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RESUMEN 

Las pruebas de Rosa de Bengala, aglutinación en microplaca y aglutinación en 

microplaca con 2-mercaptoetanol son las técnicas aplicadas en el diagnóstico de la 

brucelosis en la actualidad; teniendo como antígeno la célula completa. Reciente

mente se ha tratado de implantar el uso de fracciones celulares en sistemas inmunoen

zimáticos como la IETpara estudiar la respuesta inmune hacia éstos antigenos ya que 

se ha observado que las pruebas convencionales no son especificas. 

Se estandarizó la técnica de !ET para las fracciones proteicas yLPS de B. aborlus y B. 

melitensis, trabajándose con los siguientes grupos de individuos: 

a) Con brucelosis aguda ( 4 personas ), b) Con brucelosis crónica ( 3 personas ), 

e) Vacunados ( 3 ), d) Convivientes ( 4 ), e) Reacción cruzada con V. cholerae ( 3) y 

f) Grupo control negativo ( 3 ). 

El patrón electroforético del RCM-99s presentó 13 bandas bien definidas e intensas 

con la lindón de AgNO,, mientras que en el patrón del RCM-M16 de 11 bandas solo 

una presentó ésta característica. Comparten 9 proteínas con pesos moleculares muy 

semejantes. El LPS no presentó el patrón electroforético común en la mayoría de las 

enterobacterias, ya que tienen una .. cadena O" más corta y menos definida. 

El mayor reconocimiento antigénico obtenido en los 2 grupos de brucelosis y 

convivientes fué hacia la molécula del LPS. El cultivo positivo en un individuo no 

incrementa la respuesta inmune hacia los antígenos bacterianos. El grupo de vacuna

dos no indicó haber tenido una respuesta de anticuerpos significativa hacia un 

antígeno determinado, ni tampoco presentó reacción a la vacuna. 

La reacción cruzada con V. c/w/erae es nula en la técnica de !ET ya que de las 3 

personas estudiadas ninguna presentó reconocimiento antigénico y el grupo control 

negativo no presentó indicios de reacción positiva, lo que nos indica que la técnica 

utilizada es especifica. 



1.0 INTRODUCCION 

La Brucelosis conocida como: fiebre ondulante, fiebre del mediterráneo, fiebre 

de malta o enfermedad de Bang, es una de las zoonosis más severas transmisibles 

al hombre. Es causada por bacterias gram negativas del género Brucel/a Las 

especies que se han identificado como responsables de la infección humana 

son: B. abortus (ganado vacuno), B. melitensis (cabras) y B. suis (cerdos). Mientras 

que B. ca11is (perros) y B. ovis (ovejas) se han reportado esporadicamente. La 

brucelosis no es contagiosa (15, 16, 24). 

Las especies del género Brucel/a pueden originar procesos agudos, crónicos o 

una infección inaparente; la cronicidad está influenciada por la capacidad que 

tienen estas bacterias para multiplicarse en los fagocitos, ya que se ha señalado 

al LP5 como posible responsable de la evasión de muerte bacteriana por acción 

fagocitaria (29). El escaso conocimiento de Ja enfermedad y su sintomatolog!a 

no definida provoca confusiones lo que trae como resultado la mayoría de las 

veces un tratamiento y un diagnóstico inadecuado. Con frecuencia la infección 

es subcUnica o tiene respuestas variadas en el huésped. El diagnóstico en humanos 

es generalmente dificil para establecer, se ha basado comunmente en la detección 

y/ o cuantificación de anticuerpos antibrucela en suero por pruebas de aglutinación, 

precipitación, fijación de complemento, ELlSA e Inmunoelectrotransferencia (!ET) 

(10, 19, 24, 31, 39, 51). 

Los anticuerpos antibrucela son inicialmente indicadores de Ja infección, su 

estudio por Jo tanto es necesario para un seguimiento clínico. Hasta ahora no 

se sabe exactamente que papel juegan los anticuerpos en Ja respuesta inmune 

por lo que se ha hecho necesario realizar estudios de ésta respuesta en los 

pacientes, hacia Ja bacteria y no solo a los LPS, sino a otros antlgenos que no 



tengan el inconveniente de la reacción cruzada (13,37). Una preparación de LPS 

o protelnas puede ser separado en muchos fragmentos por la técnica de electroforesis 

en geles de poliacrilamida en presencia de Dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). 

La mayorfa de los pollmeros biológicos poseen carga eléctrica y por lo tanto son 

capaces de migrar bajo la influencia de un campo eléctrico. La SDS-PAGE, ha 

resultado ser una herramienta útil para la separación y caracterización de estas 

moléculas. Su análisis por este método pu~e visualizarse con técnicas de Tinción 

de Plata (11, 12). Una forma de transferir estas bandas o partes a nitrocelulosa 

se ha descrito por Towbin y otros (43, 44) donde se unen las bandas covalentemente 

a los grupos reactivos del papel, quedando así inmovilizadas y expuestas en la 

superficie para reaccionar con los anticuerpos correspondientes. El patrón obtenido 

sobre la nitrocelulosa es una copia .del patrón de separación obtenido en el gel. 

Esto nos permite realizar un estudio con mayor detalle de la interacción posible 

entre anticuerpos y antígenos (19, 25, 34, 47). 

En el aspecto de protección en humanos hacia la bacteria, aún no se liene algo 

en concreto. Se ha observado que la prevalencia de brucelosis en sujetos vacunados 

ha disnúnuido, pero no se tiene aún una exacta estimación de los efectos benéficos 

de la vacuna (36). 
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2.0 GENERALIDADES 

2.1 HISTORIA 

En 1861 J.A. Marston, describió el primer caso de brucelosis humana, refiriendo 

sus propios s(ntomas cuando trabajaba como cirujano en el British Army Medi

ca! Service en la isla de Malta (16). 

