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RESUMEN 

El diagnóstico de tuberculosis por aislamiento de Mycobacterium tuberculosis es la 

prueba ideal o .. estándar de oro"', pero debido a su lento crecimiento es necesario 

desarrollar técnicas alternativas. La búsqueda de anticuerpos especfficos es una 

excelente opción por su bajo costo, especificidad y rapidez. Se compararon dos 

ELISA. una con la forma seca de la fracción lipfdica 4MT (peso molecular de 4 

kOa) de M. tuberculosis y otra con la misma incluida en liposomas organizados 

con fosfatidilcolina, para analizar la importancia de arreglos moleculares en la 

presentación de antigenos. Se analizaron sujetos clinicamente sanos (n=73), 

tuber-culosis confirmados bacteriológicamente (n=34) y sospechosos de 

tuberculosis (n=39). Los resultados muestran que el ELISA-4MT con la fracción 

seca es la más útil en el diagnóstico (sensibilidad del 80.8% y especificidad del 

93.1%). La especificidad de ELISA-LIPOSOMAL fue alta (94.5%) pero no su 

sensibilidad (71.2%) por lo que se sugiere ensayar el mismo anllgeno en 

liposomas organizados con otros Upidos. 
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INTRODUCCIÓN 

La tuberculosis continua siendo una de las principales causas de morbilidad y 

mortalidad en todo el mundo. incluyendo a México, esta enfermedad se pensaba 

prácticamente controlada, pero en anos recientes ha vuelto a incrementarse por lo 

cual ahora se le considera como reemergente; en nuestro pais es un problema 

muy importante de salud pública y más del 90°/o de los casos son pulmonares. 

Entre los mecanismos de control de la enfermedad que son de mayor relevancia 

está el diagnóstico oportuno de casos. Los métodos rutinarios para este efecto 

incluyen la identificación de bacilos ácido-alcohol resistentes (BAAR) en frotis de 

material cllnico y el cultivo e identifición del agente causal. Sin embargo estos 

procedimientos tienen limitaciones: se necesitan por lo menos 5,000 bacilos por 

mililitro de muestra para que la baciloscopla sea positiva y no se diferencia 

Mycobacterium tuberculosis de otros BAAR. en tanto que la confirmación por 

cultivo es un procedimiento caro y tardado. Además en casos extrapulmonares. 

estos métodos resultan muy ineficientes por la dificultad de obtención de muestras 

y por la escasez relativa de bacilos. Por estos motivos, es necesario buscar otros 

métodos diagnósticos de laboratorio que sean rápidos, confiables y de bajo costo. 

En este trabajo la fracción purificada 4MT de M. tuberculosis H37Ra se caracterizó 

parcialmente por tinción de geles de poliacrilamida con Sudán Negro B, azul de 

Coomassie. plata y tinción con ácido peryódico de Schiff (PAS). posteriormente se 

analizó su composición bioqulmica por cromatografla en capa fina (CCF) 

revelándose con diferentes soluciones: con yodo, con molibdato, con bismuto y 

con ninhidrina. 

Posteriormente se evaluaron dos ensayos inmunoabsorbentes ligados a enzimas 

o ELISA (del inglés: enzyme-linked immunosorbent assay) para la detección de 

casos de tuberculosis activa por medio de la bUsqueda de anticuerpos en sueros 

de individuos con sfntomas compatibles con esta enfennedad. El antfgeno 

utilizado fue la fracción 4MT de M. tuberculosis, previamente identificada por 

': "· p (' 7 (' ,~-;-;::\ ]\¡--- --- ! 
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inmunoelectrotransferencia (IET), en dos presentaciones, una en forma seca 

(ELISA-4MT) y la otra incorporada en liposomas (ELISA-UPOSOMAL). como 

'"estándar de oro" se utilizó el cultivo en medio de Lowenstein-Jensen y se 

compararon los resultados con los datos previos de presencia de BAAR, los 

obtenidos con ELISA-ESBCG (ELISA utilizando como antlgeno un extracto soluble 

de M. bovis cepa bacilo de Calmette y Güerin, bacilo ácido alcohol resistente) y 

con IET. Se ensayaron seis grupos de sueros: (1) de individuos clinicarnente 

sanos, (2) pacientes con lepra lepromatosa, (3) con cisticercosis, (4) con 

histoplasmosis. (5) con micosis diferentes de histoplasmosis y (6) con tuberculosis 

con cultivo e identificación positiva de M. tuberculosis, al ser evaluados los dos 

ensayos se halla que la ELISA-4MT es una herramienta útil para complementar el 

diagnóstico serológico de la tuberculosis pulmonar y ser considerada como prueba 

diagnóstica en un centro de referencia, esperándose mejorar aún más al emplear 

antigenos purificados, sintéticos, solos o en mezclas. 
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MARCO TEÓRICO 

HISTORIA DE LA TUBERCULOSIS 

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa, generalmente crónica, causada por 

el complejo Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis M. bovis, M. africanum, 

M. micro/1), que se trasmite del enfermo al sujeta sano por inhalación de material 

infectante. ingestión de leche de vaca infectada por dicho complejo, contacto con 

personas enfermas bacillferas o bovinos enfermos. No obstante, en nuestro 

entorno hay personas que son portadores asintomáticos o con tuberculosis de 

tipo extrapulmonar y siguen propagando la enfermedad. 1
•5 

Es una enfermedad antigua, las primeras referencias sobre esta se encuentran en 

escritos del Antiguo Egipto. Babilonia y China. En cambio, el término tuberculosis, 

derivado de la palabra latina tubercula que significa protuberancia pequena o 

nódulo pequeño, no se utilizó hasta 1839. La tuberculosis aparece en Europa y en 

los Estados Unidos en el siglo XIX en forma de epidemia. Los mayores registros 

se alcanzaron durante la Revolución Industrial causando más del 30o/o de las 

muertes. La superpobJación y el hacinamiento en fas ciudades, común en esta 

época, favoreclan esta enfermedad. En los primeros anos del siglo XIX tos 

médicos franceses Gaspart Laurent Bayle y René La~nec establecieron las formas 

y estadios de la tuberculosis como enfermedad; ambos fallecieron por su 

causa. i.s.a 
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En 1882. el alemán Robert Koch aisló la bacteria causal y demostró cómo se 

transmitía. A partir de entonces, Mycobacterium tuberculosis se conoce también 

con el nombre de .. bacilo de Koch". 1• 6-8 

Figura 1. Roberto koch 67 

Ocho anos después, se desarrolló la prueba de la tuberculina para el diagnóstico 

de la enfermedad. En 1924, los bacteriólogos franceses Albert León Calmette y 

Alphonse F.M. Güerin desarrrollaron una vacuna denominada BCG (Bacilo de 

Calmette-Güerin. El primer agente quimioterapéutico especifico para la 

tuberculosis fue la estreptomicina, descubierta por el microbiólogo norteamericano 

Selman Abraham Waksman en 1944. 1
· 6-8 

En la actualidad existen fundamentalmente. cuatro factores responsables del 

incremento de número de casos de tuberculosis: 

la coinfección por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) 

la aparición de resistencias a los tuberculostáticos. 

la inmigración desde zonas de alta prevalencia y 

las deficiencias en las medidas de salud pública. 1
·6-8 

4 



EPIDEMIOLOGIA DE LA TUBERCULOSIS 

La fuente de infección más frecuente es el ser humano. El contacto estrecho y la 

exposición masiva hacen más probable la transmisión. el riesgo de enfermar es 

proporcional a la tasa de infección activa en la población. La enfermedad está 

influida por la edad, sexo. desnutrición, estado inmunitario. otros factores de 

resistencia individuales del huésped y en gran medida a fas desventajas 

socioeconómicas de los individuos. 6 • 9-
12 

Hoy en dia, la tuberculosis produce la muerte de més jóvenes y adultos en el 

mundo que cualquier otra enfermedad infecciosa. Es la primera causa de 

mortalidad femenina y acaba con la vida de unos 100,000 ninos cada ano. La 

tuberculosis es frecuente en todo el mundo especialmente en los paises en vfas 

de desarrollo y en las áreas urbanas más pobladas de los paises desarrollados. 

Camboya, Zimbabwe. Perú y Uganda registran la mayor incidencia acumulativa de 

casos nuevos de la enfermedad. La prevalencia mayor se encuentra en el sudeste 

de Asia. En los últimos anos, se han detectado nuevos brotes infecciosos en 

Europa del Este, donde las muertes por esta causa están aumentando después de 

casi 40 anos de descenso continuo. 6 • 9-
12 

Cada segundo M. tuberculosis infecta a una persona en et mundo. 

A pesar de que la tuberculosis se habla considerado controlada en los paises 

desarrollados la OMS informa que en el mundo un tercio de la población se 

encuentra infectada por el Mycobacterium tuberculosis, cada ano se estima una 

ocurrencia de más de 10 millones de casos nuevos y 3.5 millones de defunciones 

por tuberculosis. En nuestro pals, la tasa de incidencia varfa de acuerdo a las 

diferentes entidades federativas, entre 4.5 y 42 casos por cada 100,000 habitantes 

reportados en el año 2001. 1
• 

3
· 

6
· 9--
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Incidencia de Tuberculosis Pulmonar en 
México en el afto 2001 

1500 

1000 

500 1 
ot.11 ........................ -..i 
Enero Junio Noviembre 

Figura 2. Incidencia de tuberculosis pulmonar en México en el ano 2001 según el 

reporte del Centro Nacional de Vigilancia Epidemiológica. Secretarla de Salud. 12 

Incidencia de Tuberculosis Pulmonar en 
México hasta julio del 2002 

:~~ 11l1111 L•Númerode~ 

Enero Marzo Mayo Julio 

Figura 3. Incidencia de tuberculosis pulmonar en México reportada hasta julio del 

ano 2002. 12 
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Focos tuberculosos 

Figura 4. Focos tuberculosos en México67 

ASPECTOS CLINICOS DE LA ENFERMEDAD 

La bacteria se trasmite de persona a persona, fundamentalmente por aerosoles, 

por fo cual los focos de infección se localizan básicamente en los pulmones. Una 

persona al tener un pri01er contacto desarrolla una infección primaria o 

enfermedad tuberculosa primaria, en la cual la principal forma de diseminación es 

a tráves de circulación sangufnea y linfática (linfohematógena) y las principales 

formas clfnicas de la enfermedad son el complejo primario gangliopulmonar 

(complejo de Ranke, neumonfa tuberculosa, tuberculosis miliar pulmonar. 

meningoencefalitis tuberculosa y/o tuberculosis miliar sistémica o diseminada. 

Dicha enfermedad primaria frecuentemente se autolimita, dejando un nódulo 

calcificado pulmonar. ganglionar o bien focos latentes o ·inactivos"" en diferentes 

órganos o tejidos. Se ha calculado que no más del 5°.k de fas personas infectadas 

son capaces de progresar a enfermedad en los meses o anos siguientes 

7 



determinando la tuberculosis posprimaria y muchos anos después causando las 

tuberculosis de reactivación endógena. 7
• 1º· 1

3
·
14 

Los factores que favorecen la transmisión de la enfermedad son: 1s-.17 

•:• Virulencia de los bacilos 

•:• Cantidad de bacilos 

•:• Condiciones del hospedero (edad, sexo, factores genéticos. desnutrición, 

alcoholismo. infecciones virales (VIH). asociación con otras enfermedades o 

tratamientos inmunosupresores). 

Figura 5. Modo de transmisión, contacto-caso nuevo(cortesfa Q.F.B. Silvia 

González) 

cuando la infección tuberculosa ocurre en una persona previamente expuesta al 

bacilo tuberculoso. se le denomina infección o enfermedad tuberculosa 

secundaria, de reinfección o de tipo adulto. La reinfección puede ser endógena (a 

partir de un foco o nódulo tuberculoso latente) o exógena (por contacto del 

paciente con nuevos bacilos a partir de una persona enferma bacilifera). En ésta 

Jas lesiones progresan por extensión directa o por diseminación broncógena y 

menos frecuentemente por vfa hematógena y las formas clfnicas más 

R 



frecuentemente observadas corresponden a tuberr:ulosis pulmonar cavilada. o 

bien a formas clinicas localizadas en ciertos órganos o tejidos (renal. óseo, 

ganglionar. etc.) sin aparente relación con un foco pulmonar .. activo". diffciles de 

tratar y que rara vez se autolimitan. Los sfntomas de fa tuberculosis diseminada 

tienden a ser inespeclficos: fiebre, pérdida de peso, estado mental anormal. La 

imagen de rayos X puede ser normal. Aunque los hallazgos de laboratorio no son 

diagnósticos. puede haber cambios hematológicos, deficiencia de sales de sodio 

en sangre (hiponatremia) y elevaciones de la fosfatasa alcalina. En ausencia de 

tratamiento. el curso de fa tuberculosis diseminada puede ser fatal. 7
• 

1
5. 17 

PATOGENIA 

La tuberculosis es una enfermedad infectocontagiosa, involucra diversos órganos 

o tejidos. preferentemente en nivel pulmonar. la primera infección con un bacilo de 

tuberculoso se produce en cualquier parte del cuerpo. al azar, afectando con 

mayor frecuencia los tercios medios de los pulmones. la trasmisión se lleva a 

cabo cuando una persona inhala uno 6 más bacilos contenidos en el núcleo de 

una gotita de saliva, que es el material infectante que un tuberculoso bacilifero 

nebuliza a su alrededor al toser. hablar, reir. gritar, cantar o estornudar, siendo fa 

tos la que genera mayor cantidad. Al contacto con el aire estas gotitas se 

evaporan dejando núcleos tan pequeños que se dispersan fácilmente con 

cualquier corriente de aire, conteniendo unas pocas bacterias que pueden ser 

inhaladas simultánea o sucesivamente. 6
· 1 7 -20 

El tamaño de partícula suficiente para alcanzar el espacio alveolar contiene no 

más de 3 bacilos. El número exacto para que se establezca la infección depende 

de la virulencia del bacilo y de la resistencia genética del individuo, aunque es 

probable que sean más de 10 partfculas. Una vez deglutidos por los macrófagos 

alveolares, los bacilos comienzan a multiplicarse libremente y acaban destruyendo 

las células fagocitarias. De esta manera se produce un ciclo posterior de 

fagocitosis por los macrófagos (monocitos) inmaduros de la sangre, dentro de los 
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cuales crecen en forma logaritmica. Se forma un tubérculo o granuloma con un 

centro caseoso (semejante al queso) sólido en el cual el bacilo ~e puede 

multiplicar, aunque muy lentamente. Estas lesiones están compuestas 

principalmente de macrófagos activados en respuesta a los antlgenos 

micobacterianos: dichos macrófagos producen citocinas como el TNF-a. (factor de 

necrosis tumoral u:), el MDGF (factor de crecimiento derivado de macrófagos), el 

TGF-r\ (factor de crecimiento transformanteJ\) y la IL-1, las cuales inducen la 

proliferación de fibroblastos y la producción de colágeno y juegan un papel 

importante en fa producción de tejido cicatrizante 2
• 

6
· 

17
·
21 

La respuesta histológica a la infección se caracteriza por una inflamación 

granulomatosa. Al cabo de algunas semanas y antes de la respuesta inmune 

eficaz, se observa un predominio de macrófagos, algunos de los cuales forman 

células multinucleadas o células de Langhans. Cuando la inmunidad celular es 

débil para detener el crecimiento celular, se produce la licuefacción del caseum 

(caseum: materia con aspecto de queso que resulta de la muerte fisiológica de los 

tejidos. licuefacción; transformación de un sólido en liquido) que es seguida 

frecuentemente por la formación de cavidad. En el caseum licuado, los bacilos se 

multiplican extracelularmente por primera vez en grandes cantidades y entran al 

árbol bronquial distribuyéndose a otras partes del pulmón y al exterior del mismo. 

Por vla linfohematógena, los bacilos pueden migrar a iniciar focos infecciosos 

extrapulmonares. invadiendo asl otros órganos. 7
· 

11
•
21 
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ETIOLOGIA DE LA TUBERCULOSIS 

C•,...cteristlcas mlcroblológlcas 

La tuberculosis es causada generalmente por M. tuberculosis. bacteria intracelular 

Figura 6. Bacilos de M. tuberculosis.67 

Mide 1-4 f•m de longitud y 0.2-0.6 f•m de diámetro; absorbe el colorante 

carbolfucsina cuando es calentado y una vez tenido resiste a la decoloración por 

ácidos y alcoholes, de ahf la denominación común de bacilo ácido alcohol 

resistente (BAAR). 4-
7 . 22 

Figura 7. Aspecto de M. tuberculosis por tinción de Ziehl Neelsen (cortesia Q.F .B. 

Silvia González) 
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Propiedades biológicas 

Entre las propiedades de M. tuberculosis están: 2 • 4 • 5 ·
15 

./ Es un parásito estricto, por lo cual su transmisión generalmente es directa, 

de persona a persona . 

