di luido 1 :2 con agua des

tilada. 

Solución estandar de protelnas: Albúmina sérica bovina 

(ASB) 1oor9/ml. 

T u B o 

2 3 4 5 6 7 a 
ASB 100rg/m1 (ml) 0.2 0.4 0.6 o.a 
Agua dest. (mi) o.a 0.6 0.4 0.2 

Soln. problema (mi) 

Solución A (mi) 3 3 3 3 3 3 3 3 

Mezclar y dejar reposar 10 min. 

Solución B (ml) 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 0.3 

Mezclar y dejar reaccionar de 30 

a 120 min. 

Leer absorbanc i a a sao nm. 
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5.10 CuantificaciOn de ant!genos micobacterianos por ELISA. 

1. Sensibilizar la placa con lgG de conejo antimicobac

teria, hacer la di luciOn en buffer de carbonatos {pH 

9.6, 0.05 M), adicionar lOOrl por pozo. 

2. Incubar toda la noche a 4°C. 

3. Lavar 4 veces con PBS-T 0.05%. 2oor1 por pozo. 

4. Bloquear con albúmina sérica bovina 1% en PBS-T, 

1 OOf<l por pozo. 

5. Incubar toda la noche a 4°c. 

6. Lavar 4 veces con PBS-T, 200rl por pozo. 

7. Hacer 1 as di 1 uc l,ones de 1 as muestras en a 1 búmi na sé-

r i ca bovina 1% en PBS-T, para ajustarlas a una concentr~ 

ci6n de ·0.36 mg/ml. Adicionar 100.f'l por pozo. 

8. Incubar una hora a 37"c. 

9. Lavar 4 veces con PBS-T, 200.f'l por pozo. 

10. Hacer la di lucl6n de lgG anti BCG producido en ca-

bra en albúmina sérica bovina 1% en PBS-T, adicionar --

1 OOt<l por pozo. 

11. 1 ncubar una hora a 37° C. 

12. Lavar 4 veces con PBS-T, 200.f'l por pozo. 

13. Hacer una di luci6n de anti lgG de cabra conjugada a 

peroxldasa en albúmina sérica bovina 1% en PBS-T, adl-·· 

cionar lOOt<l por pozo. 

14. Incubar una hora a 37"c. 
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15. Lavar 4 veces con PBS-T, 200¡-<l por pozo. 

16. Adicionar 100,-J por pozo de sustrato, dejar que desarr~ 

lle el color. {anexo) 

17. Detener la reacción con SOrl por pozo de ~cldo sulfúri

co 2.5 M. 

18. Leer Ja placa a 490 nm. 
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Cuantificación de anticuerpos antimicobacteria por 

ELISA. 

1. Sensibilizar la placa con lrglml de extracto protei

co, hacer la di luci6n en buffer de carbonatos (pH 9.6, 

0.05 H). Adicionar lOOrl por pozo. 

2. Incubar toda la noche a 4°C. 

3. Lavar 4 veces con PBS··T 0.05%, 200f'l por pozo. 

4. Bloquear por 2 hr. a 37°C con albúmina sérica bovina 

1% en PBS-T, 100~1 por pozo. 

S. Lavar 4 veces con PBS-T, 2oor1 por pozo. 

6. Hacer las di luci,ones de las muestras en albúmina sé

rica bovina 1% en PBS-T, para ajustar a una concentra--

ci6n de ·0.36 mg/ml. Adicionar 100)"1 por pozo. 

7. Incubar una hora a 37°C. 

8. Lavar 4 veces con PBS·T, 200rl por pozo. 

9. Hacer una di lución de anti lgG, anti lgM y anti lgA

humana conjugada a biotina, en albOmina sérica bo~ina,

adlci onar 1oor1 por pozo. 

10. Incubar una hora a 37ºc. 

11. Lavar 4 veces con PBS-T, 200rl por pozo. 

12. Hacer una di lución de estreptoavidin·peroxldasa en

albOmina sérica bovina 1% ~n PBS-T, adicionar 100¡<1 por 

pozo. 

13. Incubar una hora a 37°c. 
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14. Lavar 4 veces con PBS-T, 200rl por pozo. 

15. Adicionar 100rl por pozo de sustrato y dejar que desa

rrolle color. (anexo) 

16. Detener la reacción con 50rl por pozo de ~c\do su\fúri 

ca 2.5 M. 