En 1887 la especie bacteriana causante de la enfermedad fué aislada por vez 

primera por el cirujano David Bruce, en bazos de soldados británicos infectados 

en la isla de Malta. Bang aisló en 1895 el segundo microorganismo a partir de 

ganado vacuno afectado por abortos infecciosos, mientras que en 1914 un tercer 

microorganismo fué cultivado en E.U., a partir de un feto prematuro de cerdo. 

Para 1918 Evans dilucidó que los 3 microorganismos tenian relación entre si 

por lo que los agrupó en un género aparte denominado Bruce/la (15). 

En México fué Pláceres el primero en aislar este género en 1921 en el Estado de 

Puebla, a pesar de que, desde antes se tenian noticias de la enfermedad. En 1939 

se realizó el ler. Congreso Nacional de Fiebre de Malta y en 1946 la Primera 

Reunión lnteramericana de Brucelosis las cuales tuvieron en Maximiliano Ruiz 

Castañeda su principal promotor. Este notable investigador Mexicano aportó 

elementos primordiales para el aislamiento, diagnóstico y tratamiento de la 

brucelosis humana, además de fundar el ler. laboratorio de estudio e investigación 

de este padecimiento (29). 

2.2 FUENTES DE INFECCION 

Los microorganismos pueden ser esparcidos en las secresiones y excresiones de 

animales infectados, como vacas, cabras y cerdos. Las bacterias pueden estar 

presentes en la sangre, nódos linfáticos, ubres, órgano reproductor y otros tejidos 

(24, 51). 

La carne cruda contiene restos de tejido linfático y sangre de res infectada por lo 
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que pueden contener organismos viables (24). La fuente de infección más importante 

de B. abortus son las vacas y por consiguiente la leche y sus derivados como 

queso fresco, mantequilla, helados (16). 

2.3 VJAS DE TRANSMISION 

Las principales vias de transmisión pueden ser: 

a) Contacto directo de piel (con abraciones) o conjuntiva; con secreciones, excresiones 

o tejidos de animales infectados (51). Entre las personas de alto riesgo se encuentran 

los encargados de matar cerdos (que pueden estar infectados conB. suis ) as( como 

los veterinarios y las familias de los ganaderos (16). 

b) Inhalación de aerosoles infecciosos. En los laboratorios, ésta es la vra de 

transmisión m~ frecuente (16). Bruce/la penetra por la mucosa del tracio respiratorio 

superior o por pulmón. En estas 2 anteriores vías de transmisión, se observa 

una relación directa con la ocupación del individuo; por lo que se puede decir 

que la brucelosis es una enfermedad profesional u ocupacional (29). 

c) Vía digestiva. Por ingestión de tejidos, alimentos o fluidos de animales que 

contengan el microorganismo. El riesgo es grande en gente que ingiere leche no 

pasteurizada o queso fresco, personas con aclorhidria y en pacientes con úlceras 

pépticas tratadas con una dieta de leche no pasteurizada (ya que no cuentan con 

un pH ácido en el estómago) (16, 24). 

d) Otras vias. 

Vacunas: Los veterinarios pueden ser infectados por inoculación accidental 

con la vacuna de 8. abortus cepa 19 viva, durante las campatlas de vacunación 

animal (16). 



Transmisión interhumana: Esta vía es muy rara, ya que solo se han reportado 

dos casos de infección por transfusión sangu!nea (51); además los donadores 

para transplantes de médula ósea y otros órganos del sistema retículo endotelial 

significan un serio problema (29). 

Via placentaria: Las brucelas podrian ser transmitidas de una mujer embarazada 

con brucelosis activa, a su producto a trayés de placenta, aunque aún no se ha 

podido comprobar (29). 

2.4 MORFOLOGIA Y ULTRAESTRUCTURA 

Es un cocobacilo Gram negativo, inmóvil, no esporulado y de tamai'lo pequeño 

(0.6-1.5µm por 0.5-0.Bµm), dispuestp en pares o cadenas cortas, no presenta pili 

ni cápsula. Sus colonias son pequeñas, redondeadas, convexas, lisas, de aspecto 

húmedo y translúcidas (15, 51). 

La envoltura celular de Brucella presenta: Una membrana plasmática interna, 

un espacio periplasmático, una capa intermedia de peptidoglican y una membrana 

externa (29). 

La membrana externa celular está compuesta de una linea externa de proteina

LPS y fosfoHpidos. Las cadenas de polisacárido son expuestas mientras que los 

componentes lip!dicos están próximos a la Unea de peptidoglican los cuales 

forman la mayor parte de la pared celular. Estos consisten de un complejo 

fuertemente entrelazado de glucosamina, ácidos murámico, glutámico, 

diaminopimélico y alanina asociado covalentemente con lipoprote(nas. El espacio 

periplásmico separa la linea de peptidoglican de la membrana celular (2). Las 

prote(nas de la matriz y las prote(nas porinas penetran la Unea de peptidoglican 

a intervalos irregulares y están parcialmente expuestas a la superficie celular 

(20) Fig. 1. 
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2.5 COMPONENTES ANTIGENICOS. 

Entre los numerosos compuestos presentes en la pared celular se encuentran: 

fosfoUpidos, proteínas y el LPS (12) de los cuales en éste trabajo son de interés 

los 2 últimos. 

Antfgenos de Superficie: 

LIPOPOLISACARIDO: 

Como en otras bacterias Gram negativas, el LPS es la molécula más abundante 

(del 2.5%-3% del peso seco bacteriano). Es de carácter ácido anfipático y se 

conoce como una endotoxina, ya que es un producto tóxico que está íntimamente 

unido a la célula. Puede extraerse de células intactas y por hidrólisis ácida 

separarse en un lípido A (que mantiene su toxicidad) y un polisacárido (del que 

depende la especificidad antigénica) (15, 50). 