.,,.. No tiene toxinas conocidas, asi puede persistir en bacteriostasis por largos 

periodos en el interior de las células . 

./ Es aerobio estricto, determinado por tener una capacidad de metabolización 

y de crecimiento muy diferentes segun la tensión parcial de oxigeno del 

órgano o lesión que invade . 

./ Es de multiplicación lenta, con un tiempo de división ~ a 12 horas, factor 

condicionante de su tendencia a la cronicidad . 

./ Las cepas tienen una virulencia variable, explicándose asi algunas de sus 

caracteristicas epidemiológicas . 

../ Tiene numerosos antigenos, capaces de despertar gran variedad de 

respuestas inmunológicas en el hospedero. algunas de las cuales 

determinan el caracteristico dano tisular producido . 

./ El bacilo tuberculoso puede sobrevivir en un ambiente seco por largo 

tiempo y muere rápidamente cuando es expuesto a la luz solar directa o a 

rayos ultravioleta. asl como a ebullición por un minuto y por pasteurización 

a 5on e durante 20 minutos. 

Mecanismos de protección contra las defensas org•nlcas del hospedero 18
· 

20. 23·25 

a) Produce enzimas detoxificantes de intermediarios reactivos de oxigeno 

(ROi). 

b) El NH4+ está involucrado en la neutralización del pH endosomal ácido, en 

el bloqueo de la producción del ROi y en la inhibición de movimientos del 

lisosoma y la fusión con fagosomas. 
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e) La lipoarabinomanana interfiere con la preparación/activación de los 

macr6fagos y los sulfolfpidos inhiben la fusión del lisosoma-fagosoma e 

interfieren con la producción de ROi. 

Composición qulmlc• 

Las micobacterias tienen la pared más compleja de todas las bacterias conocidas 

con un esqueleto de peptidoglucano y moléculas de arabinogalactanomicolato 

unidas por enlaces covalentes y cubiertas por lfpidos libres y polipéptidos. Estos 

lfpidos contienen ceras, micósidos especfficos de especie (glucolfpidos complejos 

y peptidoglucollpidos) y el factor de cordón (6, 6"-dimicolato de trehalosa) que se 

asocia al alineamiento en paralelo de las filas de bacilos (formación de cordones), 

que es una de las caracterfsticas de las cepas virulentas y además se ha 

encontrado ser el responsable de la inhibición de la migración de células 

polimorfonucleares (PMN) al sitio de colonización, e induce la formación de 

granulomas. 20-30 

Figura 8. Disposición tlpica de las colonias de M. tuberculosis, 
vistas al microscopio y estructura general de fa micobacteria 

(htto://www.novartis.es/docpdffTuberculosis.pdO 
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El esqueleto del péptidoglucano es relativamente uniforme en todas las especies 

micobacterianas y representa el elemento fundamental de la pared celular. los 

puentes intrapeptidicos de las cadenas de péptidoglucano confieren una rigidez al 

esqueleto estructural. Los ácidos micólicos están unidos a estas cadenas por 

enlaces covalentes con la D-arabinosa y O-galactosa, estos ácidos son los 

principales de la pared celular micobacteriana. 28· 29•30 

Figura 9. Pared celular micobacteriana 67 
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11)Proteln11s 

El bacilo tuberculoso es un verdadero mosaico de antfgenos constituidos por 

múltiples determinantes antigénicos. La mayorfa de ellos parecen estar en la 

pared celular, pero algunos derivan de proteinas citoplasmáticas y algunos son 

secretados in vivo. Presenta antfgenos pertenecientes a la familia de protelnas de 

choque térmico, antigenos con actividades enzimáticas y una proteina participante 

en el metabolismo de fosfatos de fa micobacteria. Por otra parte, con base en sus 

propiedades bioquimicas se han encontrado antlgenos con capacidad de unirse a 

fibronectina y protefnas con residuos de carbohidratos de pesos de 50-55 y 38 

kDa (Gp50-55 y Gp38) con capacidad de unirse a concanavalina A. 31
-36· 

La glicoprotelna de 38 kOa ha sido la más estudiada, es una protefna especifica 

de especie y se ha demostrado su presencia Unicamente en el complejo M. 

tuberculosis. La Gp 38 se ha considerado como antigeno inmunodominante. un 

alto porcentaje de los enfermos tuberculosos tienen anticuerpos contra ella y no 

asl los controles sanos. La secuencia de este antigeno es homóloga con el gen 

PhoS de E. cali. La protección contra M. tuberculosis está asociada 

definitivamente con antlgenos proteicos constituyentes de la bacteria. 

Desafortunadamente no se ha podido definir aún Jos más importantes con10 

protectores. Se ha caracterizado bien Ja de 30 kDa como una protelna antigénica 

principal de M. tuberculosis la cual puede ser preparada con suficiente pureza 

para su uso en serodiagnóslico por simples medios fisicoqulmicos (precipitación 

con sulfato de amonio al 50°/o y cromatografla de intercambio iónico). 33-36. 
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b) Moléculas conrpuestas 

Se han estudiado muchos de ellos. como por ejemplo. ta lipoarabinomanana 

(LAM), los glicollpidos DAT (diacil trehalosa) y el PGL Tb (glicollpido fenólico de M. 

tuberculosis) como antigenos útiles en serodiagnóstico y activaciones celulares in 

vilro. 37
-4

2 

La molécula no protelnica inmunodominante en las respuestas humorales es el 

disacárido arabinogalactana, rápidamente provoca producción de anticuerpos en 

animales experimentales inmunizados, pero induce poca o nula respuesta inmune 

celular. y otro complejo antigénicamente importante de la pared celular está 

constituido por la LAM. un carbohidrato que provoca respuesta importante de 

anticuerpos en la mayorla de pacientes con tuberculosis activa, pero no produce 

reacciones de hipersensibilidad retardada. La LAM inhibe la producción de IFN-y y 

puede servir como un depósito de radicales libres de oxigeno, inhibiendo de esta 

manera un mecanismo importante para la destrucción de patógenos intracelulares. 

Sin embargo. tanto la arabinogalactana como la LAM son moléculas comunes a 

todas las micobacterias, nocardias y corinebacterias. 3742 
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e) Llpldos 

La distribución caracteristica de los lfpidos micobacterianos es reflejo de su 

abundancia llegando a constituir hasta el 60°/o de la pared celular y hasta el 40o/o 

del peso seco de la bacteria, su clasificación esta basada en sus caracteristicas 

qulmicas. El interés por los Hpidos micobacterianos radica no solamente en sus 

caracteristicas quimicas sino también en su posible participación en la relación 

huésped-parásito. 26· 32• 39· .. ,...,. 

Tabla 1. Llpidos micobacterianos agrupados por familias y caracterlsticas 

propias.26 

FAMILIA 

Ácidos grasos 

rnetilramiflcadoa 

Ácidos mlcóllco• 

ELEMENTOS CARÁCTERISTICAS 

a) Micocerósico Presentan 1 o más metil-

b) Ftienoico ramificaciones. forman parte de 

e) Ftioceránico llpidos más complejos aunque se 

d) Hidroxiphtioceránico pueden encontrar aislados. 

a) Alfa Son p hidroxiécidos substituidos en 

b)Alfa" su posición u. con una cadena 
e) Metoximicólico alfática de ente 20 y 30 átomos de 
d) Cetoximicólico carbono. 
e) Epoximicólico Son los más abundantes y sirven de 
f) Dicarboximicólico anclaje al resto de los llpidos a la 

pared celular. se encuentran solos o 

formando parte de llpidos més 

complejos. 

No son exclusivos del género, son 

miembros de Corynebacterium. 

Nocardia y Rhodococcus 
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FAMILIA ELEMENTOS 

a) Factor cuerda (6. 6'-dimicoil

c:r.-n'-D·trehalosa, los ácidos 

CARACTERISTICAS 

micólicos pueden ser iguales o Presentan un máximo de 2 residuos 

no) de carbohidrato y más de un ácido 

GllcoHpidoa graso que esterifica a los hidroxilos 

b) Sulfátido(presencia de un del disacárido. 

grupo sulfato unido 

directamente al hidroxilo 2 de la 

trehalosa) 

Anteriormente micósidos tipo A, En la cepa Canetti de M. 

Gllcóafdoa del fenol- B.G. tuberculosis, el nombre trivial es 

phtiocerol PGL-Tb1 

Anteriormente micósidos tipo C Contienen aminoácidos en su 

Peptldoglicolfpldoa estructura. 

Lipooligoaac•ridoa 

Lipopolisacáridos 

Llpidos conteniendo trehalosa Sus propiedades inmunogénicas 

(en todos ellos esta acilada y son conferidas por la presenci:1 de 

unida al oligosácarido, como los azúcares en su estructura. 

>cilosas, metil-ramnosas) 

a) Lipomanana La cantidad relativa del carbohidrato 

b) Lipoarabinomanana(porción es muy alta con respecto al lfpido, 

glicosfdica compuesta por 

arabinosa y manosa. porción 

llpidica constituida de glicerol. 

poliol fosfato y ácidos grasos 

como lactato, FUccinato, 

tuberculoestearato) 

e) Micoloilarabinogalactana 

(Cera OJ 

siendo solubles en agua. 

La lipoarabinomanana es altamente 

antigénica. 
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Dentro de los llpidos micobacterianos al factor cuerda se le ha descrito toxicidad. 

junto con la infección tuberculosa estimula la NAOasa, provocando depresión en 

los niveles de NAD especialmente en hfgado y bazo. encontrándose además 

alteraciones en la sfntesis del glucógeno en músculo e hfgado, se ha descrito el 

ataque ffsico directo a las membranas mitocondriales de hfgado. de bazo y de 

pulmón, tanto in vitro como in vivo causado por la pérdida del control de cadena 

respiratoria y fa destrucción de la fosforilación oxidativa. 26• 32· 39· 41 _... 

FACTOR CUERDA 

o~ 
CH, CH, OH 

SULFATIDO 
Figura 10. Estructura de algunos lipidos de importancia en micobacterias.26 
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Tabla 2. Lfpidos presentes en diferentes especies de Mycobacterium 

M. bovis M .marinum M. kansasn M. /eprae M. tuberculosis M. avium M. /epraemurium 

Acidos 

micólicos 

Factor 

cuerda 

Sulfálido 

Gllcolipido 

fenólico 

Peptoglicolipktos 

Lipooligosacáridos 

Lipoarabinomanana 

+ presente - ausente 

H37Rv 

C•nettl 

• no estudiado 

EFECTOS DE LOS LÍPIOOS SOBRE LA RESPUESTA INMUNE DEL HUÉSPED 

Las alteraciones en el huésped conocidas son provocadas por los lfpidos aislados 

y no con bacterias integras. en general la respuesta inmune se agrupa en efectos 

potenciadores o activadores y en efectos supresores. 26· 32
• 39.

41
·""" 

Efectos polencladores 

Las infecciones micobacterianas producen gr-anulomas activos que son el ejemplo 

mas evidente de la respuesta inmune de hipersensibilidad tipo IV, algunos autores 

consideran capaces al factor cuerda y cera O de indu~-~ .. ~!.. !-!~arrollo de 
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granulomas similares aunque otros afirman que es una respuesta de tipo cuP.rpo 

extrano. Al factor cuerda se le confiere la propiedad de activar a macrófagos 

elevando los niveles de enzimas lisosomales como la fosfatasa ácida, fagocitando 

asl cantidades mayo,-es de la bacte,-ia, además es capaz de inhibir el crecimiento 

de lineas celulares y se conside,-a un potente quimiotáctico de macrófagos e 

inducir su transformación a células epiteliales. Como consecuencia de la 

activación de los macrófagos sobresale la capacidad adyuvante hacia respuestas 

especificas (los ratones inmunizados con el factor cuerda pueden resistir el reto 

con M. tuberculosis) y no especificas (incrementan su respuesta hacia glóbulos 

rojos de carnero. Salmonef/a typhiy Salmonel/a typhimurium)."'s-.7 

Dentro de la respuesta inmune efectora, los macrófagos son las células que 

mfls alteraciones presentan por la acción de los lfpidos micobacterianos en donde 

encontramos mecanismos de evasión. inhibición y desactivación. 30
· 

32
·38· "'

2 

Evasión: desde que se describió la presencia de la zona transparente a los 

electrones alrededor de las micobacterias, se postuló como un mecanismo de 

evasión y por lo tanto de protección. "'8.
49 

Inhibición: M. tuberculosis inhibe la fusión fagolisosoma en los macrófagos, 

esta propiedad es atribuible a la presencia del sulfátido en la bacteria, 

representando también otro mecanismo de evasión ya que evita el contacto 

directo de las enzimas lisosomales y de los metabolitos reactivos de oxigeno. 25
• 
50 

Desactivación: se confiere por la propiedad de abatir la fuerte reactividad 

quimica de compuestos derivados del oxigeno que son generados durante 

estallido respiratorio de los fagocitos. Uno de los compuestos más estudiados es 

el glicolipido fenólico que es capaz de reaccionar con los metabolitos del oxigeno. 

el sulfátido ejerce su actividad a nivel de la activación del macrófago y bloquea la 

culminación del estallido respiratorio. 32
•
39

• 
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Efectos supntsores 

Los IJpidos micobacterianos aislados y purificados que tienden a suprimir los 

mecanismos de protección del huésped son entre otros: 

el glicolfpido fenólico que tiene propiedades tanto estimuladoras 

como supresoras. 

la lipoarabinomanana que se senara como inhibidora potente de la 

respuesta proliferativa de células humanas, además altera fa 

participación de factores solubles como el interterón. 

Los fosfolipidos micobacterianos como el fosfatidilinositof y la 

fosfatidiletanolamina, son capaces de estimular la proliferación de 

las células supresoras y asi disminuir la respuesta mitogénica de 

células humanas de sangre periférica. 30
· 32•38· 

42 

RESPUESTA INMUNOLÓGICA CONTRA llllycob•cterlunt tuben:ulosls 

La respuesta inmunológica frente a la infección con bacilos tuberculosos es muy 

variable. dependiendo principalmente de las caracterlsticas genéticas del individuo 

(se ha asociado a HLA-DR2 con mayor riesgo de progresión de infección 

pulmonar avanzada, y en México se ha asociado un efecto de protección por un 

gen ligado a HLA·DR 11 ), de su edad, de su estado nutricional, y del ambiente 

epidemiológico que lo rodea. 6 · 9 ·27• 
51 

El pulmón sirve como la principal via de entrada para M. tuberculosis, invade al 

hospedero si se inhala en microgotas ya que las gotas grandes son removidas por 

mecanismos bronquiales no especlficos, la adhesión a los tejidos es fácil por las 

condiciones estériles en el interior del pulmón por lo que los bacilos son engullidos 

por los macrófagos alveolares y son destruidos por medio de mecanismos 

potentes como la slntesis de enzimas proteoffticas y radicales tóxicos de oxigeno 

como el H202, pero si estos macrófagos fallan. muchos macrófagos de sangre 

(monocitos) entran al sitio, probablemente debido a factores quimiotácticos del 
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bacilo [(C5a del complemento y la quimiocina MCP-1 (Prolelna Quimiotáctica de 

Monocitos-1)). Estos nuevos macrófagos inmaduros rápidamente ingieren al bacilo 

liberado y se establece una simbiosis en la cual no hay dano mutuo. por lo que los 

macrófagos aún no han sido activados. Aqui pueden entrar en acción las células 

NK. las cuales al ser activadas por la IL-12 producida por macrófagos, pueden 

lisar directamente células infectadas o producir IFN-y activador de macrófagos en 

forma inespecifica.9
• 

10
• 

14
·
15 

Con el tiempo se acumulan más macrófagos y más bacilos en la lesión. Esto se da 

entre los dias 7 y 21 después de la infección. el bacilo no estimula el mecanismo 

microbicida. Cuando el crecimiento logaritmico dentro de los macrófagos se 

detiene (2 a 3 semanas después de la inhalación del bacilo), el hospedero posee 

inmunidad celular y se desarrolla hipersensibilidad de tipo retardado (DTH). 15 

RESPUESTA. INMUNE CELULA.R 

CD1 

Hace relativamente poco tiempo se estableció la existencia de una nueva familia 

de ·moléculas presentadoras de antlgeno" denominadas CD1. Existen 5 isoformas 

a, b, c, d y e, son codificadas por genes localizados en el cromosoma 1 en el 

humano, son estructuralmente similares a las moléculas MHC de clase 1 y como 

ellas. se presentan asociadas a Jl2-microglobulina. Las moléculas CD1 se 

expresan de manera abundante por las células presentadoras de antfgeno y más 

en células dendriticas. La caracterlstica principal de las moléculas CD1 es su alta 

afinidad por epitopos de naturaleza lipfdica, aunque también se pueden asociar a 

epitopos peptfdicos. El acoplamiento entre las moléculas CD1 y los epitopos 

lipidicos ocurre en el citoplasma de las células presentadoras de antfgeno y los 

complejos CD1- lipido son llevados a la superficie de las células asl como son 

llevados los complejos antigénicos donde participan las moléculas MHC de clase l. 