17. Leer la placa ~ 490 nm. 
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Caracterización de anttgenos micobacterianos y de anti_ 

cuerpos antimicobacteria por inmunoelectrotransferen-

cia. 

A) Electroforesis 

-Preparacibn de los geles (cantidad para un gel) 

Gel separador (10% acrilamida; TRIS 0.375 M) 

Acri lamida 

Buffer TRIS-HC1 pH 8.8 

sos 10% 

Agua des ti 1 ada 

Persulfato de a~onio 10% 

TEMED 

11. 7 ml 

8.8 ml 

0.35 ml 

14 ml 

300 f 1 

12 1"1 

Gel concentrador (4% acrilamlda; TRIS 0.125 M) 

Acri lamida 

Buffer TRIS-HCl pH 6,8 

sos 10% 

Agua destilada 

Persulfato de amonio 10% 

TEMED 

-Condiciones de corrida 

Gel concentrador 

1. 3 ml 

2.5 ml 

0.1 ml 

6.1 ml 

so r-1 
s r1 

25 rnA por gel, el voltaje 

va aumentando durante la 

corrl da. 
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Gel separador 40 rnA por gel 

Tiempo de corrida 4-5 horas 

-Preparación de las muestras 

a) Para la determinaci6n de antlgenos tomar 200~1 de 

cada LBA precipitado con sulfato de amonio, mezclar

con 60rl de coctai 1 de electroforesis, hervir 5 min. 

y guardar en congelaci6n. 

b) Para determinar antlgenos en macr6fagos alveola-

res emplear las muestras obtenidas anteriormente al 

procesar la muestra del LBA. 

e) Para determinar anticuerpos tomar el volumen nec~ 

sarid de extracto proteico de M. tuberculosis para -

colocar 900fg, mezclar con un volumen igual de ----

coctai l de electroforesis, hervir 5 min., guardar en 

congelaci6n. Emplear un gel preparativo. 

d) Simultaneamente correr electroforéticamente marc~ 

dores de peso molecular. 

B) Electrotransferencia (48) 

Posterior a la corrida electroforética, colocar el -

gel y la membrana de nitrocelulosa en buffer de tran~ 

ferencia por 30 min. 

Colocar el sistema como se muestra en la figura, -

eliminar las burbujas de aire. 
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Papel 
F i 1 tro 

Membrana 
Nitrocelulosa 

Gel 

Pape 1 
F i 1 tro 

Cojinete 
Po ro so 

Esquema de colocación de la Electrotransferencia 
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Realizar Ja electrotransferencia por 2 hr. a 1 A. Al 

r::erminar Ja transferencia cortar Ja tira de membrana 

de m.i trace1ulosa en donde se encuentran Jos marcado

res de peso molecular. guardarla en una hoja de pa-

pel blanco. 

c) Revelada 

a} DeterminaciOn de antrgenos 

-Bloquear la membrana de nitrocelulosa con albúmina 

sérica bovina 3% en PBS-T O. 1%, toda la noche a --

4·c, con agi taci6n constante. 

-Hacer 4 lavadas de 15 min. con PBS-T 0.1%. 

-Incubar con suero hiperinmune toda la noche a 4°c. 

-Hacer 4 lavados de 15 min. con PBS-T. 

- Incubar una hora con protefna A conjugada a biotina 

-Hacer 4 lavados de 15 min. con PBS-T. 

- Incubar una hora con estreptoavidin-peroxidasa. 

-Hacer 4 lavados de 15 min. con PBS-T y un lavado -

con PBS. 

-Adicionar el sustrato, dejar que aparezcan las ba.!!. 

das. (ane><o) 

-Sacar la nitrocelulosa y.colocarla en PBS-T, post~ 

riormente lavar con agua corriente. 

-Colocar la nitrocelulosa en hojas de papel blanco. 
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-Real izar los c~lculos para determinar peso malee.!:!. 

lar a las bandas observadas. 

b) Determinación de anticuerpos 

-Bloquear la membrana de nitrocelulosa con albúmina 

sérica bovina 3% en PBS-T O. 1%, toda la noche a -

4°C, con agi taci6n constante. 

-Hacer 4 lavados de 15 min_ con PBS-T O. 1%. 