El LPS se sintetiza en la membrana citoplasmática de la bacteria y de ahí es 

transportado hacia la membrana externa donde, junto con proteínas, forman la 

porción más exterior (12) orientación que facilita la inducción de anticuerpos 

dirigidos contra el "antígeno O" y el oligosacárido central, que son de gran 

valor diagnóstico de la brucelosis y en la identificación serológica de Bruce/la 

(11, 29). Si en la pared celular el LPS se encuentra intacto, hay mayor estabilidad 

y protección contra el efecto de algunos antibióticos, sustancias nocivas, detergentes, 

así como a los mecanismos de defensa del huésped durante las infecciones. En 

la fase R de la bacteria estas propiedades se pierden o disminuyen (12, 33). 

El LPS está compuesto de una cadena polisacárida ( "Antígeno O" específico), 

un polisacárido central y el llamado Lfpido A (51). Contiene los antígenos A y 

M que estan presentes en todas las brucelas lisas en proporciones que dependen 

de la especie. As! se reconocian especies con A dominante y con M dominante 
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que tradicionalmente han sido considerados como una característica diferencial 

entre las especies de Bruce/la (7, 29). Esencialmente se han establecido como 

homopollmeros de residuos de 4,6-didesoxi-4-formamido-D-manopiranosil. El 

antígeno M es un pollmero lineal formado por unidades repetitivas de 

pentasacáridos integrados por un azúcar ligada por enlace tt -1, 3 y cuatro por 

unión CL -1, 2. Mientras que el antígeno A está constituido por una cadena lineal 

con enlaces tt-1, 2 esencialmente ( 6, 7, 8, 17, 30, 51). 

El LPS-rugoso (LPS-R) contiene un antígeno" R" que se considera como equivalente 

a los determinantes antigénicos "A" y "M" encontrados en las células lisas (13). 

El LPS-R difiere del LPS-5 en que carece de quinovosarnina (24). 

a) Lipido A: Es la parte más interna de la estructura lipopolisacárida. Se sugiere 

que es similar en el LPS R y S. Su composición es distinta de los LPS de 

Enterobacterias en su contenido de ácidos: 1aúrico, mirística, palmltico y B

hidroximirlstico que están ausentes en Bruce/la .. El Hpido A en Bruce/la está 

constituido principalmente por ácido palm!tico, esteárico y por lo menos otros 

6 ácidos grasos saturados e insaturados de cadena larga impartiendo las propiedades 

hidrofóbicas a la molécula. Los azúcares encontrados son: glucosa, manosa, 

quinovosamina y glucosamina, estos forman el' extremo hidroffiico de la molécula 

(2, 13). Está unido al oligosacárido core por medio del Ac. 2-ceto-3-

desoxioctulosónico (KDO) probablemente a través de su carbono 6 (2, 51). En el 

LPS de Bruce/la la mayoria de las actividades biológicas están asociadas al Hpido 

A y es responsable de muchas de las propiedades inmunoestimulatorias no 

especificas (4, 23, 29). 

b) Core: El oligosacárido core consiste de una cadena corta de glucosa, manosa 

y residuos de quinovosamina. En muchas variantes R quinovosarnina está ausente, 

sugiriendo que es la terminal glicos!dica del core (51). 
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e) Cadena "0": No se sabe si las cepas R contienen una cadena "O", pero en el 

caso de cepas S éste consiste de un homopollmero lineal de N-formilperosami

na (4-formamido-4,6-didesoxi-D-manosa) unido por sus átomos e, y e, (enlace a 

-1, 2). La longitud de la cadena "O" es variable y puede ir de 30 hasta más de 

100 residuos de amino-glucosa (9, 10, 51). La estructura del LPS en su fase S y R 

se puede apreciar en la Fig. 2. 

POLISACARJDOS : 

Polisacárido B: Otro componente polisacárido ha sido aislado de cepas no lisas 

de B. melitensis 8115. Este ha sido designado "Polisacárido B", poli B o PB y 

muestra una relación serológica hacia haptenos nativos producidos por degradación 

de LPS liso (SI). Es un carbohidrato de bajo peso molecular. Es un pollmero 

cíclico que contiene entre 17 y 24 residuos de glucosa, asociados a una pequeña 

cantidad de cadena "O" libre y degradado parcialmente. Aparentemente existe 

en todas las especies de Bruce/la y en forma pura no muestra ser antigénico. 

Probablemente las reacciones serológicas que se le han atribuido se deban a la 

presencia de polisacárido O contaminante de las preparaciones (8, 29). 

PR01'EINAS: 

Estrechamente asociadas con la pared celular de Bruce/la estan las PME . En forma 

general los estudios han reportado 3 grupos mayores de PME: Grupol= 88-94 

Kda; Grupo 2= 35-40 Kda; Grupo 3= 25-30 Kda. La función del primer grupo no 

es conocido mientras que la función del segundo (aparentemente trfmeros en 'u 

estado nativo) es de porinas. En el c!aso de B. me/itensis la proporción de las proteinas 

de 25-27 Kda con respecto al grupo de 36-38 Kda es mayor, además predomina 

una prote!na de 48 Kda (38, 51). Para B. abortus el gpo. 2 y 3 es el que se encuentra 

en mayor concentración (48). Se cree que algunas PME juegan un papel importante 

en la estimulación de inmunidad protectiva a Bruce/la (32, 51). 
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Antígenos internos: 

Los antfgenos internos comprenden muchas proteínas y glicoproteinas con algunos 

carbohldratos y pequeños polipéptidos de 16-18 Kda. Los últimos son probablemente 

más importante por el papel que juegan en preparaciones de Ag intradérmico 

(51). Dentro de estos antígenos se incluyen diversos extractos obtenidos por 

numerosos métodos que van desde la simple extracción con agua, solución salina 

o reguladores, hasta el rompimiento celul~r (29). 

Otro antlgeno proteíco fué caracterizado por Bhonghbhat y col. (1970), que 

presentaba una actividad alergénica y fué denominado "Brucelina". Fué aislado 

de un extracto salino de Bruce/la melitensis determinándosele un P.M aproximado 

de 30 Kda. Otra preparación con actividad similar fué obtenida de la cepa rugosa 

B. melitensis BJJ5. La fracción res¡ionsable de la actividad contiene de 12 a 20 

constituyentes con P.M. de 12-50 Kda. Fracciones proteicas aisladas de células 

atenuadas y virulentas de B. abortus tratadas con solución salina hipertónica, 

contenian polipéptidos de 14 y 51 Kda, algunos de los cuales fueron localizados 

en la superficie y aparentemente podian existir en múltiples formas como dímeros 

o trímeros (13). 