Las células T que reconocen a los antfgenos asociados a C01b son linfocitos 

T-CD4+ y T-CD8+, estas células al activarse adquieren, entre otras cualidades, la 
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capacidad de destruir macrófagos infectados con microorganismos y parásitos 

intracelulares. Se ha descrito un nuevo mecanismo de escape de M. tuberculosis 

que involucra ta regulación negativa de la molécula presentadora de antfgeno CD1 

en la superficie celular de las células presentadoras de antigeno, y esta pérdida de 

CD1 está asociada con una completa inhibición de la capacidad de las células 

infectadas para ta presentación de antlgenos lipfdicos y glicolipldos de 

M. tuberculosis a las células T en el contexto de CD1. Para ser este mecanismo 

efectivo se requiere la infección de las células con micobacterias vivas, las cuales 

parecen disminuir los niveles de RNA mensajero para CD1 y de esta manera 

lograr la regulación y su persistencia intracelular. 52· 53· 
54

· 55· 56· 
57

• 58·59 

Receptores Tol/ -lllre (TLR) en inmunld•d lnn•t. p•n1 tuberculosis 

El reciente descubrimiento de la familia de proteinas TLR ha dado un nuevo 

enlace entre la inmunidad innata y la inmunidad adaptativa, los efectos 

antimicrobianos de esta familia se estudiaron priniero en Drosophila, ahora se 

sabe que se encuentran en todos los organismos vivos. En el humano su 

estructura es rica en leucina, su dominio extracelular y citoplasmático es homólogo 

para el receptor IL-1, jugando un papel importante, en la respuesta del hospedero 

contra la infección. Sólo a los receptores TLR2, TLR4 y TLR9 se le conoce quien 

se les une. Al TLR 9 se le unen fragmentos de DNA. al TLR4 se sabe que es un 

receptor para lipidos y ácidos lipoproteicos. mientras que la TLR2 regula la 

respuesta para lipoproteinas de micobacterias. Se ha demostrado in vitro la 

inducción de IL-12 que genera la respuesta de citocinas de Th1 y NOS2 (óxido 

nitrico sintetasa) esto es importante para la producción de óxido nltrico por los 

macrófagos ya que representa el poder antimicrobiano para la lipoproteina de 19-

kDa y la lipoarabinomanana de M. tuberculosis. 20· 23 

Una vez que el bacilo ha penetrado al organismo, generalmente por inhalación, 

evade los mecanismos de defensa inespecfficos implantándose en un sitio 

primario en donde se multiplican sin resistencia aparente del hospedero: 

.-------·-------
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posteriormente son fagocitados por los macrófagos y destruidos (por activación de 

citocinas de linfocitos T cooperadores. principalmente interferón-y). o bien pueden 

permanecer viables y seguir multiplicándose, de modo que al llegar el macrófago 

al ganglio linfático, se disemina el bacilo por via linfática y sanguinea a cualquier 

otro órgano. en donde puede ser destruido uunto con las células infectadas 

mediante linfocitos T citotóxicos (CDS+) o persistir en forma latente durante años 

dentro de los monocitos, con proliferación bacilar y gran reclutamiento de 

macrófagos en el sitio de la lesión. :?O, 
23 

Los linfocitos T CD4+ Th1, son activados por células NK, que a su vez se activan 

con la micobacteria, las células NK producen IFN-y 12, y los macrófagos IL-12 y 

juntos favorecen la diferenciación y predominio de la subpoblación Th1, que 

producen básicamente IFN-y, IL-2 y TNF-1\ en cuanto a las células Th2 producen 

principalmente IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13, de modo que inducen una 

respuesta mediada por anticuerpos, asi las células Th1 producen IFN-y junto con 

Jos linfocitos T CDS+. activando potentemente a los macrófagos aumentando la 

eficiencia de destrucción de los bacilos alojados en su interior, gracias al 

incremento en los mecanismos intracelulares mediados por los radicales reactivos 

de oxigeno y óxido nltrico. Otros cambies en el macrófago, amplifican ésta 

respuesta inmune, como el incremento en la expresión de moléculas de clase 11 

del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) y el incremento en el número 

de receptores para TNF-u., de modo que hay presentación antigénica a mayor 

número de linfocitos T cooperadores y una mejor respuesta a TNF-u .. No obstante 

esta activación constante consume mucha energia y produce daños a los tejidos. 

probablemente por liberación de radicales de oxigeno, oxido nitrico y proteasas, 

dañando a las células del hospedero. 1
•· 

17
• 20. 56· 56• 

60 

Por otra parte los linfocitos T con cadenas yt<:; (So/o del total de la población 

linfocitaria) reconocen protelnas de choque térmico y antigeno de micobacterias, 

los linfocitos T con cadena u.r\ constituyen el 95% de los linfocitos T y están 

ampliamente distribuidos en el organismo. existe un tipo de linfocitos T u.fl CD4-, 
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CDS- y se ha observado que se encuentran principalmente en individuos PPD 

positivos, muestran proliferación con ácido micólico, de modo siendo capaz de 

lisar a células que presenten el compuesto C01b y representan por tanto 

protección adicional ante la micobacterias. , ... 17
· 20· 

56
· 

58
· 60 

HIPERSENSIBILIDAD DE TIPO TARDiO 

El hospedero usa la hipersensibilidad de tipo tardfo (OTH) para causar necrosis 

caseosa como respuesta al exceso de antigeno local. por destrucción de 

macrófagos no activados en los cuales el bacilo está creciendo, el hospedero 

elimina el ambiente intracelular que es favorable para tal crecimiento. aunque esto 

implica la destrucción local del tejido. 15
· 

17
·
60 

Cuando fa proliferación de las bacterias llega a un punto critico, se reinicia una 

respuesta con gran actividad de macrófagos, productores de IL-12. que a su vez 

activa a subpoblaciones de linfocitos CD4 Th1, liberan IFN-y, TNF-JI, IL-3 y factor 

estimulante de monocitos y macrófagos (GM-CSF), incrementando los 

mecanismos de muerte intracelular. Pero si la respuesta no es eficaz, existe un 

estimulo antigénico persistente y esas citocinas promueven la diferenciación de 

los macrófagos a células epiteloides (que liberan gran cantidad de TNF-a), 

algunas de las cuales se fusionarán, dando lugar a las células gigantes 

multinucleadas y a la formación del granuloma; además se incrementan los 

macrófagos por acción del GM~CSF e IL-3 (pues tiene efecto hematopoyético en la 

médula ósea). Si bien los granulomas encapsulan a las bacterias, también las 

aislan del sistema inmune y previene el dano al tejido por parte de los macrófagos 

que al quedar en el centro del granuloma mueren dando lugar a la necrosis. 15
· 

17
· 60 

La necrosis caseosa es entonces una reacción DTH producida por células T. 

especialmente citotóxicas (CDS). Además de otros factores involucrados como 

enzimas hidrolfticas, citocinas (TNF-u .• etc.) intermediarios reactivos de oxigeno y 

nitrógeno proveniente de macrófagos y probablemente de otras células. quizá aún 
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complejos antigeno-anticuerpo. complemento y productos tóxicos liberados de 

bacilos muertos. La licuefacción del caseum y su eliminación al exterior. explica 

las siembras broncógenas o intracaniculares de la tuberculosis a otras partes de 

los pulmones, y explica también. el contagio de la enfermedad a través de la 

expectoración. 15
· 

17
· 60 

RESPUESTA INMUNOLÓGICA HUMORAL 

Importancia de la presencia de •nticuerpos 

La patogénesis de la tuberculosis está en su mayoria determinada por la 

respuesta celular aunque la respuesta humoral mediada por linfocitos B ocurre en 

pacientes con tuberculosis y no se ha demostrado su rol en la patogénesis, los 

niveles de lgG son el indicador usual de la enfermedad activa, siendo la infección 

primaria asintomática y la enfermedad pulmonar leve no induce una respuesta de 

anticuerpos significativa, durante el tratamiento los niveles de anticuerpos se 

elevan un poco en el primero o segundo mes disminuyendo después, aunque 

permanecen en niveles detectables por uno o varios anos los pacientes con 

tuberculosis sanadas no tienen lgG detectada hacia antlgenos micobacterianos. 

La respuesta de lgM está dirigida principalmente a antlgenos polisacáridos no 

especificas, se desarrolla primero aunque no en altos titulas y su nivel no 

correlaciona bien con la presencia o ausencia de la enfermedad activa, por otro 

lado se han deter-minado a bajos niveles de lgA en el suero de pacientes con 

tuberculosis activa. pero no en sujetos control. sin embargo las lgA contra 

antlgenos micobacterianos no se han estudiado adecuadamente en secreciones 

externas por lo que no se puede excluir un papel importante en la protección de 

mucosas_ 62- 63 
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Métodos serológlcos como di•gnóstlco 

La historia de las pruebas serológicas para la tuberculosis hasta 1972 describe la 

aplicación de numerosas técnicas sin el conocimiento de la reactividad cruzada de 

los antígenos micobacterianos. En consecuencia, estas pruebas resultaron 

altamente variables y sólo mostraron alta sensibilidad si era correspondida por una 

pobre especificidad. Entre estas pruebas están: fijación del complemento, 

hemaglutinación, radioinmunoensayo (en esta última técnica, uno de ros mayores 

avances fue la demostración de anticuerpos contra M. tuberculosis en suero de 

sujetos sin exposición al bacilo) y ELISA (Ensayo inmunoabsorbente ligado a 

enzimas). 2
· 
22 

La técnica de EUSA usando antfgeno en fase sólida, es el ensayo serológico más 

empleado. Se han desa,..rollado ensayos utilizando extractos crudos, extractos 

protefnicos y derivados de constituyentes de M. tuberculosis como glicolfpidos, 

polisacáridos y antigenos purificados como el antfgeno de 38 kDa. con el cual se 

ha logrado una especificidad cercana al 80 % en casos de tuberculosis pulmonar 

con baciloscopla positiva. Se han desarrollado ensayos empleando extractos 

solubles de M_ bovis BCG cepa 1331. lográndose una sensibilidad de 91.5 % y 
una especificidad de 92.5º/o. 6

· 1
1 

El diagnóstico de tuberculosis meningea se ha estudiado por la medición de lgG e 

lgM anti-PPD en LCR, con una sensibilidad y especificidad superiores al 90o/o y de 

igual manera se ha utilizado un ELISA indirecto amplificado para detectar lgG en 

LCR empleando un ext ... acto soluble de M. tuberculosis con sensibilidad del 95 °/o 

y especificidad cercana al 100°/o. También se ha demostrado respuesta 

inmunodominante de lgG contra LAM (lipoarabinomanana) y contra la protefna de 

14 kOa. 6
·
61 
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Actualmente, con la técnica ELISA se obtiene una sensibilidad cercana al 90 º/o y 

una· especificidad próxima al 100º/o en enfermos baciliferos con alta carga 

antfgenica, pero no asf para tuberculosis paucibacilares y extrapulmonares. 2 

LIPOSOMAS 

Los liposomas son micelas formadas por lfpidos que en su interior pueden 

contener agua. El interés de los liposomas radica en su membrana que puede 

estar compuesta de fosfolfpidos (como la fosfatidilcolina) y cuya estructura, 

composición y proporción es prácticamente igual a la membrana de las células del 

hospedero. Los fosfollpidos tienen una cola hidrofóbica y una cabeza hidrofltica 

que, al disolverse en agua, se autoorganizan de la siguiente manera: las cotas 

hidrofóbicas se atraen entre si y las cabezas hidrofllicas contactan con el exterior 

e interior acuoso. De este modo se forman las vesiculas, similares a ras células 

corporales y a sus organelos. Una de las caracterfsticas más importantes de tos 

Jiposomas es que son fagocitados con eficiencia por macrófagos, lo que los 

convierte en fantásticos adyuvantes para muchos antigenos purificados. 64· 65 

- - - -----------------

Figura 11. Arreglo tipico de un liposoma. 62 
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Los liposomas se describieron por primera vez por Bangham en 1965, su tamafto 

varfa de 25 nm a 5 J.lm de diámetro y se clasifican en vesfculas unilamelares y 

multilamelares, estas últimas miden de 1 a S J.lm. las vesfculas unilamelares se 

dividen en pequeñas de 25 a 50 nm, y en grandes de 150 a 900 nm. estas se han 

empleado en el estudio de los diferentes arreglos moleculares en que los lipidos 

se pueden asociar: debido a que en estas es posible reproducir los arreglos 

moleculares que los lfpidos pueden tener en las membranas celulares además de 

controlar su composición lipfdica, e inducir cambios de las asociaciones 

moleculares lipidicas. 

Los lipidos que pueden conformar a los liposomas pueden ser de forma de cono 

invertido como los lisofosfolipidos, los gangliósidos y los 

monoglucosildiacilglicéridos se asocian en micelas: en tanto que los lipidos de 

forma cónica como la fosfatidiletanolamina, la cardiolipina y el fosfotidato en 

presencia de cationes divalentes como el ca2
• y el Mn2 •. dan el arreglo tubular de 

fase hexagonal Hu (Figura 12). BA. 55 
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ESTRUCTURA FORMA ASOCIACIÓN 
OUiMICA MOLECULAR MOLECULAR 

ff o rnmrm A" 
Ao 

mmuiaa•• 
Al rosfi'llhd1lt;.ohnc1 BJ C1llndrica l,;) l:hcapa o fase la"1P.lc:11 

J} [j A., • Ao 

-~- - : 

U1 l-osfat1d1leta1lol.tfr11r1c1 E) Cónica F) Fase Hexagonal 11 

1 V Ao •• •• A., 

. 
l5"i -..;~nghOs1do t t) Cono invertido IJ Fase Mtcelaf 

Figura 12. Clasificación de Jos lipidos con base en su forma molecular dinámica. 

La forma molecular (B, E, H) depende de la estructura quimica del llpido (A. O, G) 

y determina su asociación molecular en un medio acuoso (C. F. 1).62 
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ELISA LIPOSOMAL 

Se ha desarrollado un método que se basa en la unión de liposomas a placas de 

ELISA y la reacción inmune se pone de manifiesto con un segundo anticuerpo 

conjugado a la enzima peroxidasa por el desarrollo de color que produce esta 

enzima en su substrato especifico y como c•recen de protein••. los anticuerpos 

que se detectan sólo van dirigidos a los lipidos. 62
· 64· 65 

a) Aplicación del ELISA LIPOSOMAL 

Los lfpidos en general son moléculas poco inmunogénicas comparadas con las 

proteinas, los carbohidratos y los ácidos nucleicos. Sin embargo, en una serie de 

enfermedades humanas se ha descrito la presencia de anticuerpos antilfpidos que 

origina al Slndrome anli-fosfollpido (Hughes et al., 1966; Alarcón-Segovia, 1991). 

Estudios de difracción de rayos X han mostrado que los Upidos membranales 

tienen una geometria molecular caracteristica (cilindrica. cónica y de cono 

invertido). los lipidos cillndricos como la fosfatidilcolina se asocian en el medio 

acuoso en bicapas cerradas o liposomas, estas vesiculas se han empleado 

ampliamente en el estudio de los diferentes arreglos moleculares en que los 

Upidos se pueden asociar. para el desarrollo de diversos tratamientos con 

antitumorales de terapia génica y como vehfculo de antfgenos. 64
· 
65 
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DIAGNÓSTICO DE TUBERCULOSIS 

ESTUDIO MICROSCÓPICO 

El hallazgo de bacilos ácido alcohol resistentes (BAAR) en extensiones tenidas por 

tinción de Ziehl Neelsen y examinadas al microscopio es la primera evidencia de la 

presencia de micobacterias en una muestra clinica. con lo cual se observan 

bastoncillos ligeramente curvados. rojos sobre fondo azul. Es el procedimiento 

más fácil y rápido que se puede efectuar y que aporta al clfnico una orientación 

preliminar del diagnóstico. La visualización de BAAR en esputo no es afirmativa de 

M. tuberculosis porque otras micobacterias pueden también causar enfermedad 

pulmonar sin embargo en conjunción con la clinica y hallazgos radiológicos puede 

utilizarse para un diagnóstico presuntivo. 1
· 2 • 5 

(a) (b) 

Figura 13. (a)Tinción de Ziehl Neelsen, (b) tinción de fluorescencia. 4 

La no observación de BAAR en una muestra clfnica no descarta el diagnóstico de 

tuberculosis, ya que es una técnica de sensibilidad limitada. se ha demostrado que 

son necesarios de 5,000 a 10,000 bacilos por mL de esputo para el 

reconocimiento en la microcopia di..-ecta. La interpretación de baciloscopia de 

sangre y médula ósea por la gran cantidad de material celular presente es dificil. 1
• 

2 
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La sensibilidad de la baciloscopia depende. en gran parte. de una buena 

preparación de la tinción y de la lectura, se han documentado sensibilidades 

desde un 20 a un 80º/o. dependiendo de donde se haya hecho el estudio y del tipo 

de muestras estudiadas. 1
·

2
·

4 

CULTIVO 

El diagnóstico definitivo se establece con el aislamiento del bacilo a partir de 

expectoración, lavado gástrico, liquido pleural, LCR. orina y en tejido de biopsia. 