-Cortar la membrana de nitrocelulosa en ti ras de -

0.5 cm_ 

-Colocar 3 tiras de nitrocelulosa en cada tubo que 

contiene la muestra de LBA precipitado con sulfa

to de amonio en una dilución 1 :10, real izar la di 
luci6n en albúmina sérica bovina 1% en PBS-T. Co

locar tres ti ras en un tubo conteniéndo PBS (con

trol negativo). 

- 1 ncu bar toda 1 a noche a 4 •C. 

-Hacer 4 lavados de 15 min. con PBS-T. 

-Colocar cada una de las tres tiras de ni trocelulE 

sa en tres tubos que contienen di luciones de anti 

lgG, lgM e lgA humanas conjugadas a biotina. 

-Incubar una hora a 4°C. 

-Hacer 4 lavados de 15 min. con PBS-T. 

-Colocar todas las ti ras de nitrocelulosa en un r~ 

clpiente con estreptoavidin-peroxidasa.- Incubar -

una hora. 
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-Hacer 4 lavados de 15 min. con PBS-T y un lavado 

con PBS. 

-Adicionar el sustrato, dejar que aparezcan las -

bandas. 

-Sacar las tiras de nitrocelulosa y colocarlas en 

PBS-T, posteriormente lavarlas con agua corriente. 

-Colocar las ti ras de nitrocelulosa en hojas de P2. 

pel blanco. 

-Realizar Jos cálculos para determinar peso malee~ 

lar a las bandas observadas. 

NOTA: Para preparaci6n de reactivos ver anexo. 
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6. RESULTADOS 

De los lavados bronquioloalveolares (LBA) de pacientes con 

tuberculosis mi liar y del grupo control. empleando Jos méto-

dos de ELISA e inmunoelectrotransferencia se obtuvieron los -

siguientes resultados: 

La tabla 1 y Ja gr~fica muestran los niveles de antfgeno 

de M. tuberculosis apl icéndo el método de ELISA. 

Las tablas 2, 3 y 4, as! com.o la gréfica 2, representan 

los niveles de anticuerpos dirigidos contra M. tuberculosis -

determinados por el método de ELISA. 

La figura representa los antfgenos de M. tuberculosis 

encontrados en sobrenadante de los LBA uti liz~ndo el método 

de inmunoelectrotransferencia. En Ja gráfica 3, se observa Ja 

frecuencia en que aparecen tales antfgenos. 

La figura 2 asf como Ja gráfica 4> representan Ja presen-

cia y frecuencia de antfgenos de M. tuberculosis presentes en 

macrófagos alveolares de pacientes con tuberculosis miliar y 

del grupo control, determinados por el método de inmunoelectr~ 

transferencia. 
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La figura 3 muestra Ja detección de anticuerpos espectfi

cos dirigidos contra M. tuberculosis. En Jo que respecta a -

las gréficas 5. 6 y 7 se muestra la frecuencia con la que 

aparecen éstos anticuerpos del tipo lgG, lgM e lgA respecti

vamente. 
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TABLA 1. Determinación de antígenos m~cobacterianos 

por el método de ELISA. 

GRUPO 1 

Absorbanc i a 
490 nm 

o. 73 

0.37 

o. 31 

0.22 

0.22 

0.20 

0.12 

0.10 

0.09 

0.07 

o.os 
0.03 

0.02 

GRUPO 11 

Muestra Absorbanc i a 
490 nm 

0.06 

2 0.06 

3 0.06 

4 o. 05 

5 0.04 

6 0.04 

7 0.02 

8 0.02 

9 0.00 

x = 0.038 

.. = 0.02 

Valor de corte = 0.06 ( x + 2<r) 

GRUPO 1 =pacientes con tuberculosis miliar. 

GRUPO 11 = grupo control. 
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: 
11 

Detección de antlgenos de M. tuberculosis en 
sobrenadante de LBA por el método de ELISA. 

1 =pacientes con TB miliar 

11 = grupo control. 
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TABLA 2. Determinación de anticuerpos tipo JgG anti 

M. tuberculosis por el método de ELISA. 

GRUPO 1 

Absorbanci a 
490 nm 

1. 82 

o. 15 

1. 82 

1. 89 

1. 85 

1 .92 

0.24 

0.92 

0.70 

0.92 

0.56 

0.33 

1. 45 

GRUPO 11 

Muestra Absorbancia 
490 nm 

o. 19 

2 o.os 
3 o.os 
4 0.03 

5 0.01 

6 0.00 

7 0.00 

8 0.01 

9 o. 31 

x 0.07 

,... = 0.1 

Valor de corte= 0.27 
(X+2<r) 

GRUPO 1 =pacientes con tuberculosis millar. 