2.6 IMPORTANCIA BIOLOGlCA DE LOS ANTlGENOS DE BRUCELLA 

Utilidad en el diagnóstico serológico 

La célula completa ha sido el antlgeno más empleado y en forma reciente se 

inició el uso de fracciones celulares, como el LPS y fracciones proteicas. 

a) CELULAS ENTERAS. Se han utilizado en las siguientes pruebas de diagnóstico. 

- Aglutinación lenta en tubo. 

-Aglutinación lenta en tubo en presencia de 2- mercaptoetanol. 

- Prueba de Coombs. 

- Prueba de fijación de complemento. 
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- Aglutinación en placa ( Huddleson y Rosa de Bengala ). 

- ELISA y RIA. 

b) LPS. Se considera el componente celular antigénico más Importante en las 

pruebas de aglutinación, por lo que es un elemento de elección primaria por su 

naturaleza inmunodominante. 

- Inmunodifusión. 

-ELISA. 

Con respecto a la reacción cruzada serológica del LPS de Bruce//a , se han hecho 

estudios en los que se ha comprobado que diversos géneros bacterianos como: 

V. cho/erae, Yersinia enterocolítica serotipo 0:9, E. co/i, Pseudomona maltophi/ia, 

Pasteure//a y varios tipos de Salmone//a, además de Leptospiras; presentan ésta 

característica serológica (37). 

c) ANTIGENOS PROTEICOS. Debido a Ja reacción cruzada presentada por el 

LPS, se empezaron a estudiar las fracciones proteícas. 

- CIE. Se utilizó un antlgeno proteico de Ja cepa B. me/itensis BI 15. 

- ELISA. El antígeno proteico de B. abortus 99s dió resultados que correlacionaron 

con los que se obtuvieron en pruebas de Aglutinación en tubo y R.B. Por último 

las PME de la cepa lisa de B. me/itensis identificaron anticuerpos producidos en 

infecciones de cepas lisas de: B. abortus, B. me/itensis yB. suis, además de la especie 

rugosa B. canis (13). 

Uso como vacunas: 

La vacunación humana solo se aplica en grupos muy especificas como: veterinarios, 

ganaderos y trabajadores de mataderos, que tienen un alto riesgo de contraer la 

infección (16). 

En 1952 en la exURSS se inmunizaron trabajadores expuestos a la infección por 

B. me/itensis con una vacuna viva conocida com B.A 19-BA. Esta es usada sólo 

cuando hay un alto riesgo de exposición (24). Las autoridades de Salud Pública 
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en E.U han eliminado el empleo de las vacunas actuales debido a su posible 

acdón patógena en el hombre (15). En 1962 se estudió en el ratón el poder 

lnmunizante de varias fracciones celulares: bacterias muertas con éter, paredes 

celulares y extractos bacterianos acuosos; de los cuales el que dió mejores resultados 

fué el extracto acuoso. 

En 1967 Rooux y cols. aislaron una fracción inmunogénica conteniendo 

peptidoglicana e insoluble en fenol (PI). Esta fracción proporcionaba protección 

en el ratón y actualmente es utilizada en humanos dando buenos resultados. 

Allos después López Merino y cols. por tratamiento enzimático de PI obtuvieron 

una nueva fracción mucho más purificada Ja cual llamaron 4 A, ésta inducia 

una mayor protección en el ratón (13 ). 

Posteriormenle en 1980, Dubray y Bézard aislaron 3 grupos de proteínas de Ja 

pared celular de B. abortus que actuaban como protección contra una cepa virulenta 

de B. abortus. En general se han utilizado bacterias vivas de virulencia reducida 

que han tenido como inconveniente el riesgo de contraer Ja infección y / o 

producir reacciones de hipersensibilidad. Esta vacuna estimula la produccibn 

de anticuerpos anti-LPS-5 los cuales son d!ffáles de distinguir de los desarrollados 

durante la infección natural (11). 

2.7 PATOGENJCIDAD 

La patogenicidad de Bruce/la en el hombre varia con su especie. 

B. me/itensis. Mayor invasividad. Severos efectos tóxicos. Puede causar aborto 

en animales hembra pero en mujeres aún no se ha comprobado. 

B.abortus. 

B.suis. 

Menor invasividad. Enfermedad moderada o asintomática. 

Produce granulomas sin necrosis o supuración. 

Bastante invasiva. Produce necrósis focal y supuración en huesos, 
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B.canis. 

bazo, hígado y nodos linfáticos. Tiende a producir una evolución 

crónica de Ja enfermedad. 

En hombre causa bacteremia, linfopenia, esplenomegalia y una en 

fermedad moderada (16). 

El LPS en las cepas lisas tienen una gran importancia como factor de virulencia. 

Las brucelas de tipo liso se multiplican co_n facilidad en el interior de monocitos 

no inmunes, mientras que las cepas de tipo rugoso (que carecen de virulencia); 

no lo pueden hacer (15, 16, 51). 

Los mecanismos por los que Ja brucela sobrevive dentro de las células implican 

uno o varios componentes de envoltura celular de alto peso molecular, siendo el 

LPS uno de los principales responsables de la inhibición del estallido oxidativo 

y por lo tanto del mecanismo de destrucción intracelular (muerte) de fagocitos 

parasitados por Bn1cel/a. El material de la pared celular no es degradado rápidamente 

por los fagocitos, lo que posiblemente induce la formación de granulomas en el 

hospedador. Varias cepas de Brnce//a spp. son capaces de producir y liberar enzimas 

como catalasa y una super óxido dismutasa dependiente de Cu-Zn (41,51). 