Los cultivos son mucho más sensibles que los exámenes microscópicos, pudiendo 

detectar una cantidad tan pequena como de 10 bacterias por mL de muestra 

clinica digerida y concentrada, además de obtener aislamientos en cultivo puro 

necesarios normalmente para poder identificar las especies de las cepas aisladas, 

el cultivo permite la confirmación de un diagnóstico.1
•

2
· 3 ·

4 

El método tradicional de cultivo incluye la inoculación de varios Oledios sólidos o 

liquidas con y sin antibióticos. Un medio con base de huevo como el Lowestein 

Jensen es el más conocido. También los medios sin base de huevo como el 

Middlebrook 7H10 y 7H11. 1
· 

2 Se incuban durante 3 o más semanas. las colonias 

aparecen rugosas, no pigmentadas. formando cordones. "· 66 

Figura 14. Cultivo en medio de LowensteinwJensen 
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La identificación de especies incluye determinación de temperatura de 

crecimiento, acumulación de niacina y reducción de nitratos, actividad de catalasa 

a un pH de 7 y 68° C de temperatura y actividad de arilsulfatasa. 2 
... 

Los medios liquidas suponen un mejor crecimiento, para esto existen métodos 

lfquidos de lectura manual como el sistema Septi-Chek MB (Becton Dickinson) 

medio bifásico que ofrece la posibilidad de disponer de un crecimiento que puede 

utilizarse para practicar pruebas de identificación sin necesidad de realizar 

resiembras adicionales, los principales inconvenientes de éste son la lentitud en la 

detección del crecimiento con respecto al sistema BACTEC 460 TB, no permite 

realizar estudios de sensibilidad in vitro y falla con frecuencia el sistema de 

identificación presuntiva de tuberculosis que lleva incorporado en su fase sólida. 

El medio liquido de lectura semiautomática se llama BACTEC 460TB. es el més 

ampliamente evaluado, utiliza el medio Middlebrok 7H12 y como sustrato ácido 

palmltico marcado con C 14. Durante el crecimiento bacteriano se produce 14C02, 

que es detectado por el sistema y lo traduce en indice de crecimiento. Este 

sistema utiliza reactivos radioactivos, es semiautomatizado y requiere de una 

amplia manipulación de los viales a lo largo de todo el periodo de incubación, su 

tiempo de detección es de 1 a 2 semanas. es utilizado para pruebas de 

sensibilidad. 1 ·~ 

PRUEBAS CUTÁNEAS 

La tuberculina antigua es un filtrado concentrado del medio en el cual han crecido 

bacilos tuberculosos durante seis semanas. Además de las tuberculoproteinas 

reactivas, este material contiene varios otros constituyentes de los bacilos 

tuberculosos y del medio de crecimiento. El PPD es un Derivado Proteico 

Purificado del medio de cultivo en donde crece la micobacteria, se obtiene por 

fraccionamiento quJmico de la tuberculina antigua, se estandariza en términos de 

su reactividad biológica como unidades de tuberculina (UT). Por norma en México 

la dosis de administración es un décimo de mL equivalente a 2UT de PPD por via 
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intradérmica en la cara anteroexterna del antebrazo izquierdo. Se debe realizar la 

lectura de la induración a las 72 horas, expresada siempre en milímetros del 

diámetro transverso. En la población general, la induración de 10 mm o más indica 

reactor al PPD. En el recién nacido. el desnutrido, personas infectadas por VIH y 

personas con inmunodepresión, se considera reactor al que presenta induración 

de 5 o más milimetros del diámetro trasverso, en ninas y ninos menores de 5 anos 

reactores a PPD, se requiere precisar el diagnóstico y de acuerdo con el resultado, 

decidir si se administra quimioprofilaxis o tratamiento. 3 · 
5 

11 . 

-
Figura 15. Prueba de PPD 

WESTERN BLOT 

La técnica de inmunoelectrotransferencia (IET). descrita por Towbin (1979), es uno 

de los métodos inmunoenzimáticos más útiles en la actualidad para el diagnóstico 

de algunas infecciones activas asf como para analizar una mezcla de antfgenos o 

para demostrar variaciones individuales de la magnitud de las respuestas. Permite 

identificar antigenos inmunodominantes reconocidos por anticuerpos especificas 

provenientes del paciente. La IET combina el poder resolutivo de la electroforesis 

en geles de poliacrilarnida, que separa moléculas de acuerdo a su peso molecular 

y carga, las cuales a su vez son electrotransferidas a papel de nitrocelulosa para 

posteriormente llevarse a cabo el reconocimiento antigeno-anticuerpo en la fase 

sólida. Esta inmunodetección se hace evidente por la adición de un segundo 

anticuerpo marcado con una enzima y la adición del sustrato correspondiente. 
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Mediante IET se han buscado moléculas inmunodominantes de bajo peso 

molecular a partir de un extracto soluble de M. tuberculosis H37Rv que fueran 

reconocidas por sue,-os de pacientes tuberculosos y se encontf"ó que la molécula 

de 4k0a (fracción 4MT) podfa ser un antigeno importante para identificar la 

infección tubef"culosa en casos de individuos con sfntomas sugerentes a esta 

enfef"medad, la sensibilidad y especificidad de esta técnica fue,-on de 72.4o/o y 

72.3º/o respectivamente. 2 

DIAGNÓSTICO MOLECULAR 

La PCR (Reacción en cadena de la polimerasa) es una técnica rápida que logra la 

genef"ación in vitro de millones de copias de un segmento de DNA especifico. El 

uso de la PCR aplicado a tuberculosis ha reducido el tiempo para identificar las 

micobacterias cHnicamente importantes desde varias semanas hasta un dfa. Los 

blancos están representados por el gen de la protefna de 38 kDa, la secuencia de 

inserción 156110, repetida 10-16 veces en el cromosoma del complejo M. 

tuberculosis, el gen de la protelna de choque térmico (HSP) de 65 kDa y el RNA 

ribosomal (rRNA). Seguramente el uso de la biologia molecular es la solución a 

futuro aunque aun requiere de avances en cuanto a su estandarización y 

aplicación diagnóstica. :7.o7 

CROMATOGRAFÍA 

La cromatografía es una técnica con Ja que se estudia la composición de lfpidos 

de la pared celular de las micobacterias. existen tres tipos de cromatografia que se 

han aplicado a la identificación de las micobacterias, la cromatografia en capa fina. 

la cromatografía de gases y la cromatog,-afia Jfquida de alta resolución (HPLC), las 

dos últimas son las de mejores resultado además son rápidas (resultados en dos 

horas) y dan buenos resultados aunque su inconveniente es su elevado costo. 1·5 
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En la cromatografla de gases, la identificación se basa en el perfil de ácidos 

grasos de las micobacterias. permitiendo la identificación de prácticamente todas 

las especies de micobacterias descritas en unas cuantas horas. Por su parte la 

HPLC se basa en el perfil de ácidos micólicos. Requiere muy poco inóculo y 

técnicamente es sencilla y rápida. 1 

INMUNOPROFILAXIS 

La vacunación con BCG tiene por objeto proteger a los no infectados, 

especialmente porque la tuberculosis es endémica y presenta tasas significativas 

de morbilidad y mortalidad en nuestro pais. Su función es reemplazar una 

infección natural con una cepa de M. bovis atenuado (bacilo de Calmette-Güerin o 

BCG). capaz de despertar las defensas del hospedero frente a nuevas 

infecciones. Es una vacuna viva, correspondiente a una cepa de M. bovis por 

Calmette y Güerin hace más de 65 atlios. subcultivada cada tres semanas durante 

13 atlios con un total de 231 pases, hasta que perdió su virulencia. A partir de 1974 

la vacunación con BCG fue incluida en el programa ampliado de vacunación de la 

OMS en la mayoria de los paises. 6 ·
21

·22· 68· 69 

Actualmente la vacuna BCG ha sido desarrollada de múltiples subcepas cultivadas 

en diferentes laboratorios, es conservada por lotes y liofilizada. Se trata de una 

vacuna bastante frágil, fácilmente afectada por la luz y el calor (la exposición 

directa al sol es capaz de reducir el número de bacilos viables en un 50% en 

menos de 5 minutos). En la práctica presenta algunas complicaciones: 22• 68·69 

Localtt9 

Ulceración local 

Adenopatlas r-egionales 

Fistulizaciones cr-ónicas 

Cicatrices queloides 

Siat..._ic_ 

OsteitisBCG 

Diseminación de la vacuna-becegeitis (sólo en individuos 

con pr-ofundas alteraciones de la inmunidad celular-) 

3R 



Su eficiencia en la prevención de la tuberculosis pulmonar ha mostrado 

variaciones considerables en diferentes poblaciones y experimentos, sin embargo 

ha mostrado una eficacia consistente (aprox. 80°/o) en la prevención de 

tuberculosis extrapulmonar (meningitis tuberculosa y tuberculosis miliar), en ninos. 

la cual no dura mucho más allá de 15 anos. Para explicar esto se ha propuesto 

diferencias en la potencia de las distintas cepas. en la dosis de BCG e 

interferencia en la respuesta inmunólogica a la vacuna por contacto previo con 

otras micobacterias. 22
· 
68

·
69 

En México se produce la vacuna liofilizada de la subcepa Copenhague 1331, tiene 

la ventaja sobre la liquida de una mayor estabilidad. se puede mantener a 30º C 

durante casi un mes y a 4º C durante un ano. Se recomienda vacunar a los recién 

nacidos para prevenir las formas graves de la enfermedad, las cuales tienden a 

ocurrir a esas edades. También revacunar a los ninos cuando comienzan la 

escuela, porque es la edad en alcanzarse mayor cobertura. Las contraindicaciones 

son escasas: recién nacidos por debajo de 2 Kg de peso o con lesiones en la piel 

y a todas las edades, individuos con inmunodeficiencias evidentes, o en 

tratamiento con drogas inmunosupresoras, aunque la OMS todavfa recomienda 

vacunar a los niños seropositivos a VIH. no presentando sfntomas de enfermedad. 
22. 68. 69. 74 

TRATAMIENTO 

El tratamiento eficaz exige el uso de al menos dos ayentes antimicobacterianos 

para evitar la selección de gérmenes resistentes durante el tratamiento. 

Habitualmente, se emplea la combinación de isoniazida (mecanismo de acción 

Figura 18) y rifampicina o etambutol durante ocho meses. 2
·

6
·
13 

En México el programa de acción para la prevención y control de 

tuberculosis dictamina que el tratamiento debe ser estrictamente supervisado por 

el personal de salud o personal debidamente capacitado. quien verificará la 

ingesta y deglución del medicamento como a continuacion se describe: 3 
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Tabla 3. Tratamiento para M. tuberculosis. 

Fase Intensiva: Diario, de lunes a sM>ado, hasta completar 60 dosis. 
Administración en una toma 

Medicamentos Separados (dosis) Combinación fija clave 2414 

4 grageas 

Rlfamplcina 600mg 150mg 

lsonlaclda 300mg 75mg 

Pirazlnamlda 1,500 mg a 2,000mg 400mg 

Etambutol(a) 1.200mg Clave 2405, 3 tabletas 

400mg 

Fase de sostén Intermitente, 3 veces por semana, lunes, miércoles y viernes, hasta 

completar 45 dosis. Administración en una toma. 

Medicamentos Separados (dosis) Combinación fija clave 2415 

4 cttpsulas 

lsoniaclda eoomg 200mg 

Rlfamplclna 600mg 150mg 

(a) Usar sólo en personas mayores de 8 anos. puede ser reemplazado por estreptomicina. 

El control del tratamiento se deber hacer mensual y consiste en: 3 

• Clfnico: Evolución del padecimiento sobre todo en ninos 

• Bacteriológico: Para verificar evolución bacteriológica. 

Favorable: negativa desde el tercer mes o antes, persistiendo asl hasta 

terminar el tratamiento. 

• Radiológico: En adultos como estudio complementario. en ninos se debe 

realizar a inicio y al final para verificar la evolución de las lesiones. 

Al término del tratamiento se debe clasificar al caso como . 

.,,,, Curado: Sin signos ni sintomas de tuberculosis y estudio bacteriológico 

negativo en los últimos meses de tratamiento o cultivo negativo al final del 

tratamiento. 

Y" Fracaso: Con baciloscopia y/o cultivo positivo al finalizar el tratamiento 

supervisado. 
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""' Tratamiento terminado: Al que ha sido completado el esquema de tratamiento. 

han desaparecido los signos cllnicos y no se realizó baciloscopia o cultivo al 

finalizar el tratamiento. 

1 Sintl!Sis de 
'Y acirt.is micól1Cos 

Figura 16. Mecanismo de acción de isoniacida. El medicamento inhibe la actividad 
del sistema enzimático dependiente de catalasa-peroxidasa. de manera que 
bloquea la slntesis de ácidos micólicos y la pared de la micobacteria se desintegra 
(htto://www.novartis.es/docpdffTubercutosis.odf) 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La tuberculosis es un problema de salud en México, las causas que condicionan la 

enfermedad se encuentran con toda seguridad en las caracterfsticas 

socioeconómicas, de sanidad y recursos en salud de la población. Confirmar la 

presencia de la enfermedad por cultivo tradicional es tardado y a veces imposible, 

ademáis el diagnóstico resulta complicado dependiendo de la edad, sitio primario 

de la infección, número de órganos o sistemas involucrados. estado de nutrición o 

condiciones inmunológicas del enfermo, si cursa o no con enfermedades 

subyacentes, si presenta complicaciones en los órganos afectados o de tipo 

general. Clfnicamente existen una serie de sfntomas que no son exclusivos de la 

enfermedad tuberculosa y pueden ser causa de confusión. Las técnicas para 

diagnóstico que han surgido hoy en dla presentan sus limitantes siendo técnicas 

que requieren del uso de antigenos de diferente naturaleza bioqufmica y pureza. 

Esto ha proporcionado Ja búsqueda de un método de diagnóstico rápido, confiable 

y de bajo costo con alta sensibilidad y especificidad. En la actualidad es 

importante el desarrollo de una técnica con éstas caracterlsticas para identificar 

casos tuberculosos en pacientes con sospecha de tuberculosis pulmonar. El uso 

de la fracción 4MT de naturaleza lipldica como anlfgeno en la técnica de ELISA y 

ELISA-liposomal puede proporcionar resultados confiables y apoyar al diagnóstico 

temprano de la enfermedad para establecer un tratamiento oportuno. 
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OBJETIVOS 

,. Purificar la fracción lipfdica 4MT de Mycobacterium tuberculosis H37Ra por 

medio de extracción con solventes y comprobar su reactividad inmunológico 

por Western-blot usando sueros de pacientes tuberculosos y sanos. 

:;... Identificar la composición bioqufmica de la fracción 4MT por cromatografia 

en capa fina y el revelado con diferentes reactivos. 

:;,.. Desarrollar técnicas inmunoenzimáticas que utilicen como antigeno la 

fracción 4MT. presentándolo como fracción independiente o agregada en 

liposomas. 

:;,... Evaluar la eficiencia diagnóstica de los inmunoensayos ELISA-4MT y 

ELISA-liposomal con 4MT para identificar la población tuberculosa y sana. 

,. Evaluar la importancia del uso de antigenos no proteicos útiles en el 

serodiagnóstico de tuberculosis pulmonar. 

HIPÓTESIS 

Si existen diferencias significativas entre la técnica de ELISA utilizando sólo la 

fracción lipídica 4MT y la técnica de ELISA usando la misma fracción incluida en 

liposomas, entonces es importante la presentación de antfgenos, si no hay 

diferencias significativas entre las dos técnicas entonces no importa el tipo de 

presentación de los antígenos reconocidos por anticuerpos presentes en suero de 

pacientes con tuberculosis pulmonar. 
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DISEÑO DE INVESTIGACIÓN 

TIPO DE ESTUDIO 

Observacional, transversal. prospectivo. 

POBLACIÓN 

;.. 73 sueros de sujetos tuberculosos con la enfermedad comprobada por 

clinica, RX y/o cultivo. 

;.. 14 sueros de sujetos con lepra comprobada clfnica e histofógicamente. 

;.. 15 sueros de sujetos con histoplasmosis comprobada clfnica y 

bacteriológicamente. 