GRUPO 11 = grupo control. 
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TABLA 3. Determinación de anticuerpos tipo lgM anti 

M. tuberculosis por el método de ELISA. 

GRUPO 1 

Absorbanc i a 
490 nm 

o. 74 

0.01 

0.02 

0.27 

0.21 

0.40 

0.10 

0.80 

O. JO 

0.28 

0.26 

0.03 

0.25 

Muestra 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

x -
... = 

GRUPO 1 1 

Absorbancia 
490 nm 

0.04 

O.DO 

o.oo 
0.00 

0.00 

0.00 

º·ºº 
º·ºº 
O.DO 

0.004 

0.012 

Valor de corte= 0.03 
(X+Za-) 

GRUPO 1 = pacientes con tuberculosis mi 1 iar. 

GRUPO 11 = grupo control. 
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TABLA 4. Determinación de anticuerpos tipo lgA anti 

M. tuberculosis por el método de ELISA. 

GRUPO 1 GRUPO 11 

Absorbancia Muestra Absorbanc i a 
490 nm 490 nm 

1. 30 0.03 

0.03 2 0.00 

o. 71 3 O.DO 

0.49 4 O.DO 

0.95 5 O.DO 

0.61 6 O.DO 

0.1 o O.DO 

1.59 8 O.DO 

0.31 9 0.07 

0.61 

0.39 x 0.011 

0.42 o- 0.022 

0.75 

Valor de corte = O. 05 
( x + 2<r ) 

GRUPO 1 = pacientes con tubercu1os is mi 1 iar. 

GRUPO 11 = grupo control. 
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DetecciOn de anticuerpos lgG, lgM e lgA contra 
M. tuberc11losis en LBA. 
1 =pacientes con TB millar. 
1 1 = grupo control. 
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Se anal izaron los datos obtenidos por el método de ELISA -

util iz~ndo las pruebas estadísticas de ANADEVA. 

Hipótesis empleadas 

Ha= No hay diferencia significativa entre ?os ;esuJta

dos del grupo de pacientes con tuberculosis miliar 

y el grupo control. 

Ha Si hay diferencia significativa entre los resulta

dos del grupo de pacientes con tuberculosis miliar 

y el grupo control. 

Regla de desici6n 

Si F calculada > F tablas, se rechaza Ho. 

Si F calculada < F tablas, se ,acepta Ho, lo que indicarla 

que las diferencias son debidas a la variabilidad biol6 -

gica de las unidades de experimentación. 

F tablas para 1 y 20 grados de libertad con un intervalo -

de confianza de 95% 4.35 

F calculada para 

Determinación de an tlgenos = 5.66 

OeterminaciOn de anticuerpos clase lgG 20.83 

Determinación de anticuerpos clase lgM 9.51 

Determinación de anti cuerpos clase lgA 17 .53 
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En todos los casos F calculada> F tablas, por lo tanto 

se rechaza Ho y se concluye que las di feren~tas entre los 

valores obtenidos en LBA de pacientes con tuberculosis mi

liar y LBA del grupo control no son debidas a la variabili 

dad biológica sino a la presencia de la infección por 

Mycobacterium tuberculosis. 
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FIGURA 

Detección de ant!genos en sobrenadante de LBA de pa
cientes con TB miliar. 

E•extracto proteico vs. suero hiperinmune anti M.tuberculosis, 
1,2 :pacientes con TB miliar. 
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'GRAFI CA 3. Frecuencia de antfgenos de M. tuberculosis 

en sob~cnn_d.:>n te de LB!\. 
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F 1 G U R A 2 

Detección de antlgenos en macr6fagos alveolares de 
LBA de pacientes con TB mi liar por Western Blot. 

E= extracto proteico. 1,2.3,=pacientes con TB miliar, 
e-control. 
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27 50 58 70 85 

Peso molecular (Kd) 

Frecuencia de antlgenos en macr6fagos 

alveolares de pacientes con TB miliar. 
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FIGURA 3 

Detección de anticuerpos contra M.tuberculosis 
en LBA de pacientes con TB mi 1 lar. Western ATQtt.Tñg. 