Bruce/la presenta 2 mecanismos adicionales de protección contra la muerte 

intracelular en el fagocito: Ja hidrofobicidad de su membrana externa y Ja carencia 

de sitios de unión para proteínas catiónicas (29 ). 

2.8 ASPECTOS CLINICOS 

Bruce/la es un parásito intracelular obligado capaz de originar procesos agudos, 

crónicos y también una infección inaparente: la cronicidad depende de su capacidad 

para multiplicarse en el interior de las células fagodticas (IS). 

El periódo de incubación de Ja brucelosis humana es largo y a menudo abarca 

varias semanas (15), puede variar dependiendo de la virulencia del microorganismo, 

vía de entrada y la dosis infectante. Varios autores coinciden al considerar un 
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periódo de incubación de 1·3 semanas, o hasla meses (29 ). 

Los síntomas suelen iniciarse de una manera insidiosa, con malestar, fiebre, 

laxitud, mialgia y sudoraciones. La fiebre se eleva por la tarde y puede ser 

remitente (especialmente cuando el organismo causal es B. melitensis ). 

Frecuentemente se produce bacteremia. La brucelosis humana puede ser una 

enfermedad febríl aguda o recurrente, crónica o una infección subclínica (15) 

dependiendo de la respuesta inmune celular del huésped y de la capacidad del 

agente para evadir los mecanismos intracelulares para su destrucción (29). 

2.8.1 Forma aguda: 

Se presenta generalmente fiebre alta e intermitente, en tarde y noche. Cefalea 

inlensa en región frontal y occipital, diaforesis profusa. Síntomas musculares y 

osteoarticulares. Otros signos que suelen encontrarse son hepato y esplenomegalia. 

Puede ocurrir la muerte como resultado de extrema toxemia y trombopenia (15, 

24,29). 

El diagnóstico se basa en la presencia de los síntomas clínicos, un título de 

aglutinación en prueba estándar en tubo de 1:160 o más. En caso activo de 

brucelosis, se espera que éste título permanezca a las 4-6 semanas del inicio de 

la enfermedad. El título puede alcanzar su máximo en 2-3 semanas y entonces 

gradualmente declinar (16). En la mayoría de los casos hay cultivo positivo en 

las las. muestras Los los. anticuerpos que aparecen en la brucelosis aguda son 

lgM, cerca de la 2a. o 3a. semana aparecen IgG. Después del diagnóstico 

generalmente las inmunoglobulinas de tipo IgM estan presentes (16). 

2.8.1 Forma crónica: 

El concepto de brucelosis crónica como una enfermedad incluye: ansiedad y 

depresión en gente sin previo episodio agudo y sólo una evidencia serológica 

de infección. Para algunos autores un periódo evolutivo prolongado es la 
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característica que permitirla el Dx. ; según Spink, éste periódo debe prolongarse 

por más de un afio. Para otros investigadores una evolución mayor de 3 meses 

serla suficiente (29). 

Los hemocultivos son generalmente negativos, pero hay infecciones localizadas 

(abscesos). Sus manifestaciones más comunes son: fiebre poco intensa en la 

mayoría de los casos, granulomas óseos, abscesos, s!ndrome depresivo, nerviosismo, 

hepatoesplenomegalia, bronquitis, anemiahemoHtica (16, 29). 

En ésta fase se desarrollan anticuerpos no aglutinantes de las clases lgG e lgA 

por lo que generalmente se observan Utulos bajos, especialmente en casos crónicos 

con abscesos localizados (16,35). 

2.9 RESPUESTA INMUNOLOGICA A BRUCELLA 

La infección con Bruce/la en el hombre induce una respuesta inmune compleja e 

involucra el desarrollo y participación de mediadores efectores tanto humorales 

como celulares. La magnitud y duración de estas respuestas se ven influenciadas 

por: virulencia de la cepa infectante, inóculo, edad, sexo, especie, estado inmune 

del hospedador y embarazo (24). La resistencia adquirida de modo natural a la 

brucelosis es sólo relativa, ya que la reinfección es frecuente, y la presencia de 

anticuerpos circulantes no asegura la inmunidad ni evita la bacteremia (15). 

2.9.1 Inmunidad Celular: 

La inmunidad celular es probablemente más protectiva que la inmunidad hu

moral en la brucelosis, las inmunoglobulinas circulantes especificas son producidas 

por los LB, pero los LT son los responsables de la mediación de l.1 inmunidad 

celular (16). 

En la brucelosis natural los microorganismos penetran por heridas cutáneas, 

conjuntiva o conducto gastrointestinal. Los PMN son las primeras células en 

acercarse al punto de infección debido a factores quimiotácticos celulares. Las 
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bacterias se adhieren a la célula para después ser envueltas y finalmente formar 

el fagosoma, las cepas virulentas y no virulentas de Brucella son igualmente 

susceptibles a la ingestión por PMN. Brucella presenta mecanismos de evasión 

de muerte intracelular en el fagocito como ya se indicó anteriormente (ver 

patogenicidad). 

A pesar de que los PMN son las células fagodticas mejor capacitadas para la 

eliminación de parásitos, se consideran de muy baja eficiencia en la eliminción 

de Brucella ; por el contrario, las bacterias que se hayan en el interior son 

transportadas al torrente sangulneo v(a linfática; diseminándose posteriormente 

al hfgado, bazo y médula ósea, produciendo manifestaciones cHnicas que pueden 

seguir un curso agudo con tendencia a la cronicidad o bien pueden presentarse 

infecciones inaparentes (13, 15, 29). 

2.9.2 Inmunidad Humoral: 

Los anticuerpos aparecen en forma temprana en el curso de la infección y pueden 

persistir meses o ai\os, suelen ser detectables junto con los primeros signos y 

s(ntomas de la enfermedad. Los anticuerpos son producidos contra varios 

constituyentes de la bacteria, especialmente componentes de superficie como 

LPS (15, 29). La función de las irununoglobulinas de suero y anticuerpos especificas 

producidos en la brucelosis es incierto (16). 