;.. 11 sueros de sujetos con otras micosis, 

;.. 18 sueros de sujetos con cisticercosis comprobada por inmunofluorescencia 

y tomografla axial computarizada (TAC). 

)o.o 73 sueros de sujetos clfnicamente sanos. 

CRITERIOS DE INCLUSIÓN Y EXCLUSIÓN 

INCLUSIÓN 

Sueros de sujetos tosedores adultos con sospecha de tener algún padecimiento 

pulmonar preferentemente tuberculosis. 

EXCLUSIÓN 

Sueros de sujetos inmunodeprimidos por VIH y población infantil. 

ELIMINACIÓN 

Sueros que presenten caracterlsticas de contaminación, apariencia quilosa y 

hemólisis_ 

VARIABLES 

Presentación estructural o conformacional de la fracción 4MT de origen 

lipidico para ser utilizado en las dos variantes del ELISA. 

Grupos de sueros en estudio. 

DISEÑO ESTADISTICO 

Estadistica descriptiva, estadfstica inferencial y kappa de Cohen. 
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MATERIAL Y METODOS 

MATERIAL DIVERSO Y EQUIPO 

Estufa para medios de cultivo 

Blue-electric 

Centrifuga refrigerada Damon/ 

IEC. 

Microcentrffuga refrigerada 

Hermle Z252M. 

Campana de bioseguridad 

VWR 

Agitador mecánico VWR 

Scienfific 

Equipo de electrotransferencia 

Bio-Rad 

Equipo de electroforesis Bio

Rad Protean 11 

Fuente de poder Bio-Rad 

Recipientes para incubación 

de tiras Bio-Rad 

Potenciómetro digital Coming 

Material de vidrio Pyrex 

(matraces. tubos de ensaye, 

vasos. probetas. embudos, 

Balanza granataria Ohaus 

Balanza analitica Chyo 

Refrigerador (4º C) Mabe 

Congelador (-20º C) American 

Ultracongelador (-70º C) VWR 

Micropipetas de 1-10 1•L, 10-

100 11L y 250-1000 1•L marca 

Eppendorf. 

Pipetas graduadas de 5 y 10 

mL Pyrex 

Tubos Eppendorf 

Filtro de poro abierto Merck 

Bano Maria Fisher Scientific. 

Papel de nitrocelulosa BioRad. 

Microplacas de titulación de 96 

pozos Costar 

Lector de placas de ELISA 

Labsystems. 

Micropipeta Hamilton 

Placas cromatográficas 

comerciales (Cromatofolios AL 

TLC 20 x 20 cm. sllica gel 60 

F2545 Merck) 

Cámara cromatográfica Merck 

Agitador Orbital New 

Brunswick Scientir1e. 

Multipipeta de 8 canales. de 

volumen variable Gilbson 

Lavador semiautomático de 

placas Coming 
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SOLUCIONES Y REACTIVOS 

Medio Sauton a pH 7.2 

Solución salina al 0.85°/o 

Solución de acrilamida para el gel separador (37.7º/o T 0.5º/o Ct>ts) 

Solución de acrilamida para el gel concentrador (39.4% T 4.8% CtJts) 

Regulador para el gel separador (Tris 3.0 M, pH 9.3). 

Regulador para el gel concentrador (Tris 0.5M, pH 6.8) 

Oodecil sulfato de sodio al 10% Bio-Rad. 

Persuffato de amonio (psa al 10°/o) Sigma. 

Azul de bromofenol (0.5°/o w/v en etanol al 10%).Sigma 

Glicerol al 10º/o Sigma 

Regulador de corrimiento. 

Regulador de muestra 

Colorante de trabajo azul de Coomassie 

Solución decolorante de geles tenidos con azl•I de Coomassie. 

Regulador de transferencia. 

PBS 0.01 M pH 7.4 

PBS - Tween 0.1 % 

PBS - Tween 0.1 º/o - albúmina sérica bovina 1.0º/o 

Rojo de Ponceau S Sigma. 

Anti - lgG humana en cabra- peroxidasa Bio- Rad. 

Tetracloruro de diaminobencidina (DAB)Men:::k 

Marcadores de peso molecular GIBCO pretellidos (2.9-44 kDa). 

Sudán negro B Sigma. 

Etanol al 60°/o Merck 

Albúmina sérica bovina fracción V Sigma 

Regulador de TRIS-SAUNA pH 7.0 (TS) 

Etanol absoluto Merck 
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Solución de bloqueo 11 (leche 2% Sve/lis en TS pH 7) 

Conjugado antiinmunoglobulinas humanas obtenida en cabra Pierce 

Ortofenilendiamina (OPD) Sigma 

Peróxido de hidrógeno al 30% PQM 

Acido sulfúrico 4N. Merck 

Cloroformo Aldrich 

Metanol Fisher Scientific 

Nitrógeno gaseoso lnfra 

Acido acético PQM 

Yodo PQM 

Solución de molibdato Merck 

Reactivo de bismuto Merck 

Ninhidrina Merck 

METODOLOGIA 

Obtención del extn1cto llpidlco 28 

1. La cepa M. tuberculosis H37Ra se inoculó en medio Sauton y se incubó por 5 

semanas a 37° C. 

2. Se cosechó por filtración a través de papel filtro, se recolectó la masa bacilar 

con ayuda de un abatelenguas y se lavó 3 veces con solución salina al 0.85o/o. Se 

separó en alicuotas de 20 mL aproximadamente en tubos con tapa de rosca y se 

conservo hasta su uso a -70ª C. 

3. Una alfcuota de 20 mL de masa bacilar se vertió en un matraz Erlenrneyer con 

tapa de baquelita, agregando 75 mL de una mezcla de cloroformo- metano! (1:2). 

4. Se incubó en bano maria a 50º C durante 18 horas, centrifugando a 2500/ 20 

minutos, separando el sobrenadante. y agregando una mezcla de cloroformo

agua (1:1) v/v, agitando una hora a temperatura ambiente. 

5. se vertió la mezcla en un embudo de separación hasta la obtención de tas dos 

fases. 
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6. Se dividió la fase orgánica en alicuotas de 2 mL las cuales se evaporan con 

atmósfera de nitrógeno, se obtuvo el peso seco de cada alfcuota y se ·conservó 

a -70" C. 

Electroforesis en geles de poliacrllamld• (SDS-PAGE) 

1 . Los reactivos para preparar geles se usaron a temperatura ambiente 

2. Se lavaron los vidrios de las cámaras de electroforesis con detergente neutro 

liquido (extrán), secando al aire o con lavados de etanol. 

3. Se armaron los vidrios formando un "sandwich" con los separadores, se 

ajustaron y colocaron en sus respectivos soportes, marcando el limite de los geles 

con ayuda de la tarjeta arineadora. 

4. Se aseguró que no existiera fuga agregando agua a cada compartimiento y 

posteriormente se secaron. 

5. Se prepararó el persulfato de amonio justo antes de usarse. 

6. Se agregaron los reactivos en un matraz limpio en el siguiente orden para 

formar el gel separador, una vez hecha la mezcla, ésta se vertió en los 

compartimientos correspondientes: 

Componente def gel separador Cantidad para dos geles chicos 

Acrilamida 9.07 mL 

Agua destilada 1.75 mL 

Glicerol al 10% 1.7 mL 

-Affiortiguador del gel separador 4.24 mL 

SOS al 10% 170 J•L 

Persulfato de amonio al 10% 48 J•L 

TEMED ~JtL 

7. Después se agregaron lentamente unas gotas de isopropanol, lo cual permitió 

observar la formación del limite superior del gel separador. El tiempo en gelificar 

para un gel chico fue de aproximadamente 20 minutos. 

a. Se lavó con agua para eliminar el exceso de alcohol y se secó con papel filtro. 
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9. Se agregaron los siguientes reactivos en un matraz limpio para formar el gel 

concentrador y se vertió la mezcla hasta el borde superior de los vidrios colocando 

el peine deseado. 

Componente del gel concentrador Cantidad para dos geles chicos 

Acrllamida 2.52mL 

Agua destilada 3.82mL 

Glicerol al 10% 1.0mL 

Amortiguador del gel concentrac::IOf" 2.SmL 

SOS al 10% 10011L 

Persulfato de amonio al 10% 3011L 

TEMED 2411L 

10. Al término de la gelificación se retiraron los peines y se lavaron los geles con 

agua. 

11 . Se prepararon las cantidades correspondientes del extracto antigénico en un 

vial y se agregó un volumen igual de regulador de muestra y de agarosa al 2%. 

12. Se colocaron cuidadosamente los extractos en los carriles deseados. 

13. Se ensamblaron los "sandwiches" de vidrio en el soporte que contiene los 

electrodos asegurando de que no haya fuga agregando agua dentro de tanque 

interior. 

14. Se agregó el regulador de corrimiento en los 2 tanques de la cámara. el interior 

debe ser nuevo en cada corrida y el exterior puede usarse 3 veces. 

15. Se colocaron los marcadores de peso molecular. 

16. Se conectaron los cables a la fuente de poder y se ajustó la corriente 

empleada para el gel concentrador a 10 mA y para el gel separador a 20 mA. 

17. Se procedió a tenir (con azul de Coomassie y Sudén negro) o bien a transferir 

en papel de nitrocelulosa (ver anexo 2). 
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ELECTROTRANSFERENCIA 

1. En un recipiente se colocó la cantidad suficiente del regulador de transferencia 

pH 8.3 para cubrir las esponjas y papel filtro. 

2. Se sacaron los geles cuidadosamente de los vidrios y se colocaron en otro 

recipiente conteniendo el mismo regulador. Se incubó por 15 minutos a 

temperatura ambiente. 

3. Se cortó el papel de nitrocelulosa del tamaño del gel hidrattlndose. primero con 

agua (5 minutos) y luego en el regulador de transferencia (10 minutos). 

4. Se alineó el papel de nitrocelulosa con el gel, marcando con lápiz el papel para 

reconocer los limites y orientación del gel y revisando perfectamente que entre 

ellos no existieran burbujas, las cuales provocarian una mala transferencia al 

papel. 

5. Se ensamblaron los cassettes como sigue: la esponja, un pedazo del papel 

filtro, el papel de nitrocelulosa, el gel, papel filtro y esponja. 

6. Cada cassette se incorporó al tanque de la cámara de transferencia lleno con el 

regulador y su compartimento refrigerante previamente congelado. 

7. Se conectaron los electrodos de la tapa de la cámara a la fuente de poder. 

8. La transferencia se realizó durante 1 hora a 100 volts o bien toda la noche a 80 

mA. La cámara de transferencia debe contener una barra magnética que disperse 

el calor generado por el voltaje además del refrigerante previamente congelado, y 

colocarse encima de un agitador magnético. 

INMUNODETECCIÓN 

1. Una vez transcurrido el tiempo, se sacaron los cassettes y se tomó el papel 

de nitrocelulosa transferido, se colocó en un recipiente con PBS-Tween 20 

0.1 o/o y se realizaron 2 lavados de 5 minutos cada uno. 

2. Se bloqueó la membrana con PBS-Tween 20 al 0.1 º/o-albúmina sérica 

bovina al 1°/o durante 1 hora a temperatura ambiente y en agitación. Se lavó 

3 veces (10 min c/u) con PBS- Tween 20 0.1%. 

3. Se cortaron las tiras de papel de nitrocelulosa según el número de sueros 
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4. Se adicionó 1 mL de la dilución del suero problema asi como de los testigos 

cuando se tratan tiras individuales. esto es 1:500 en PBS-Tween 20 al 

0.1°/o- albúmina sérica bovina al 0.1 ºA>. Incubando 1 hora a temperatura 

ambiente y en agitación. 

5. Se lavaron 5 veces (6 minutos e/u) con PBS- Tween al 20 0.1°/o 

6. Se agregó el conjugado anti lgG humana-peroxidasa BIO-RAD (1 :1000 en 

PBS- Tween 20 al 0.1°/o-leche al 5%) incubando 1 hora a temperatura 

ambiente y en agitación. 

7. Se lavó 5 veces (12 minutos e/u) con PBS- Tween 20 al 0.1%. 

8. Se agregó el sustrato que debe ser preparado al momento de usarse y se 

incubó 20 minutos. Una vez observadas las bandas se lavó con suficiente 

agua destilada y se secó al aire para el posterior análisis. 

CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA 

Se marcó el origen del corrimiento en placas cromatográficas comerciales para 

aplicar 30 µL de fa fracción 4MT previamente disuelta en 200 µl de cloroformo. Se 

dejaron secar a temperatura ambiente para evaporar el cloroformo y se colocaron 

en una cámara de vidrio conteniendo una mezcla de cforoformo-rnetanol·ácido 

acético·agua en proporción 65:25:8:4. se tapó para evitar la evaporación del 

solvente. Se dejó correr la muestra hasta el final de la placa. se retiraron de la 

cámara y se dejaron secar al aire o a temperatura ambiente para la total 

evaporación de los solventes; posteriormente se revelaron las placas con los 

siguientes reactivos: yodo, molibdato, bismuto y ninhidrina (ver anexo 3). 

PREPARACIÓN DE LIPOSOMAS 'º 

1 . Se depositaron en un vial 6 1-1moles de la fracción 4MT y 2 µmoles de 

fosfatidilcolina. ambas resuspendidas en cloroformo. 

2. La mezcla se colocó en un matraz de dos bocas conectado a una bomba de 

vacio para evaporar el cloroformo. 
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3. Los Upidos se disolvieron en 1.2 mL de éter dietflico con agitación y se 

agregaron 300 µL de PBS 0.1°/o pH 7.4. se agitó un minuto en un vortex a su 

máxima velocidad. 

4. Se evaporó a vacío el éter dietilico y se agregaron 1.7 mL de PBS 0.1°/o pH 7.4, 

se filtró por una membrana de 0.45 micras para homogenizar el tamano de las 

vesfculas y conservarlas en esterilidad. 

5. La concentración final fue de B rng I mL de liposomas en PBS. 

ELISA LIPOSOMAL 

1. Se sensibilizó la placa de poliestireno al agregar 100 µUpozo del liposoma 

formado por fosfatidilcolina-fracción 4MT en proporción 1 :3 diluidos en PBS 

e incubando la placa una hora a temperatura cJmbiente. 

2. Se bloqueó la placa al agregar 200 µU pozo de la solución de bloqueo 1 y 

se incuba 1 hora a temperatura ambiente. 

3. Se depositaron 100 µL de la dilución (1 :500) de suero problema y testigos 

(por duplicado) en solución de bloqueo 1 y se incubó 1 hora a 37º C. 

4. Se lavó 4 veces con 200 µU pozo de solución de bloqueo l. 

5. Se depositaron 100 µU pozo del conjugado anti-inmunoglobulinas humanas 

marcado con peroxidasa (1 :4000) y se incubó 1 hora a 37º C. 

6. Se lavó 4 veces con 200 µU pozo con regulador PBS pH 7.4 

7. Se colocaron 100 µU pozo de la solución de sustrato y se incubó por 30 

minutos a 37º C. 

Al término se detuvo la reacción con 50 µL de la solución de ácido sulfúrico y se 

leyó a 492 nm. 
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ELISA con fr•cción 4MT 

1. Se sensibilizó la placa al agregar 100 IJL de la solución del antlgeno (2.5 ¡Jg 

fracción 4MT/ ml etanol absoluto) a cada pozo. Dejando secar la placa 2 horas 

a 37º C. 

2. Se bloqueó la placa al agregar 200 !JU pozo de la solución de bloqueo 11 y se 

incubó 1 hora I 37º C 

3. Se depositaron 100 ¡JL de la dilución (1:500) de suero problema y testigos 

(por duplicado) en solución de bloqueo 11 y se incubó 1 hora a 37º C. 

4. Se lavó 5 veces con 200 µU pozo con solución de bloqueo 11. 

5. Se depositaron 100 µL/ pozo del conjugado anti-inmunoglobulinas humanas 

marcado con peroxidasa (1 :4000) y se incubó 1 hora a 37º C. 

6. Se lavó 5 veces con 200 IJL/ pozo de regulador TS pH 7.0 

7. Se colocó 100 IJU pozo de la solución de sustrato y se incubó por 30 

minutos a 37º C. 

Al término se detuvo la reacción con 50 µL de la solución de ácido sulfúrico y se 

leyó a 492 nm. 
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RESULTADOS 

a) b) e) 

~·1-"}. 11; !- •!/ 1 - 29 

. ' 21 ...... 
~~;\-= 

18 
14 
8 Ma -- . <:==i 4kDa 2.6 

Figura 17. Gel de poliacrilamida al 18°/a con 1°/o de glicerol teftido con a) Sudán 
Negro B y con e) azul de Coomassie. donde se identifica el carácter lipldico de la 
molécula 4MT al tenirse solamente con sudán negro B. b) marcadores de peso 
molecular expresados en kDa. 

