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Introducciéon. La tuberculosis, enfermedad infecciosa
causada por el bacilo Mycobacterium tuberculosis,
representa actualmente un problema de interés mundial.
La realizacién de inmunodiagndsticos es una atractiva
alternativa a los métodos de diagndstico actuales, los
cuales poseen baja sensibilidad, y requieren ser

confirmados en muestras tomadas en tres dias
consecutivos.
Los sistemas de inmunodiagnéstico son, ademas,

susceptibles de ser miniaturizados, ofreciendo la
posibilidad de aplicarlos con pequefas cantidades de
reactivos, en un lapso corto y sin necesidad de equipos
altamente especializados. Para que un sistema
inmunodiagnéstico sea miniaturizado, la primera
condicién requerida es la descripcién de un biosensor,
sistema capaz de generar una sefal como resultado de
la unién de un biomarcador.

En este trabajo se describe el desarrollo de una
plataforma novedosa de diagndstico basada en la
deteccion de anticuerpos presentes en individuos con
tuberculosis por amperometria. Un glicolipido antigénico?
de la bacteria fue purificado e inmovilizado en
micropeliculas de polianilina (PANI), que es un polimero
semiconductor.

Metodologia. En primer lugar, se obtuvieron bioreactivos
necesarios para realizar los ensayos. Se purificd di-o-
aciltrealosa (DAT, glicolipido antigénico de la pared
celular de M. tuberculosis) por cromatografia en columna.
Se analiz6 el DAT por cromatografia en capa fina (TLC) y
espectroscopia FTIR. Se sintetizaron peliculas de
polianilina (PANI) depositadas en vidrio por oxidacion
quimica de anilina, con persulfato de amonio (APS) como
agente oxidante. Se caracterizaron estas peliculas por
espectroscopias UV-vis y FTIR. Se obtuvieron grandes
cantidades de suero rico en anticuerpos contra DAT
mediante inmunizacion de conejos Nueva Zelanda. El
suero se tituld para obtener la dilucién de suero
adecuada para los inmunoensayos. Se elabor6 la
plataforma de diagndstico depositando DAT en las
peliculas de PANI, en una mezcla de hexano-etanol (1:1,
vol/vol). Se caracterizd la plataforma empleando
principalmente inmunoensayos colorimétricos.

Resultados. La caracterizacion de los reactivos por

espectroscopias permitid identificar las respectivas
bandas de absorcion de los compuestos analizados. La
titulaciéon del suero obtenido permitié determinar la
dilucién ideal de trabajo (1/100).

Al caracterizar las peliculas de PANI modificadas, se
observé una modificacién en la banda polarénica de la

PANIP® (figura 1), indicando una reduccion en la
conductividad debido a la adicién de DAT.
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Fig. 1. Espectros UV-vis de una micropelicula de PANI sintetizada por
bafio quimico, a) Sin modificacion b) Al ser modificada con DAT

Finalmente, se comparé la respuesta colorimétrica,
indicativa de la reaccién antigeno-anticuerpo, en ensayos
realizados con el suero hiperinmune y con suero control,
encontrandose que la nueva plataforma es capaz de
discriminar entre los dos tipos de muestras.

Conclusiones. La seleccion de un sistema de solventes
organicos consistente en hexano-etanol permitio la
inmovilizacion de DAT, un dlicolipido antigénico de
caracter anfipatico, sobre el polimero conductor. Se
encontré que el sistema PANI+DAT es capaz de atrapar
anticuerpos especificos contra DAT, discriminando entre
un suero control y suero hiperinmune que contiene los
anticuerpos. En vista del caracter multi-iénico de los
anticuerpos, ensayos en curso son realizados a fin de
determinar si la captura de anticuerpos sobre PANI se
relaciona con cambios de conductividad. Este trabajo
representa un avance hacia el desarrollo de un
dispositivo de diagnoéstico de tuberculosis portatil y libre
de reactivos secundarios.
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