La respuesta primaria involucra lgM alcanzando su nivel más alto a las 4 

semanas y por pocos dias es la única inmunoglobulina presente como se demuestra 

por la reducción de actividad aglutinante de sueros después del tratamiento 

con mercaptoetanol. Después el título de lgG aumenta y predomina, disminuyendo 

con el tratamiento hasta casi desaparecer toalmente, por lo que es considerada 

como marcador de la infección activa. Mientras que la lgM alcanza niveles altos 
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que bajan con la evolución de la enfermedad aunque pueden persistir por 

varios allos. La IgG es fijadora de complemento mientras que la IgM no lo es 

(aunque ambas sean aglutinantes), por lo tanto en el estado temprano de la 

enfermedad la reacción de fijación de complemento es frecuentemente negativo 

(13, 24). Más tarde aparece IgA y recientemente se ha reportado la presencia de 

IgE, con una cinética intermedia entre IgM e IgG (3, 26, 29). Bradstreet et. al. 

observó que las IgM persiten en la fase tardla de la enfermedad y en la infección 

subcllnica (51). 

2.10 DIAGNOSTICO 

El Dx. está dado por la combinación de los datos clínicos y epidemiológicos; el 

establecimiento de un diagnóstico definitivo de brucelosis requiere el cultivo 

del microorganismo a partir de sangre, médula ósea, biopsia de ganglio linfático, 

tejido granulomatoso, pus, orina o fluido cerebro espinal (15, 13). Los exámenes 

empleados para el diagnóstico serológico se basan en la detección y titulación 

de anticuerpos en muestras de suero por Aglutinación, Precipitación, Fijación 

de complemento y más recientemente se han introducido las técnicas de ELISA, 

DOT-ELISA, !ET; utilizando antlgenos crudos o purificados (5, 10, 13, 29, 46, 

47). 

Las pruebas de rutina que se realizan actualmente para el diagnóstico serológico 

de ésta enfermedad en el Laboratotio de Brucelosis del Indre son: 

Rosa de Bengala, Aglutinación en microplaca para B. abortus yB. melitensis y 

Aglutinación en microplaca con 2- ME para B. abortus y B. melitensis (37, 46). 

El diagnóstico cHnico es frecuentemente difkil de establecer sobre todo en las 

formas subcHnicas y crónicas de la enfermedad, en las cuales los s(ntomas no son 

espedficos y la única prueba definitiva para establecer el Dx. de brucelosis es el 

aislamiento del agente etiológico; ésto no siempre es posible debido a las dif(ciles 

condiciones de crecimiento de este microorganismo (10, 18, 46 ). Los resultados 
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de las pnaebas convencionales no son siempre fáciles de interpretar, debido a 

que no son espedficos y es necesario por lo menos 2 pruebas para establecer un 

Dx.; esto hace necesario el desarrollo de nuevos métodos y la búsqueda de otros 

ant!genos (13). 

Los procedimientos serológicos comunes se basan en la detección de anticuerpos 

anti-LPS, los cuales son inducidos especlficamente contra la "cadena O" y 

permanecen en niveles altos aón después de la recuperación . Actualmente se 

ha enfocado el estudio hada determinadas fracciones celulares como PME y 

extractos proteicos, ya que estos también tienen caracterlsticas inmunogénlcas; 

evitando asl reacciones indeseadas o lnespedficas (2, 10, 11, 19, 48). Lo mismo 

ha pasado con los antígenos utilizados para protección, ya que se ha realizado 

una búsqueda de fracciones celulares protectoras con bajo Indice de toxicidad y 

que proporcionen una protección duradera (13, 38, 48). 

2.10.1 Western blol ( lrununoelectrotransferencla): 

Una lknica importante para el estudio de nuevos antígenos es el Western Blot o 

JET; la cual actualmente es una combinación de 3 técnicas analíticas (1): 

a) 'Electroforesis. Un paso Inicial importante para el estudio de macromoléculas, 

es la purificación; y una de las formas más utluzadas para separar y visualizar 

protelnas y LPS es la PAGE·SDS. Es rápida, sensible y capaz de una alta resolución. 

Para visualizar la separación del antígeno se realiza subsecuentemente de la 

electroforesis, una lindón que puede ser con Azul de Coomasie o con la técnica 

de AgN03 , que es mucho más sensible (34, 42). Tsai y Frasch desarrollaron un 

procedimiento de alta sensibilidad para tellir 1.PS bacterianos ya que estos no se 

tillen con Azul deCoomasie (17, 22, 27, 45). 

b) Electrotransferencia. La transferencia de protelnas a membranas de nitrocelulosa 

(NC) es realizada con ayuda de corriente eléctrica y es conocida como ''Western 
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blotting " mientras que para el LPS es llamada Inmunoelectrotransferencia. En 

ésta técnica, el patrón de bandas en la membrana de NC es una réplica exacta 

del patrón en el gel original (41). 

e) lnmunoensayo. Es de tipo enzimático para detectar anticuerpos en muestras 

de suero problema (1, 43). Anticuerpos conjugados a enzimas son usados para 

detectar antígenos si la NC es incubada con un sustrato cromogénico, forfamdo 

un producto insoluble que precipita en el sitio de reacción y permanece unido a 

la NC (41, 44). 

Con la IET se logra identificar aquellos componentes celulares de Brucella que son 

capaces de estimular la respuesta inmune humoral, durante la infección activa, 

con lo que se facilita el control y erradicación de la enfermedad (13). 
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3.0 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO 

A la brucelosis como enfermedad en nuestro pals no se le ha dado la Importancia 

necesaria reflejandoseen la poca información y conocimiento de ésta, provocando un 

diagnóstico incierto. Lo anterior aunado a la sintomatolog!a no definida de la 

brucelosls provoca confusiones con otras enfermedades como: Sahnonelosis y Tu· 

berculosis; por lo que muchas veces se da un tratamiento inadecuado hasta el punto 

de provocar que una brucelosis aguda se vuelva crónica. 