El cálculo del peso molecular se realizó por determinación del Rf como se 
muestra: 

Tabla 4. Marcadores de bajo peso molecular (MPM) pretellidos GIBCO 

ComJ?:onente 
na lnsuli 

1ntilil
-.:rsoz 

idor d~_!!!P-sina bovina 
ima 

~~iiCi _og~ob~~na 
rasa carbónica Anhid 

Ovo~ lbúmina 

Peso molecular re~ortado tDa\ 
2900 
5800 
14690 
18500 
28860 
44000 

Tabla 5. Elaboración de la curva estándar de marcadores de bajo peso molecular. 

Distancia recorrida por el 
~~~cm) 

4.1 
3.4 

2.85 
2.6 
1.95 
1.4 

Eje X: Rf de cada MPM Eje Y (log del peso 
_(_distancia/5.35 cml molecular\ 

0.7663 3.4624 
0.6355 3.7634 
0.5327 4.1670 
0.4860 4.2672 
0.3645 4.4603 
0.2617 4.6435 
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Curva esUondarde MPM 

i J m- - -¡ 

0.2617 0.3617 0.4617 0.5617 0.6617 0.7617 

Rf 

Figura 18. Curva estándar de marcadores de bajo peso molecular. 

y= m>< + b; log 10 PM = m (Rf) + b 

Donde b = 5.3410; m = -2.3902; r2 = 0.9707 

Interpolando el Rf de la banda de interés (3.9 / 5.35 = 0.729) en la curva estándar 

y calculando el anlilog, el peso molecular obtenido es de 3.97 kDa. 

WB 

4kDa 
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Figura 19. Reconocimiento inmunogénico de la fracción 4MT en sueros de 
pacientes tuberculosos. 
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CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA 

3 
2 

a 

1b--1a __ _ 

1 ---

b 

4 

1b 
1a 
1 

e d 

ª-~ 
3 
2 

Figura 20. Comatograflas en capa fina de la fracción 4 MT tenida con a) yodo que 
identifica lipidos totales. b)molibdato que revela lipidos con fosfato. e) con bismuto 
que muestra lipidos neutros y d) con ninhidrina que revela lipidos asociados a 
grupos amino. 

ELISA 
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Figura 21. Placa de ELISA empleando sueros problema y sueros control. 

57 



VALOR DE CORTE PARA EL ELISA-4MT (O.O =0.205) 

El valor de corte para el ELISA-4MT se calculó de la siguiente manera. se registró 

la densidad óptica de cada uno de los sueros sanos pertenecientes al grupo 

control negativo (n==73) para obtener el promedio y dos veces la desviación 

estándar. Una vez calculado se establece que por encima del valor obtenido la 

muestra problema es clasificada como positiva y por debajo de éste se clasifica 

como negativa. 

ELISA-4MT 

Resultados del ELISA-4MT en los grupos de sueros empleados 

Tabla 6. GRUPO DE SUEROS SANOS 

'MUESTRA l>ENS~l~D~A~D~·R~E~s=uttL~TADO MUESTRA DENSIDAD 
ÓPTICA ÓPTICA 

RESULTADO 

0.045 28 0.047 
2 0.142 29 0.001 -+- g ~;~ ~~ g:g~~ 
~-- =gI~~- --------1----~~'"'~,_--t---~g~: ~~~~~~--+-------! 

-~-- --o:<M1 34 0.056 
----8-- -0.059 35 0.043 

9 0.047 36 0.133 
10 0.061 37 0.234 

-~--11--- 0.050 38 0.05~9~-·+--------< 

-----:¡-2-- ----¡¡-:-552 39 0.053 
--.¡3---- -·a:oo~ 40 0.059 

14 0.038 41 0.071 
----1Ii- ·-o.b34- 42 0.171 
·--16___ 0.013 43 0.112 

17 0.078 44 0.084 
18 o.049 45 o.03°'·5=---+---------1 

--~~----g-:~~~ + --:~~;----1-------:g~:~g~~~~ó----l--------l 
-2-1-----0:-ó6_1_ 48 0.106 

22 0.123 49 0.138 -n- ---0.160 50 0.137 
--2-;i-- -0:035 51 0.055 

25 0.158 52 0.234 
26 0.022 53 .0.069 
27 0.085 54 0.090 

5R 



MUESTRA DENSIDAD 
ÓPTICA 

55 0.132 
56 0.072 
57 0.122 
58 0.069 
59 0.035 
60 0.017 
61 0.016 
62 0.051 
63 0.026 
64 0.048 
65 0.016 
66 0.028 
67 0.124 
68 0.103 
69 0.123 
70 0.126 
71 0.060 
72 0.215 
73 0.074 

RESULTADO 

-----------------
+ 
-

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

59 



Tabla 7. GRUPO DE SUEROS CON TUBERCULOSIS PULMONAR 

.MUESTRA DENSIDAD RESULTADO MUESTRA DENSIDAD RESULTADO. 
ÓPTICA ÓPTICA ·----:¡---- - o.as2 + ---47 · ·a-_867 --- -----+-----~ 

---2---- o.47 48 o.S46 -.-----· 
--··3··· 0:122· 49 0.696 -.--
····-··..¡·-···· 0.132· so· ó.46o - ---+--~--

s 0.392 S1 0.208 
·-5· - 0.326 + S2 1.S02. 

7 0:303 - + S3. .. Ó.172 
8 -0.037 54 - 0.207 + 

--·-¡¡·-- ·-0:279·- ----·+--- 55--- · 0.882·- + 
· -1¡;----- ·-o:s42 ---..-----· s6 -·--o.3s7-- ---+-

11 -·-¡;:495-· --···+-·---- S7 0.742 ____ ----:¡:---
-- -·-¡:¡ 0.094:_ .... :: =---=-=-==: S8___ __ - ··0::233··-- ---+---
··---~13-- · -· o.:!_33 _______ "!: ____________ S9 o.42s·:_-:: =::-.• 

14 o.s25 + 60 o.1s3 
- ·1·5 -- --0-:25¡¡- ---..--- ---¡¡-1-- --o: 17S-
---~- --0:486-- ---.--- ··--5;;r--- ---0.325- --~---1 
--1r-- ---0-:-4¡¡-- --:;--- ---53--- --·0:310- --· + 

. - ---18 ·--· !>:502-· ---------·-- -·-·---64 0.376 -- ---·-+-
··;9 · - ··0:122· as···---· o.sss· ·· ·---·.¡:··---
·:!O o.1s2·------------· 66 --·0:2n·-------.-----
21 o:s2·-- - - ----- --- - ·- -- 67- 0.288-- --·----+----·-

------22 o.474 --- -----.------------ea~---- o.s42 -- ----·+---
-·23-- --o:-861- ---:¡:--- ---59--- ·-0:758-- ---+ 

24·--- --o.879-- -----..------· 70·-·----· o.239 ·- ---+- ·--
· 2s o.841 ___ ----... ------ 71 o.7S6 ·-·-----·.¡.··---·· 
26 o.1s1·-- --··-~----- 72 ··-1.044 ··--·-·+·-----
27 ____ --0:269-- ____ +___ 73··--- 1.019 ---· ---.---
28 ó. j57·· - ·-----···--··-
29 0.3Ü~--·- ----- +··--·· -
3o· o.136 --- ---------·---

--3f Ó.540 + ·32··- --¡J:!)j4 ________ _ 

33 -- --0:326 -- ==--=-=-~ 
34 O.S15 

·3s · 0:535--· -------· 
36 0.662 -- -------.=-------

. ·37. 0.421 -- -·---..---
38 ·-- ·0:225- ---.---
39 1.026 ___ --·..----

40 0.345 - - ---··- ..•.. -
41 0.167 - -· ------·-·--
42 0.052 -

l 
. 43 -- - - . 0.629 . - - ·.¡.· - .. --

~~~ jf~- ~~:g~nr-~ --~-~~~---
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Tabla 8. GRUPO DE SUEROS CON LEPRA LEPROMATOSA 

MUESTRA DENSIDAD-ÓPTICA- RESULTADO 
1 - - 0.162 - - - - -
2 ~171-

---3 - - o.165 
- -.. - - 0.801- + 

-~------ - -·-
5 0.207 + 
6 --- -Cl. 163 ____ _ 
7 ----- --- o.244 ____ - ----.---

----- - 8 0.390 
9 -0.301 -
10 0.557 .¡_ 
, .¡ o.336 -
12 0.241-- -
-,3 0.294 
14 - -0.297 

Tabla 9. GRUPO DE SUEROS CON HISTOPLASMOSIS 

MUESTRA DENSIDAD ÓPTICA RESÜLTADO 
1 - 0.184 
2 -0.230 + 
3 0.075 

--,.---- 0.344 + 
5 0.071 
6- -0.256 + 
7 0.027 
8 0.252 ... 

-9 0.621 + -,º- 0.290 + 
-- --11 Cl.-199 -

- -12-- 0.236 
-----13~-- 0.355 - + 

14 0.193 
:--=:cs.:=~: _-_-_:::_-_~_-_--:-0.195-
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Tabla 10. GRUPO DE SUEROS CON NEUROCISTICERCOSIS 

MUESTRA DENSIDAD ÓPTICA RESULTADO 
1 0.124 
2 0.257 
3 0.431 
4 0.141 
5 0.230 
6 0.160 
7 0.195-
8- 0.217 
9 0.095 
10 - . -0.188 
"11 - 0.154-·---12---- -------0.181 _______ ·--
13 0:114-------- -------=--
14·--·- ----·-- o.255-- - - -- ------- +· -- - -
15- 0.217·· --+ 

--11r·--- -------0~149---- ----_----
-17-- --- --o.1a1----- ----=---
=:::Ja=:: :== __ 9--:1_11!J-:-..:::~=- :=~=~== 

Tabla 11. GRUPO DE SUEROS CON MICETOMA 

MUESTRA 
1 

"2 
3 
4 
5 
6 
7 

"8 
9 
10· 

·1_1 

DENSiDAD ÓPTICA RES_ULTADO 
0.323 + 
0.363 + 

-0.423- -+ 
0.692 + 
1.424 
1.078 + 
0.867 + 
0.474 + 
0.502 + 
1.046 + 
0.32~ + 
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Figura 22. Gráfico de dispersión de puntos para los resultados por ELISA-4MT 
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VALOR DE CORTE PARA EL ELISA-LIPOSOMAL (O.O =0.144) 

El valor de corte para el ELISA-liposomal se calculó de la siguiente manera. se 

registró la densidad óptica de cada uno de los sueros sanos pertenecientes al 

grupo control negativo (n=73) para obtener el promedio y dos veces la desviación 

estándar. Una vez calculado se establece que por encima del valor obtenido la 

muestra problema es clasificada como positiva y por debajo de éste se clasifica 

como negativa. 

ELISA-LIPOSOMAL 

Resultados del ELISA-liposomal en los grupos de sueros empleados 

Tabla 12. GRUPO DE SUEROS SANOS 

MUESTRA DENSIDAD ÓPTICA RESULTADO 
1 0.048 
2 0.046 
3 0.088 
4 0.047 

. 5 0.071 
6 0.210 
7 0.162 
8 0.073 
9· 0.057 

. -· ·1 ií 0.065 
- ·--·;; 0.065. 

12 0.072 
. ··-·;3 0.064 

14 0.045 
15 0.059 
16 o.oso 
11· 0.049 

.. ,8- 0.072 
·19· -0.061 
20 0.100 

. 21 . 0.049 
22· 0.131 
23 0.085 
24 0.105 
25 0.091 
26·· ·· 0.080 
27 0.102 
28 0.055 
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--;zg-- -----0.077 _____ ----------
----36 _________ tüoo _______ ----------
--31 o.oll4 __ _ 

32 o.146=---->-----~-
__ 3_3__ ---o-:12=1~-----j------

--34-- ---o-:Oa5____ -----
35--- -----·0:09;¡------ ---------

-----3-5-- -----0.082 -------
37-- ----0.125 

--~ --0:079-__ 3_9__ -o-:oa·4=---_, ______ _, 
--40-- ----0:101 _____ _ 
--..¡-,--- ----¡¡:¡¡fü _______ ----

42-- ------- 0.135 
---4-3-- ------ C(13o -----·-- ·----------
-~¡¡-- ------0:105------ --- - ------

45-- ------0.-056 _____ ----
--4¡¡-- 0:001 ___________ ___, 
--¡¡-¡ 6:00_2____ -

----1~ -==--=:g,g;~-==== -~:= --===~ 
5¡¡--- ----- -0.083 ______ --------

-s-..-- ---------·0.035 - - --- ---------
--52 ___ ---0.691____ -

53--- ----0:062 ____ -------
54 0.100-55 0.089 ____ - -

--56 -----0-.-05.¡---- -----
--57 ---·-0:047---- ---------

se-···- -------o-.·oa9--- -~ --=----
--5¡¡--- -------CÍ:Ói7______ --------
---¡¡¡¡- -----ó.041 _____ -----

61-- o-.-ollo ______ _ 
--62 -----0:12-.----- ---------1 
---53--- -----ó.o56 ______ -----=----
--54-- ------o:oso· ---- ---
--es~~ -------·o.045 ___ - -----=---

~
-~~----: ::~=·g,~~~=--==--:: -:___ :--== 
-5-8-- ----ó.oils ____ ------

--¡¡g- 0.06"1 ---~~~----__, -70·-- ---- --b.ó62 ______ - -
--7"¡-- ------ 0.038 ------ -----=---

--~~--- = _____ __g:g~g----~==- :::.=::.~-~--= 
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Tabla 13. GRUPO DE SUEROS CON TUBERCULOSIS PULMONAR 

MUESTRA DENSIDAD RESULTADO MUESTRA DENSIDAD RESULTADO 
ÓPTICA ÓPTICA 

·· ·1 0:557 - -----.---- -- --- 38 - 0.20o - --.:---
2·- 0.306 ·-- =----=-=-~-~----- -- -39 "i.026 
3 0.063 40 0.171 + 
4 0.122 41 0.493 
5 0.214 + 42 0.030 
6 0.560 .¡: ·43 0.576 + 

·7 0.111·--·-------··----- 44 o.435 ··---+----
- 6 ·o.·122 - --·------- 45 o.675 

_9____ 6.i29____________________ 46 --·--0.130 ----·-----·--
··10 -- 0.228 -- - ----..------ -- 47· 0:435 --.---- -

11 0.250 -------.---- -- - --- -4¡¡ 0.231 ____ ----.. -----
-,2 - 0.164 - --.¡.--- -- -----49 0.119 -----------
-.. 3-- ·-- ----0~12s so o.09s· · ------·----
14 0.711 ----- .------ 51-- -- - -0.626 --·-.---

---f5-- 0::366 _____ ! _ __:= ___ ¡;2::-_=:- 6.199___ + 

---~~- ·-- -- ==g'.:~~ ---- ----~-- ----~!- -- =g~~~¡= --------,===== 
-----15·----~--0.109 ___ ----- ------ ---55 ___ -0--:195 ___ ----..----

- -~~ - -g'~-~~-=-.: =--=-...:-:==:_ -- ----~~---- ·--§~~f---= = ·--.---
21 ··- -·-·0:203-- ---.------ ---5¡¡----0~121- --_ 
22 -- --ó.717 ___ ----.--- --·-59-- -¡¡:3¡¡¡¡- ---.-

-- ---2·3···- --o-.676-- -----.---- --50--· --0:·195 ---.----
24 - o.972-- -..- ·si o.074 -

- ·25 --"ll.153 -- -----..-- ---- ----62 - ··0:12¡¡- -------
26 ---0.1095 ___ ------- ~---- -- -- --63 --Ó.182 ---.. ----

··27·--·- -----0.1175 ___ ------·-- ---·-54------0:¡¡7.¡ -----.--
·-·20·-- --¡i:¡y,35-- ------- --55--- ---¡¡::¡¡¡7 + 
--- ·20-- --o.zói! ____ ----.--- ---5¡¡--- ·-o·.25¡¡-- ---.-

30- 0.066 -------·-- -- 67 0:195 ----.---
31 0.769 · -- - -- --se --- · · · ·o.i04··- ----------
32 0.377 -----.------- 69 0.446-- ·---.---

1-;ft~~ >1-!l~~~ -~=;f~::-:~=~§~~!j~i=- ~---
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Tabla 14. GRUPO DE SUEROS CON LEPRA LEPROMATOSA 

MUE--~-TRA-- ~~~~!_-_~_:~-~---~---¡~E_-~-iJ~~-~--D~ ----;¡-- --(>:078 ____ ---~---
--- ---··3-- ----·-o:oi5 --- -------~----

------4---- -- -----0.389 -- - -- ------..--- ---
--- 5 -----------0.083 -- - ---- -~------