E=extracto proteico de M.tuberculosis 
1,2,3 =LRA de TB miliar C=control. 
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Peso molecular (Kd) 

Frecuencia de anticuerpos tipo lgG dirigidos contra 

extracto protejco de M. tuberculosis en sobrenadan

te de LBA de pacientes con TB mi liar. 
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23 27 38 46 51 55 57 72 77 

Peso molecular (Kd) 

Frecuencia de anticuerpos tipo lgM dirigidos contra 

extracto proteico de M. tuberculosis en sobrenadan

te de LBA de pacientes con TB millar. 

84 
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7. ANALISIS DE RESULTADOS 

Debido a que la inmunidad a nivel pulmonar en la tubercul2 

sis no es clara, es importante la caracterización de anttge-

nos de Mycobacterium tuberculosis en LBA para el estudio de -

la actividad inmunológica que tienen en el huésped. 

Por el método de inrTXJnoelectrotransferencia se encontraron 

los siguientes ant1genos proteicos: 

El antfgeno de 70 Kd se encontr6 en alta proporción tanto 

en sobrenadante de LBA como en macr6fagos alveolares, la act_l 

vidad inmunológica de éste antfgeno se ha descrito que induce 

la respuesta de linfocitos T 11 in vivo 11 e 11 in vitro11 • (2) 

El antfgeno de 40 Kd se encuentra solamente en sobrenadan

te del LBA, dicho antfgeno se correlaciona con el antlgeno de 

38 Kd descrito por Young y col. (55) que provoca una respues

t~ de linfoproliferaci6n. 

También se hallaron antfgenos de 27, 50, 58 y 85 Kd, pero 

no se ha descubierlo su papel en la inmunologia de la l:uberc1:!, 

los is. 

Al comparar la frecuencia en que aparecen Jos antfgenos de 

M. tuberculosis en sobrenadante de LBA de pacientes con tube.r: 

culosis miliar y en sobrenadante de LBA del grupo control, se 

observa que en el grupo control aparecen antfgenos de 58 y 70 

Kd en una frecuencia de 11%, lo cual puede indicar que existe 
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reacción cruzada de éstos antfgenos con otras proteTnas pre-

sentes en el sobrenadante del LBA, ya que éstos antlgenos no 

estén presentes en macr6fagos alveolares del grupo control y 

que estén en alta proporción en rnacrOfagos alveolares de pa-

cientes con tuberculosis mi liar. 

Los antlgenos de 27, 40, 85 Kd no estan presentes en LBA -

del grupo control, lo cuDl indica que éstos son específicos. 

La presencia de antfgenos de pesos moleculares .si mi lares -

en el sobrenadan te de los LBA y· en rnac rófagos alveolares pue

de indicar que los macrófagos alveolares no degradan éstos -

antfgenos de M. tuberculosis, ésto podrta explicar el mecani~ 

mo de resistencia de las micobacterias patógenas en e1 macr6-

fago, ya que éstas prote!nas podr!an alterar la función celu

lar, por ejemplo la fusión fagosoma-1 isosoma lo que permite -

la evasión del parésito. · (17) 

En la detecci6n de anticuerpos dirigidos contr~ 

M. tuberculosis por el método de inmunoelectrotransferencia, -

se encontró lo siguiente: 

a) Una frecuencia mayor de anticuerpos tipo lgG dirigidos -

contra anttgenos de peso molecular aproximado de 23, 55, 57 Kd. 

b) De acuerdo a la gréfica 6 de anticuerpos tipo lgM se --

observa una respuesta incrementada hacia los ant!genos de peso 

molecular aproximado de 55, 57, 72 Kd. 
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c) Los ant!genos de peso molecular aproximado de 55, 57, 72 

77, 84 Kd son los que presentan una mayor inducci6n de anti-

cuerpos del tipo lgA. 

Por el método de ELISA se demostr6 que existe una diferen

cia significativa entre los datos de concentraciOn de anttge

no y de anticuerpos del grupo control y del grupo de pacien-

tes con tuberculosis miliar. 

En los LBA de pacientes con tuberculosis miliar hay un in

cremento en la producci6n de anticuerpos a nivel local en la 

siguiente frecuencia lgG > lgA) lgM. 
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8. CONCLUSIONES. 

Del presente trabajo se puede concluir lo siguiente: 

1) Se observó un incremento en Ja producción de anticuerpos 

a nivel pulmonar di rígidos contra M. tuberculosis en LBA de -

pacientes con tuberculosis mi 1 iar. 