Del género Bruce/la las especies B. aborlus y B. melitensis son las que más frecuen· 

tementese han identificado como causantes de brucelosis humana (16).EI diagnóstico 

de brucelosis en humanos es dificil, por lo tanto se basa en la cuantificación de 

anticuerpos Anti-LPS, los cuales permanecen aún después de la convalescencia de la 

enfermedad (8). Hasta ahora no se sabe exactamente el papel que juegan estos 

anticuerpos en la protección inmune, por lo que se ha hecho necesario realizar 

estudios de la respuesta inmune humoral que tienen los pacientes hacia otros 

antígenos bacteria nos ya que también tienen características inmunogénicas (2). La 

dificultad de estos estudios radica en el aislamieºnto, purificación e identificación de 

antígenos específicos que constituyen la membrana externa de las brucelas y que 

pudieran ser útiles como reactivos para diagnóstico o vacunas (13). 

Por lo anterior se hace necesario el estudio de la respuesta inmune humoral que 

inducen los antígenos proteícos y LPS de estas cepas en personas vacunadas y con 

brucelosis; con el fín de conocer cuál de ellos es el responsable en mayor proporción 

de esta respuesta en el humano aumentando así los conocimientos que hasta ahora 

se tienen del control y diagnóstico de la enfermedad. 
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4.0 OBJETIVO GENERAL 

- Estudiar la respuesta inmune humoral hada algunos antígenos de tipo proteico y 

LPS deBrocella en humanos con brucelosis y vacunados, por medio de la téc;nlca de 

lnmunoelectrolransferencia (!ET). 

OBJETIVOS PARTICULARES 

- Estandarización de la técnicas de Electroforesis en geles de Poliacrilamida (SIJS. 

PAGE) e lnmunoelectrolransferencia (!ET) para los siguientes ant!genos: 

a) Antígeno protefco salino de las cepas B. abortus y B. melitensis. 

b) LPS de las cepas B. abortus y B. melitensis. 

- Determinar el perfil proteico o lipopolisacárido de cada uno de los antígenos. 

- Identificar los componentes hada los que hay producción de anticuerpos y caracte

rizar cada grupo de individuos estudiados en base al patrón obtenido en la !ET. 

- Dicemir con ayuda de una cepa rugosa (B. abortus RB51), qué tipo de antígeno es el 

responsable en su mayoría de la respuesta inmune humoral en los sueros estudiados. 

- Concluir si los resultados obtenidos pueden ser de ayuda en el estudio del conlrol 

y diagnóstico de la enfermedad. 
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5.0 MATERIAL Y METODOS 

MATERIAL BIOLOGICO 

ANTIGENO PROTEICO SALINO 

Los extractos salinos proteicos (RCM) se obtuvieron a partir de. células 

fonnalinizadas deB. abortus cepa 99-S y de B. melitensis cepa M-16 respectivamente, 

las cuales se colocaron con balotines de vidrio en agitación constante durante 16 

hrs. Se les realizó una centrifugación y el sobrenadante es lo que se trabajó 

comoRCM. 

LIPOPOLISACARIDOS (LPS) 

Fueron obtenidos por el método de Cherwonogrodzky (9), el cuál es una extracción 

con fenol de las cepas de B. abortus 99-S y B. melitensis M-16. El LPS fué purificado 

con proteasas y posteriormente se dializó en una solución de PBS pH 7.0. Por 

último se liofilizó. Para trabajarlos se resuspendieron con una mezcla de agua 

destilada-SOS, para tenerlos a una concentración de 5.7 µg/µl y 5 µg/µI 

respectivamente. 

ANTIGENO SONICADO 

Células completas de la cepaB. abortus RBSl (entidad rugosa que carece de LPS) 

resuspendidas en solución salina, se sometieron al sonicador a 8 intensidades /s 

durante 3 minutos. 

Los RCM, los LPS y el sonicado fueron proporcionados ya preparados y purificados 

por el Laboratorio de Brucelosis del Instituto Nacional de Diagnóstico y Referencia 

Epidemiológicos. 
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GRUPOS DE SUEROS DE PERSONAS QUE SE ESTUDIARON 

a) Agudos: Tftulos altos en Aglutinación estandar (> 1:320) y Mercaptoetanol (> 

1:80). Con sfntomas agudos en la ta. o 2a. muestra. Evolución no mayor a 3 

meses. Se estudiaron 4 casos,3 de ellos con cultivo positivo (1 a B. abortus 

2 deB. melitensis ). Todos estaban en tratamiento con antibióticos cuando se les 

confirmó la enfermedad. El caso M.L. obi;ervó un periodo más prolongado de 

enfermedad ya que su tratamiento inicial no fué el adecuado. Todos presentaron 

sfntomas caracterfsticos de la enfermedad, antes del establecimiento del diagnóstico. 

b) Crónicos: Tftulos en Aglutinación estandar de (<1:80) y Mercaptoelanol (<1:40). 

Sintomatologla persistente con molestias localizadas (cadera, articulaciones, huesos, 

cefaleas nocturnas). Se estudiaron 3 casos, uno de ellos presento cultivo positivo 

a B. melitensis y en diferentes fechas mostraron una reactivación de la enfermedad. 

El caso A.M. en todas las muestras registradas reportó un titulo alto, mientras 

que el caso A.T.S. y M.A.H. presentaron titulas de anticuerpos bajos a pesar de 

que se le aisló al caso A.T.S. la bacteria. 

e) Vacunados: No indicaban haber tenido brucelosis, no eran de área endémica 

y no habla reacción a pruebas convencionales antes de recibir la vacuna (fracción 

PI). La vacuna fué aplicada por lo menos 4 ai\os anteriores al presente estudio. 