=-.:·-~l=.:=: =~~.:1~!~.:~-~~-1 :=~-=-i== 
¡¡--- ----o.2os·----- - + 

~Ji~~ ==l-J~~EI~~ >~-.:[~~--
Tabla 15. GRUPO DE SUEROS CON HISTOPLASMOSIS 

-MUESTRA- -DENSIDAD
ÓPTICA 

RESULTADO 
-·--1--- ~--· Qj)j2: ----- -------
----2---- -----0~04·5---- ----=--

--3 ---- -----0.076 _______ ---------
---.---------0.103 ~--------

------5--- -- -0.089 
--- - ·¡¡- --- -0.083 
-----7---- 0.056-
__ s ___ -----o.Oeg- ---- -----

9 0.055 ---,º-- 0.263 ------ ----.----
11 0.154" ----- ---.----
12----·· - o.092· ----- ---- - ------

13 ·0.079· 
--..... -- Ó.119 -- --- ----

15- __ ____!1,0_8_! __ ~-----~ 
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Tabla 16. GRUPO DE SUEROS CON NEUROCISTICERCOSIS 

MUESTRA. DENSIDAD RESULTADO 
ÓPTICA _____ 1 ________ 0~053·----- ------------

--2-----·o.o62 ___ --------
-----3--- --------o.oes---- -- --------
---··;¡--- ·----0.062---- -------
-----··s ···-----· -o.069 - ------ -------

- s· -------- --o.037 ---- --------
---7--- ---------0.077 --- -----
-·-¡¡·--· ------0.069- ------ -------

9 0.064 ---.. º-- -·---0.076 ________ -
---·-;;---- ----0.049 ___ -- -------·· 
----12··- -----0.064 
--,3-- ----o.os5·--- - ---- -14 --- --·-o:oe4 _____ _ 
--1s--- ---0:1-s2--·--- ------
·-----w ----o·.077--

-:¡7-- ---cf094~- - --------
---18 o.699 ___ -------
----------- --~-- - - - ---- ------

Tabla 17. GRUPO DE SUEROS CON MICETOMA 

MUESTRA --DENSIDAD 
ÓPTICA 

RESULTADO 

----,--~ --------c,._o-;s·------- -------
__ 2 ___ ----iJ~i3i __ _ 

----·3------- ---- --ó.227 ----------
- ----¡¡-- --- --- iJ.337 - -----· 

5 0.453-
--5- -- 0.372 
----7---- o.7s9· -- --------
--- - ¡¡----- o.352 

9 0.206---
-----10--- 0.277 -- _:+-____ _ 
___ !J__ 0.0?_9 __ 
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Figu.a 23. Gráfico de resultados por ELISA-LIPOSOMAL 
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Tabla 18. Resultados de las pruebas aplicadas a la población de sueros sanos. 

O = resultado negativo 1 = resultado positivo 

MUESTRA ELISA-ESBCG - w:é - ELíSA •MT ---EÜSA LIPOSOMAL -
- 1 o -- - o - ----- - º------- ------- --- ó -- --- -- --

2 o o ---º- -0--------3----- ______ º ______ º_ ó _________ é> _____ , 
4 - - ______ º ______ -¡¡- ---ó --- ______ º ____ _ 
-5 -- o o -- ---º-- -----¡¡------
6 -- 1 - o- ----------, ----- ----------1 ----------

7 o º-- ---º- -0-8- __ º ____ -- --é>- ___ º ____ -----------, -------
9 ---- -- ----- _ó ________ -¡¡-__ º __________ º _____ _ 

- ió ___ _ ___ ó _____ -é>- __ o ___ --------º 
- - -11 _______ º _______ º ______ º ______________ º ____ _ 

12 -o----·-- --o-- --~-o --------- ·o-------~-

13 -- -- - ___ 1 ___ ---- -ó-- ----ó ------ __________ º _________ _ 
14 ----- ________ º __________ º ________ º ____________ º _____ _ 
15 o·------~- --- o -<:,------- ---------·o----

-~~ ===-=r-----=-~ -g-- -------g-=--=--=---- _-_-::_-=-=-----g:------l -- -rn--- ____ º____ o --º -----ó-
19 ------.¡-------- --º- ____ º __________ º ______ _ 
20 ______ º ____ -é>- ___ º __________ º __ _ 
21- _____ ó ________ --º-- ----1·--- ________ º ________ _ 
22 ------ __ º ______ -- ---º-- ___ º ____ --------º------
23 _____ º ________ º _______ º _______________ º _____ _ 
24 ____ ó _____ _ 6 ______ º __________ ó ___ _ 

-~~- -----g----- - g ---g--- ------g------1 
27 o -- - _º ___ ------ -6 ----- -- --- - ------ º-- ----- ------
28 ·.¡----- - º _____ º ______ -- _____ º _____ _ 
29 - --- --º-------o--- ____ º ___________ º _____ _ 
30 ------o------- -- --º-----o---- _______ º ____ _ 
31 --- ____ º ____ -º-- ---ó- ______ º ___ _ 
32 _____ 1____ o o o 
33 ____ - ---------.¡----- _º ___ (,---- ---'C1 ___ _ 
34- o ó-- --- º _____________ º ______ _ 
35 o- o- o-· -----º --------
36 o º--- o --- --- - 0-------------
37 - 6--- ---- - o o ---- -- - -----º ---
38 ó- o "1 - - -- ------ é> ------ ---39 _________ o _____ ó ____ ó ______________ ó ___ _ 
"4ó- --- ---- ____ º _____ ---·-a·-- --- o ---- ----- --º ---------
4·.¡-- ________ º _______ -o --- ____ º ___ ------ --ó -----------

-42 ---- -º- o o o 
----:4_3 __ -----:o~----- --º-- TE IS~CON-:--------

FALLA DE ORIGEN 
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L 
POSITIVOS 15 4 
NEGATiY-ós --~5-8~---l-~~-l-~~'.,-----1--~---6~9'"------l 
TOT_~L== ____ 73__ _ __ 7_3 ________ __J__3~----J 
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Tabla 19. Resultados de las pruebas aplicadas a la población de sueros con 

tuberculosis pulmonar. 

O = resultado negativo 1 = resultado positivo 

MUESTRA . CULTIVO BAAR ELISA·ESBCG W-B ELISA-4MT - . ELISA~LIPOSOMAL 
1 1 1 1 1 1 -- . i . ----
2 1 1 1 1 1 ·-1 
3 1 1 o· o o o -4 i -·o- - --- ·--1- -1--- _____ º_____ _ ____ º __ _ 
5 ·1 o. -- --------,. 1 1 ····-----,----
6 1 ·; ------, -- i -----,--- -----1---
7 1 1 --,---- -- 1·-· -- --- · 1·----- ------------º·-----ª ., --1· -----º------------,--- ____ º_____ ·---···---¡¡----
9 ·1 _f ___ --- ______ 1 ______ --·a·· 1 _______ º ____ _ 

10" 1 1 --------1---- 1-· -------,- --- ------,-------
1 ,----- ---1-- --1- o ----o -- ----·1 1 
12 ----,-----o··-- _________ º ______ -º-- --- ---º ---- ---------,-----

- -·-13 ---- ---;---,-- 1 -----º- ---, ----º 
- "14 _____ 1 ___ ·-1--------,---- --,--- -----,-----------1------

15 1 - 1 1 --º- -- · ---,---- ----------, -----
~~=-- -----r- ~r- -----~~--==-- =~- ---1-:-=-=- --=-:::-:-~ 
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--23 -----1-- --,- ------,----- --T- ---,-- --------,---
24 1 · -º-- ----·-1·------- -- ,-- - · ---·1·-----· 1 
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26 -,---- -- o _____ ó ____ -º-- ___ º___ o 
27 ··1 --,-- ____ º ______ -o-· --1··--- --------o·--

·2a -----,----.,------,----1--------b---- ------ó--
29 o - -- - 1 -- -----,---- ·1 1 ---- ----- __ 1 ____ --
30 --- ···o -- ----,-- ----,----1 -- ____ b___ o· 
31 ------0-----1-----1---1--- --1 -----1-----1 

--32 --- --¡¡-- --1- 1 1 1 1 
33 ·---o··---- ---1-· ----,-------- --.,--- -----.,-------------,e------• 
34 ···--0-·-1·-----,----- -.,-------1--------1-
35 --- ---º----:¡- 1 --1----¡---------1------J 
36 o 1 --- ---------:¡------ --,---- --- T---- -- --------.,-------
37 --,---- -1·------,----1 ---,----------0-----
36 ·o 1 o---- --y ··1 ---c-------

----39·--- b --1- ,---- --1- ---1---- ------,---
40 1 ---1-- --------,----- -· 1··-· ------,----- --· ------· 1-----
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·42 _____ º ____ --,----------o···---------;-- ____ º _______________ º _______ _ 
43 o - 1 . 1 - - 1· - . -- "f - "1 

. 44·-- _ :=-.-o=-=-:· __ 1 ------, 1-----~ :=-- -- __ 1__ =-::-
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- - .. 15-- ---1·-- --,-- -------,-- --,-- _____ 1 ____ ---------,---
46 -- _____ º ___ --,-- -------,----;- -----1---------·-¡¡-----
47 ____ ó ---1-----,------,---1-- -----;-----
48 ____ 0 _______ 1 1··-------1 -... 1 
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-----54··---- -----0-----;- - ----1---- --1- ---1--------------;-----
-------¡¡-5-- -----o··---- ·;-·- ------,-- --- -----,----- ------ ;------ ------------ .. ---------
----55-- --ó- 1 ----; -,- ---1 1 
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--·-52 ___ º ___ -1-- -------;------f _________ 1 __________ 0 ___ _ 
----53- --º-- 1 1 --1- ___ 1 ___ 1 

64 --1·-----..- ----º----------;- -----;--------------·-·1·--
----55-- ___ ó ___ ---;--- --------1- --1-- --------;-- -----,--------! 

-66 ____ ----¡¡--- --1-- ______ º _____ ----,- ------1- ---- --------,----

67- a· --1 1 1 1 --1--
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- 69 ---º- 1 --1-- 1· ----- 1 1 
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-· 71·---- ______ 1 ____ -----¡--- _____ 1 _______ 1 ___ -- --.,---- -------;-

- 72 º-- 1 1- -1 .,------ ----- ---- 1 
73___ ·-o- 1-- 1 ·---,-- .. --------·--- ---,-
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ESTIMACIÓN DE LA CALIDAD DIAGNÓSTICA DE LAS TÉCNICAS USADAS 

Se calcularon 4 parámetros para evaluar la calidad diagnóstica de las técnicas 
desarrolladas. tomando como •estándar de oro" al cultivo de Lowenstein-Jensen: 
senalbilld•d (S), especlflcid•d (E), v•lor predictivo de poaltlvld•d (VPP) y 
v•lor predictivo de neg•tlvld•d (YPN). (Ver anexo 4) 

Tabla 20. Tabla de contingencia para cálculo de tos parámetros operativos 

(sensibilidad, especificidad, VPP y VPN) para el ELISA- 4MT. 

CDlluclón - auero 1/500) 

-----------

ELISA-4MT 

Tobll 

s-

E• 

Tuberculosos S•noa Tobll 

59 5 64 

14 68 82 

73 73 146 

ESTIMADOR PUNTUAL 

80.82% VPP• 

93.15% YPN• 
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Tabla 21. Tabla de contingencia para cálculo de los parámetros operativos 

(sensibilidad, especificidad, VPP y VPN) para e: ELISA -UPOSOMAL. 

(Diiución de auero 1/5001 

Tuberculosos Sanos Total 

52 4 56 
ELISA-llposomal 

21 69 90 

Total 73 73 146 
·-~· ·-----~ ·---

ESTIMADOR PUNTUAL 

71.23% VPP• 92.86% 

E= 94.52% VPN• 76.67% 

Tabla 22. Indice operativo de las pruebas aplicadas e intervalo de confianza al 
95%t 

~TODO SENSIBILIDAD 
82.8% 

BARR2 (69.1-96.6) 
82.8% 

ELISA-ESBCG2 (69. 1-96.6) 
72.4% 

W-82 (56.1-88.7) 

80.8% 
~~A-4MT (71.7-98.9) 

71.2% 
ELISA- (60.8-81.6) 

LIPOSOMAL 

ESPECIFICIDAD VPP 
93.8% 85.7% 

(88.0-99.6) (72.7-98.7) 
56.9% 46.2% 

(44.9-68.9) (32.6-59.8) 
72.3% 53.8% 

(81 .4-83.2) (38.2-09.4) 
93.15% 92.1% 

(87.3-98.9) (85.6-98. 7) 

94.5% 92.8% 
(89.3-99. 7) (BG.1-99.6) 
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92.4% 

(BG.0-98.8) 
88.1% 

(78. 3-97. 9) 
85.5% 

(75.8-95.2) 
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(74.8-91.0) 
76.6% 

(67.9-85.4) 
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PRUEBA DE CONCORDANCIA DE LAS TÉCNICAS APLICADAS 

Este análisis es de uUlidad para saber si los diferentes métodos aplicados tratan 

de igual manera los casos, es decir para averiguar si los métodos detectan la 

misma proporción de casos y si dichos casos son los mismos. Se aplica la K de 

Cohen como medida de concordancia; ésta se basa en comparar la concordancia 

abservada en un conjunto de datos con respecto a la que podrla ocurrir por simple 

azar.80 Con ayuda del programa estadlstico SPSS versión 11.0 obtenemos los 

valores de este estimador de concordancia para las distintas técnicas aplicadas, 

con respecto al cultivo en lowenstein-Jensen. 

METO DO 

B-R2 

ELISA-ESBCG2 

w-e• 

ELISA-4MT 

ELISA-
LIPOSO-L 

Tabla 23. Tabla de concordancia de las pruebas. 

KAPPA 

0.773' 

0.3254 

0.4082 

0.7397 

0.6575 

ERROR INTERVALO DE CONFIANZA 

ESTANDAR AL115% 

0.0715 0.6333 - 0.9135 

0.0&43 0.1602 - 0 ... 906 

0.0948 0.2224 - 0.5940 

0.0557 0.6306 - 0.8489 

0.062 .. 0.5353 - 0.7797 
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ANÁLISIS 

La tuberculosis sigue siendo un problema prioritario de salud pública en nuestro 

pafs: durante mucho tiempo estuvo asociada a pobreza y bajo nivel cultural, sin 

embargo, hay que considerar más factores de riesgo que la promueven, como el 

hacinamiento dado por el aumento poblacional en grandes ciudades (como la 

Ciudad de México) facilitando la infección entre los habitantes y por tanto 

susceptibilidad a tuberculosis. 

Los signos y síntomas cfinicos de la enfermedad son inespectficos en muchos de 

los casos además obtener una baciloscopia positiva al expulsar más de 10 000 

bacilos por mililitro de esputo es una remota posibilidad, por lo que la eficiencia de 

los procedimientos diagnósticos como el BAAR o cultivo se encuentran limitados. 

Asl que se debe tomar en cuenta que las condiciones óptimas para realizar el 

diagnóstico no siempre están disponibles. 

las pruebas serológicas son una buena opción por ser rápidos y de bajo costo 

pero debido a la variabilidad de antlgenos utilizada muestran diferentes 

parámetros en cuanto a especificidad y sensibilidad, por lo que se sigue buscando 

al antlgeno ideal para usarlo como referencia en el diagnóstico de la tuberculosis. 

El ELISA-ESBCG ya establecido como prueba de rutina con sensibilidad de 

91.3º/o y especificidad de 92.1°/o (v. Tabla. 22) ha sido empleada con éxito. pero 

entre sus desventajas está la utilización de un extracto crudo y la no identificación 

de todos los casos positivos incluso a nivel extrapulmonar. 2 

Por W-B se identificó una molécula de bajo peso molecular cercana a 41<.0 

denominándose fracción 4MT, la técnica tiene una sensibilidad de 72.4% y una 

especificidad de 72.3º/o2 (v. tabla. 22), este antecedente da la pauta para estudiar 

su posible aplicación como antfgeno en pruebas de diagnóstico analizando su 

composición total usando la cromatografia en capa fina. Los resultados muestran 

una caracterización parcial de la molécula, identificándose, lipidos con fosfato, 

lipidos neutros con colina y lfpidos asociados a grupos amino, pero aun asi debe 
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realizarse un análisis más especifico empleando tecnotogfa avanzada como ta 

HPLC (cromatografia de liquidas de alta resolución) o resonancia magnética 

nuclear , para su caracterización completa. 