2) De acuerdo a los métodos empleados se encontró que Ja -

frecuencia de anticuerpos siguen el orden de lgG, lgA e lgM -

en proporción decreciente. 

3) Se detectó Ja presencia de antlgenos de M. tuberculosis 

de pesos moleculares similares tanto en macrOfagos alveolares 

como en sobrenadante de Jos LBA an~J izados. 

4) De acuerdo al inciso 3 se deduce que Jos macrófagos al

veolares no degradan Jos antfgenOs de pesos moleculares ante

ri.ormente mencionados, Jo que probablemente implica el efecto 

patogénico de la micobacteria. 

5) Los anticuerpos detectados en Jos LBA reconocieron ant.!_ 

genes especificas con peso molecul.:ir- <=ntre 21-84 Kd. 

6) En casos seleccionados Ja detección de antlgenos y de -

·anticuerpos en LBA pueden tener una uti 1 idad diagnóstica. 
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9. ANEXO 

MEDIO DE CULTIVO (DMEM) pH 7.2 

DMEM--- un sobre 

Bicarbonato de sodio --- 3.Bg 

Hepes --- 4.82 g 

Adicionar agua destilada para aforar a un litro, antes 

de aforar ajustar el pH a 7 con HCI O .01 No NaOH 0.01 N. 

Esterilizar por filtración. 

SOLUCION SATURADA DE SULFATO DE AMONIO 

Sulfato de amonio BOg 

Disolver el 10D mi de agua destilada. Ajustar el pH a 

7 .2 con Na OH. 

BUFFER DE CARBONATOS (pH 9.6, 0.05 M) 

Na2C03--- 1.59g 

NaHC03--- 2.93g 
Aforar a un 1 itro con agua des ti lada, ajust~ndo el pH 

antes de llegar al aforo. 

BUFFER DE CITRATOS-FOSFATOS (pH 5, 0.1 M ) 

Citrato de sodio --- 29.4g 

Aforar a un litro con agua destilada, ojust5ndo el pH 

con ~cido fosfórico. 
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BUFFER TRIS-HC1 (pH 8.8, 1.5 M) 

TRIS 18.17g 

Aforar a 100 mi con agua destilada, ajusténdo el pH con HCl 

antes de llegar al aforo, filtrar con Whatman N• 1. 

Guardar a 4• C~ no más de un mes. 

BUFFER TRIS-HC1 (pH 6.8, 0.5 M) 

TRIS 6.057g 

Aforar a 100 mi con agua destilada, ajusténdo el pH con HCI 

antes de llegar al aforo, filtrar con whatman N• 1. 

Guardar a 4• C. no més de un mes. 

BUFFER DE FOSFATOS SAL! NO (PBS pH 7.2, 0.01 M) 

Solución A NaH2P04--- 27.Sg aforar a un litro 

Solución B Na2HP04--- 2B.3g aforar a un litro 

Tomar 33.5 mi de la solución B 

16.5 mi de Ja solución A 

7.4 g de cloruro de sodio 

Aforar a un 1 i tro, ajustándo el pH 

PBS-T 0.05'.t 

Tween 20 --- 0.5 mi 

Adicionar a un litro de PBS 0.01 M, pH 7.2 

PBS-T0.1'.t 

Tween 20 --- ml 

Adicionar a un litro de PBS 0.01 M, pH 7.2 
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BUFFER DE ELECTROFORESIS 

(TRIS 0.025 M, glicina 0.19 M, SDS O. 1%, pH 8.3) 

TR l S - - - 12g 

Glicina --- 57.6g 

SOS --- 40 mi de una solución al 10% 

L1 e va r a 4 l i t ros e o n agua des ti 1 ad a , ajustar e 1 p H y 

filtrar. 

BUFFER DE ELECTROTRANSFERENCIA 

(TRIS 0.025 M, glicina 0.19 M, Metano! 20%, pH 8.3) 

TRIS --- 12g 

Glicina 

Metano! 

57.69 

800 mi 

Llevar a 4 1 itros con agua des ti lada, ajustar el pH -

con Na OH', no uti 1 izr HCI, filtrar. 

COCTAIL DE ELECTROFORESIS 

2 mi glicerol 

2 mi sos 10% 

2 mi TRIS (pH 6.8, 0.5 M ) 

4 mi agua destilada 

100 tJ 2·mercaptoetanol 

Pizca azul de bromofenol 
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