ELABORACION DE UN METODO DIAGNOSTICO PARA Mycobacterium tuberculosis POR
HEMOAGLUINACION USANDO ANTICUERPOS DE TIBURON Heterodonthus francisci.
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Introduccion. Hoy en dia, aproximadamente la tercer
parte de la poblacion mundial es portadora de
Mycobacterium tuberculosis. Segun estimaciones de la
Organizacion Mundial de la Salud (O. M. S. 2006), cada
afio mueren 3 millones de personas a causa de esta
enfermedad y aparecen alrededor de 8 millones de casos
nuevos de tuberculosis pulmonar anualmente.
Mycobacterium tuberculosis, posee el antigeno de
secrecion temprana ESAT-6 codificado por el gen esat-6
Rv3875 de 285pb. Esta proteina se ha encontrado en
cepas de M. tuberculosis, M. africanum y cepas
virulentas de M. bovis, pero, no se ha encontrado en
cepas de M. bovis no patégenas con las cuales se
elabora la vacuna BCG' lo cual, hace a ESAT-6
candidata para métodos diagnésticosz. Los anticuerpos
de tiburon denominados IgNAR de 95kDa (nuevo
receptor de antigeno) carecen de dominios variables
ligeros y su reconocimiento se centra principalmente en
el CDR3. Los eritrocitos humanos poseen una
glucoproteina en superficie llamada glicoforina A la cual
se utilizé para hacer rondas de bioseleccién de una
biblioteca no inmune de tiburdn y asi obtener una fraccién
de anticuerpo Vi NAR especifico y fusionarlo con ESAT-
6, para elaborar un método diagnéstico para tuberculosis
humana basado en la hemoaglutinacién.

Metodologia. De una muestra de ADN gendémico de M.
tuberculosis, se aisloé y reamplificd el gen codificante para
ESAT-6 por PCR; de una biblioteca no inmune de tiburén
H. francisci se obtuvo un anticuerpo con capacidad
aglutinante. Se fusionaron ambos genes por PCR y se
expreso la proteina quimérica en E. coli Top10F con el
objetivo de wusarla como método diagnéstico para
tuberculosis basandose en el reconocimiento de ESAT-6
por las Ilg humanas presentes en el paciente contra este
antigeno y el reconocimiento de glicoforina A por el
anticuerpo de tiburén, causando hemoaglutinacion ex
vivo.

Resultados y discusiéon. Se lograron fusionar por PCR

los genes codificantes para ESAT-6 y ViNAR-
Antiglicoforina asi como expresarlos de manera
heteréloga en E. coli Top10F’. Los ensayos de

hemoaglutinacion consistieron en eritrocitos lavados;
sueros positivos a tuberculosis facilitados por el
Departamento de Epidemiologia del Hospital General de
Tijuana y la proteina quimérica ESAT6-VyNAR.

Los ensayos de hemoaglutinacién se analizaron bajo un
estudio doble ciego, obteniendo una eficiencia de
deteccién de sueros positivos del 82%.
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Fig. 1 Ensayo de hemoaglutinacion de sueros problema, pozo

superior control negativo, pozos del 1 al 10 positivos, 11
negativo, 12 control positivo.

Cuadro 1. Resultados del estudio doble ciego

Total de | Resultados No Negativos Eficiencia
sueros positivos determinados
% “ 3 6 82 %

Conclusiones. Se aislo, amplificod y expresd el gen de
ESAT-6 partiendo de ADN gendmico de Mycobacterium
tuberculosis; por medio de la técnica de despliegue en
fagos, se obtuvo de una biblioteca no inmune, un
anticuerpo monoclonal capaz de reconocer glicoforina A
eritrocitaria e inducir aglutinacion. Se estandarizé la
técnica de hemaglutinacién con el anticuerpo tipo V4NAR
y se logré hacer la construccidon del gen quimérico de
V4NAR-ESAT-6 asi como expresarlo en E. coli
TOP10F". Con la proteina quimérica se logré la deteccion
por hemoaglutinacion de sueros de pacientes infectados
con Mycobacterium tuberculosis con una eficiencia del
82%. En base a estos resultados podemos considerar
esta técnica como una alternativa viable para el
diagnéstico de tuberculosis humana.
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