Los lipidos en general se han considerado como antfgenos con baja 

inmunogenicidad incluso se 

inmunológica, pero algunos 

ha dicho que no desencadenan respuesta 

estudios han demostrado que los Upidos 

micobacterianos pueden causar hipersensibilidad. formación de granulomas, 

caseificación y necrosis en tejidos. La mayorfa de estos estudios han sido para 

identificar su naturaleza quimica y su participación en la patogenia de la 

enfermedad pero sin resultados concretos. 26 

La semipurificación de la fracción 4MT con solventes orgénicos a partir de masa 

bacilar de M. tuberculosis H37Ra fue de gran utilidad para usar a esta fracción 

como fuente de antfgeno sólo en un ELISA y para formar liposomas empleando 

otro ELISA de variedad liposomal para reconocimiento antigénico en casos 

tuberculosos. El resultado es importante porque sólo hay un antecedente de la 

relevancia inmunólogica de una molécula de naturaleza lfpidica y de bajo peso 

molecular.2 

Los resultados de el ELISA-4MT tiene una sensibilidad de 80.82°/o y una 

especificidad de 93.15o/o y para el ELISA-liposomal una sensibilidad de 71.23% y 

una especificidad de 94.52°/o (v. tabla. 22). Estudios hechos para reconocimiento 

antigénico antilfpidos muestran que hay reconocimiento para liposomas que no 

forman bicapa sino otros arreglos moleculares, por lo tanto el estudio de un 

ELISA-UPOSOMAL con otros arreglos moleculares distintos a bicapa ayudarla a 

comprender más cómo se presentan los llpidos in vivo. 
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Después del correspondiente análisis estadistico se estimaron resultados 

aceptables para la técnica ELISA-4MT indicativos de su capacidad diagnóstica 

semejante al cultivo en Lowenstein-Jensen. por los resultados obtenidos para 

kappa= 0.77 (v. tabla. 23) y asi identificar con certeza los casos que presentan la 

tuberculosis pulmonar (sensibilidad= 80.82°/o y VPP = 92.19%) y a los exentos de 

ella (especificidad = 93.15% y VPN = 82.93°/o) en una población con una 

prevalencia del 30% de la enfermedad. El ELISA-LIPOSOMAL tiene una menor 

capacidad de identificación de enfermos verdaderos (sensibilidad = 71.23% y VPP 

= 92.56°/o) y menor capacidad que el método anterior para identificar los casos que 

están exentos del padecimiento (especificidad = 94.52°/o y VPN = 76.67o/o) (v. 

tabla. 22). 

Comparando el VPP y VPN del BAAR se muestra un VPP = 85. 7% y un VPN = 
92.4°/o de ahi su semejanza a los resultados del cultivo, esto la hace una prueba 

confiable, mientras que el ELISA-ESCBG como ya se sabia su VPP es muy bajo 

VPP = 46.2% aunque su valor predictivo para casos negativos es de 88.1 º/c:.. El 

W-B, clasifica sólo el 53.8º/o de casos positivos y su VPN = 85.5°/o considerándola 

como análisis regular(v. tabla.22). 

Las pruebas de concordancia ofrecen la similitud o diferencia de aplicar una u otra 

prueba para determinado diagnóstico y mientras más cercano sea el valor a 1 las 

pruebas son muy semejantes. Todos los cálculos de kappa se realizaron tomando 

como estándar de oro al cultivo e identificación del agente infeccioso. El W-B 

presenta un valor de kappa de 0.4082 que es bajo para ser considerada como 

prueba alterna al diagnóstico de tuberculosis, al igual que el ELISA-ESBCG (k = 

0.3254), el ELISA-LIPOSOMAL tiene una kappa de 0.6575 por lo que su 

concordancia es alta pero no mejor que el BAAR (k = 0.7734) y el ELISA-4MT (k = 
0.7397) por lo que se sugiere que el ELISA-4MT si pude ser de gran utilidad como 

una prueba alternativa al diagnóstico de la tuberculosis pulmonar usando un 

anligeno de origen lipldico(v. tabla. 23) 
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La reacción cruzada se mostró ·en sueros con otros padecimientos infecciosos 

semejantes a tuberculosis como lepra. histoplasmosis y micetoma al utilizar las 

técnicas desarrolladas (ELISA-4MT y ELISA-LIPOSOMAL) pero debe 

considerarse que filogenéticamente el género Mycobacterium está muy cercano 

de Histoplasma y Nocardia. por lo que el antfgeno 4MT o fracciones de ésta 

pueden compartirse entre si. 

Los valores elevados de sensibilidad y especificidad para el ELISA 4MT hacen que 

dicha técnica se pueda considerar como una herramienta más en el diagnóstico 

serológico de tuberculosis y muy posiblemente mejorarla si se estudian los 

componentes especificas que conforman la fracción 4MT. Por lo tanto los estudios 

serológicos de ELISA y W-B ofrecen ventajas de rapidez y costo; pueden hacerse 

a partir de suero o LCR pero se piensa que sólo demuestran el antecedente de 

contacto con la bacteria; de modo que si el tftulo es elevado. es sugerente de 

enfermedad pero un resultado negativo no descarta la enfermedad. siempre se 

deben considerar otros parámetros en el estudio de los casos sospechosos corno 

la clinica, estudios de gabinete. antecedentes de contactos similares y sobre todo 

si existe el aislamiento del agente infeccioso que seguirá siendo el ·estándar de 

oro .. para tuberculosis pulmonar. 
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CONCLUSIONES 

:.- Se logró purificar la fracción 4MT de Micobacterium tuberculosis H37Ra 

con diferentes solventes y se comprobó su reactividad inmunológica por 

Western-Blot empleando sueros sanos y tuberculosos. 

;.... A partir de la fracción 4MT semipurificada, por medio de la cromatografia en 

capa fina se identificaron residuos de lfpidos con fosfato, lipidos neutros con 

colina y lipidos asociados a grupos amino. 

:,... Se desarrollaron dos métodos de ELISA usando como antfgeno la fracción 

4MT. Uno con dicha fracción disuelta en alcohol etilico y mostrando una 

sensibilidad del 80.82°/o y una especificidad del 93.15% y el otro con la 

fracción 4MT agregada en liposomas obteniendo una sensibilidad del 

71.23% y una especificidad del 94.52°/o. 

;... Se evaluó la eficiencia de las técnicas ELISA-4MT y el ELISA-LIPOSOMAL 

mostrando la primera una mejor capacidad diagnóstica ofreciendo una 

alternativa para el diagnóstico serológico de tuberculosis pulmonar. 

;.... Se demostró que si hay reconocimiento antigénico de lfpidos en casos 

pulmonares y tomando en cuenta que la fracción 4MT contiene residuos de 

aminoácidos. éstos pueden actuar como adyuvantes al reconocimiento de 

lipidos y desencadenar una respuesta inmunológica contra éstos. 

;. Estos datos son de relevante importancia para estudios futuros y asi poder 

ofrecer resultados con prontitud al identificar casos enfermos de 

tuberculosis pulmonar y además de ofrecer alguna alternativa para casos 

extrapulmonares. 

-..... El estudio de las diferentes presentaciones de un antfgeno lipfdico, sólo o 

formando agregaciones moleculares como liposomas ofrece mejores 

resultados para el desarrollo de nuevas técnicas de diagnóstico. 
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ANEX01 

PREPARACIÓN DE REACTIVOS Y SOLUCIONES 

CULTIVO 

Medio Sauton 

L- Asparagina 

Acido cltrico- H 2 0 

Sulfato de magnesio 

Fosfato dipotásico 

Citrato de amonio férrico 

Glicerol 

H,O destilada 

ELECTROFORESIS 

4.0g 

2.0g 

0.5g 

0.5g 

0.05g 

somL 

Aforar a 1000 mL 

1.- Solución de acrilamida para el gel separador (37.7% T 0.5% C ,,..) 

Acrilamida 37.5 g 

Bisacrilamida 

Agua destílada 

0.1875 g 

100 mL 

2.- Solución de acrilamida para el gel concentrador (39.4o/o T 4.8º/o C bi9) 

Acrilamida 

Bisacrilamida 

Agua destilada 

37.5g 

1.875 g 

100mL 

3.- Solución amortiguadora para el gel separador (Tris 3.0 M, pH 9.3) 

Tris-base 16.1 g 

Tris-HCI 

Agua destilada 

2.7g 

50mL 
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4.- Solución amortiguadora para el gel concentrador (Tris 0.5 M, pH 6.8) 

Tris-base 0.075 g 

Tris-HCI 3.85 g 

Agua destilada 50mL 

5.- Dodecil sulfato de sodio al 10º/o 

sos 100 g 

Agua destilada 1 litro 

6.- Persulfato de amonio (psa) al 10% 

PSA 100 mg 

Agua destilada 1.0 mL 

7.- Azul de bromofenol (0.5% p/v en etanol al 10%) 

Azul de bromoffenol 50 mg 

Etanol al 10º/t1 

8.- Glicerol al 10% 

9.- Regulador de corrimiento 

Glicina 

Tris-Base 

Tris-HCI 

SOS al 10% 

Agua destilada 

10mL 

142.7 g 

25.66g 

6.14 g 

50mL 

Aforara 5 L 
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TINCIÓN DE PROTEINAS 

1.-Salución madre para la tinción de proteinas con azul de Coomassie 

Azul de Coomassie R-250 2 g 

Agua tridestilada 200mL 

Disolver en agua caliente. filtrar en papel Wathman No.1 y conservar en 

frasco ámbar a temperatura ambiente. 

2.-Colorante de trabajo azul de Coomassie 

Solución madre de azul de Coomassie 31.3 ml 

Metano! 125 mL 

Acido acético glacial 25 mL 

Agua tridestilada 68.7 mL 

Mezclar, llevar a 250 mL, y filtrar por papel Wathman No.1. conservar en 

frasco ámbar a temperatura ambiente. 

3.-Solución decolorante de geles tenidos con azul de Coomassie 

Metano! 500 mL 

Acido acético glacial 100 mL 

Agua tridestilada 

ELECTROTRANSFERENCIA 

1.-Regulador de transferencia 

Tr-is-base 

Glicina 

Metan al 

Agua tridestilada 

400mL 

3.02 g 

14.4g 

200mL 

BOOmL 

Se ajusta el pH a 8.3 con hidróxido de sodio 1 M. aforar a 1 litro, conservar 

en refrigeración, puede ser usado 3 6 4 veces. 
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2.-PBS 0.01M pH 7.4 

NaCI 

NaH2P04.H20 

Na2HP04 anhidro 

0.069 

3.0g 

12.6 g 

Se ajusta el pH a 7.4 si es necesario con las mismas sales, aforar a 1 litro. 

3.-PBS-Tween 0.1% 

PBS 0.01M pH 7.4 

Tween 20 

1 L 

1 mL 

4.-Solución de Bloqueo: PBS-Tween 0-1º/o-albúmina sérica bovina 1°/o 

PBS-Tween 0.01% 50 mL 

Albúmina sérica bovina 0.5 g 

5.-Colorante rojo de Ponceau S 

Acido triclo,.oacético 

Agua tridestilada 

Rojo de Ponceu S 

6.-Sueros problema y testigos 

3g 

100mL 

20mg 

Diluidos 1: 100 en solución PBS-Tween 0.1 %-albúmina sérica bovina 0.1 o/o 

7.-Conjugado Anti-lgG humana en cabra-HRPO (BIO-RAD) 

Diluir 1:500 en PBS-Tween 0.1%-leche So/o 

8.-Sustrato 

Tetracloruro de diamino bencidina (OAB) 

Tris 0.05 M pH 7.4 

H202 al 30% 

5mg 

10 mL 

3 IJL 
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ELISA 

l. Solución amortiguadora de Tris-salina (TS) pH 7.0 

Tris-base 1.210 g 

Cloruro de sodio 0.058 g 

Disolver en 700 ml de agua destilada, ajustar el pH con HCI 1 N y aforar a 1000 

ml. 

2. Solución amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.4 

NaCI 

NaH2P04.H20 

Na2HP04 anhidro 

0.06g 

3.0g 

12.8 g 

Se ajusta el pH a 7.4 si es necesario con las mismas sales. aforar a 1 litro. 

3 .Solución de bloqueo 1(albúmina1% en PBS pH 7.4) 

Albúmina sérica bovina 

Amortiguador de PBS pH 7.4 para 

1.0 g 

100ml 

4. Solución de bloqueo 11 (leche 2% Sveltis en TS pH 7.0) 

Leche 2.0 g 

Amortiguador de Tris-salina pH 7.0 para 100 ml 

5. Solución de sustrato de la peroxidasa 

Ortofenilendiamina 

Regulador TS ó PBS según el caso 

10mg 

25mL 

Peróxido de hidrógeno al 30% ¡---:-=:'34!""-------~ 
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ANEX02 

TINCIONES PARA GELES DE POLIACRILAMIDA 

TINCION PARA LIPIDOS CON SUDAN NEGRO B 71 

Preparar una solución saturada de Sudán Negro B en etanol al 60 o/o (v/v) a 37ºC. 

Enfriar la solución a temperatura ambiente y filtrar. 

Inmediatamente antes de usarse. se filtra otra vez y se agrega O. 1 mL de hidróxido 

de sodio al 25 % (p/v) por cada 50 mL de colorante. El gel se une por 24 horas y 

se lava con etanol al 50 °/o (30 minutos). 

TINCION PARA PROTEINAS AZUL DE COOMASSIE 72
•
73 

Colocar en un recipiente limpio aproximadamente 200 mL del colorante de trabajo 

de azul de Coomassie y el gel chico. si se quiere de una tinción rápida, cubrir el 

recipiente e incubar 1 hora a 37ºC. si no es asf, incubar a temperatura ambiente 4 

horas y en agitación continua. Verter el colorante y agregar la solución decolorante 

cambiando las veces necesarias hasta observar la nitidez de las bandas. El 

colorante de trabajo puede usarse hasta 5 vef:es al igual que la solución 

decolorante pues ésta se filtra en carbón activado y se vuelve a utilizar. 
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ANEX03 

REVELADO DE PLACAS CROMATOGRAFICAS 

1. Yodo: La placa perfectamente seca se introduce a la cámara que contiene yodo 

metálico permaneciendo en esa atmósfera hasta la aparición de color. 

Los compuestos con insaturaciones se observan de color amarillo intenso y/o café. 

2. Reacción con molibdato: Las placa se roela con solución de molibdato, se 

deja secar y se puede calentar un poco. 

Los lipidos con fósforo (fosfolfpidos) revelan de color azul contra fondo blanco a 

azul claro. 

3. Reacción con bismuto: La placa se roela con el reactivo de bismuto que 

consta de la solución A y solución 8 (La solución A se prepara disolviendo 1. 7 g de 

nitrato de bismuto en 100 mL de ácido acético al 20º/o en agua. La solución B 

consta de 40 g de yoduro de potasio disuelto en 100 mL de agua destilada). 

Cuando se va a usar el reactivo se mezclan 4 mL de la solución A con 20 mL de 

ácido acético al 20°/o y se adiciona 1 mL de la solución B. 

Los lfpidos con colina presentan un color naranja intenso contra un fondo 

amarillento. 

4. Reacción con ninhldrina: La placa se roela abundantemente con ninhidrina 

comerciai (Merck 6758) o con ninhidrina al 0.5 °/o en butanol. secar al aire. el 

desarrollo de color se da a temperatura ambiente. la placa se puede calentar un 

poco para acelerar el desarrollo de color. Los aminoácidos. los Upidos con 

aminoácidos que tengan su grupo amino libre y los lfpidos con aminoazúcares se 

revelan de color violeta en diferentes tonalidades e intensidades. 
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ANEX04 

CÁLCULO DE SENSIBILIDAD, ESPECIFICIDAD Y VALORES PREDICTIVOS 

Para determinar estos parámetros se hace un cuadro de correlación: 

Prueba poalllva 

Prueba negativa 

Total 

Donde: 

Enrermed•d preeente Enfennedad euaent• Tot•I 

A 

e 
A+C 

A• verdaderos positivos 

9.., falsos positivos 

C= falsos negativos 

Dn verdaderos negativos 

B A+B 

o C+O 
B+O A+B+C+b 

A+C= total de personas enfennas o prevalencia de la enfennedad 

B+D = total de personas no enfermas 

A+B+C•O=población total 

1 Sensibilid•d: es la capacidad de la prueba de identificar correctamente en una 

población , los individuos que presentan la enfermedad estudiada, es decir, los 

.. verdaderos positivos". Se expresa dando la proporción de los sujetos 

correctamente clasificados como positivos en relación al conjunto de enfermos 

(A+C). 

S= Al (A+C) x 100 

2. Especificidad: es ra capacidad de identificar correctamente aquéllos que no 

presentan la enfernledad estudiada. es decir. los "verdaderos negativos". Se 

expresa dando la proporción de los verdaderos negativos (O) en relación al 

conjunto de no enfermos (B+D). 
SP = Dl(B+D) lil 100 

3. V•lor predictivo de posltlvld•d (VPP): probabilidad de identificar los enfermos 

en un grupo de sujetos considerados como positivos. 
VPP = Al (A+B) lil 100 

4. Valor predictivo de negatividad (VPN): Probabilidad de que la enfermedad no 

exista en un grupo de sujetos considerados como negativos. 

VPN = 0/(C+D) • 100 
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