Se trabajaron con 3 casos que tuvieron contacto directo con la bacteria' (porterior 

a la vacuna) por requerimientos de trabajo en laboratorio. Los A. M. C. Y X.C.B. 

no presentaron respuesta hacia la vacuna y solo cuando tenfan algún contacto 

con la bacteria tenian ligeras molestias (temperatura, dolor muscular) y se detectaba 

un aumento ligero de titulas. El otro caso (A.L.) mostró un cuadrocHnico muy 

semejante al de la fase aguda de la enfermedad, a los pocos dias de aplicarse la 

vacuna, el cual declinó a los 15 dfas. 2 ai\os después presentó por segunda vez 
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Ja sintomatología ya mencionada y los títulos se incrementaron ligeramente. 

d) Convivientes: Personas de área endémica. Positivos o negativos a pruebas 

convencionales. Se trabajó con una familia (6 miembros) del Edo. de Puebla. 

Solo se consiguieron muestras de 4 de ellos, de los cuales sólo 1 presentó al 

momento del muestreo síntomas clínicos sospechosos de brucelosis y 2 indicaron 

haberla padecido. Ninguno presentó cultivo positivo. Viven en condiciones 

insalubres y de extrema pobreza. Conviven directamente con bovinos y caprinos. 

Ingestión de leche bronca y derivados. 

e) Reacción cruzada a V. cholerae: Personas que dan pruebas positivas a V. cho/crac 

y negativas aBrucel/a o que dan positivo a las dos bacterias. Se seleccionaron 3 

personas las cuales tuvieron una de las siguientes características: 

1) Título alto de Ac's. vibriocidas y título bajo de Ac. antibrucela (Caso 1). 

2) Títulos bajos de Ac's en los dos casos (Caso 2). 

3) Tftulos en Ac's vibriocidas y negativo (títulos menores de 1:80 son los que se 

consideran negativos en el Laboratorio de brucelosis del INDRE) a brucela. 

f) Grupo control negativo: Personas clinicamente sanas. Dentro de la historia 

clínica no indicaban haber tenido brucelosis. No eran de área endémica. No 

hubo reacción con las pruebas convencionales (Rosa de Bengala, Aglutinación 

estandar y Mercaptoetanol). Se trabajaron con 3 casos y una sola muestra de 

cada caso. 
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CONJUGADO 

Se utilizó un anticuerpo polivalente antihumano obtenido en cabra, conjugado 

a peroxidasa (Cappel). 

BLOQUEADORES 

Leche descremada en polvo Sveltes 5% 

Gelatina3% 

Albúmina sérica bovina 3% 

MARCADORES DE PESO MOLECULAR 

Se utilizaron marcadores de peso molecular Sigma Chemlcal Company que lncluian 

las siguientes protelnas: 

EQUIPO 

Pro te( na 

Albúmina serica bovina 

Albúmina de huevo 

Pepsina 

Tripsinógeno 

ll-Lactoglobulina 

Lisozima 

Peso molecular 

66, 000 

45, 000 

34, 700 

24,000 

18, 400 

14, 300 

Cámara de Electroforésis y Electrotransferencia HOEFFER - SCIENTIFIC 

Fuente de Poder BIO - RAD 

Agitador magnético 

Potenciómetro 

Espectrofotómetro 

Agitador Hematológico 

Shaker con control de temperatura 
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MATERIAL 

Nitrocelulosa Micron Separations lnc. (MSI) con un poro de 0.22 µm. 

Nitrocelulosa BIO-RAD 0.45 µm y Nitrocelulosa Schleicher & Schuell 0.45 µm. 

Papel Filtro para Inmunoelectrotransferencia, Quick Draw Blotting Paper. SIGMA. 

Almohadillas Scoth-Brite 

Micropipetas Gilson de 1000, 200 y 20 µl. 

Puntas para microplpetas 

REACTIVOS 

Agarosa 

Tricina 

Acido acético 

Acido c!trico 

Acetato de Sodio 

Formaldehldo (HCHO) 

Nitrato de plata (AgNO') 

Cloruro de Sodio (NaCI) 

Azul de bromofenol 

Agua oxigenada (H,O,l 

3-amino-9-etilcarbazolona 

Colorante Rojo Ponceau "S" 

Carbonato de Sodio (Na2CO,l 

Dodecil sulfato de sodio (SDS) 

Etilendiamínotetraacético (EDTA) 

Tris-Hidroximetil-amino-metano 

Glicina 

Tween-20 

Etanol 

Acrilamida 

2-propanol 

Acido peryódico 

Ferricianuro de potasio 

Metanol 

2-mercaptoetanol (2-ME) 

Hidróxido de sodio (NaOH 

Acido clorhldrico (HCI) 

Tiosulfato de sodio anhidro 

Hidróxido de amonio (NH,OH) 

N,N-dimetilformamida 

N,N' -metilen-bis-acrilamida 

Ditlotreitol (DTT) 

Tris (Hidroximetil)-aminometano-hidroclorhldrico 

N,N,N',N'-tetrametil-etilendiamino (TEMED) 
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SOLUCIONES 

ELECTROFORESIS PARA LPS 

A) Acrilamida-Bisacrilamlda concentración 5 /13.5 %. 

30 g de acrilamida y 0.8 g de bisacrilamida se disolvieron en agua destilada e 

inmediatamente se llevaron al aforo de 100 mi, se filtró a través de papel whatman 

no.1 y se guardó en frasco ámbar (solución sensible a la luz) a 4"C. 

B) Persulfato de amonio 10%. 

Se pesaron 0.1 g de persulfato de amonio y se disolvieron en 100 µl de agua 

destilada (la preparación debe ser justo antes de utilizarlo ya que se descompone). 

C) Regulador del gel concentrador Tris 0.5 M pH 6.8 

6 g de Tris se disolvieron en agua destilada, el pH se ajustó con HCl 1 M y se 

nevó al aforo de 100 mi con agua destilada. Se filtró a través de papel whatman 

no.1 y se guardó a 4ºC. 

O) Regulador del gel separador Tris 3.0 M pH 8.8 

36.3 g de Tris se disolvieron en agua destilada, el pH se ajustó con HCI lM y se 

nevó al aforo de 100 mi. Se filtró por papel whatman no.1 y se guardó a 4"C. 

E) Regulador de cámara Tris 0.25 M, Glicina 1.92 M, SOS 1 % pH 8.3 

Se disolvieron 30.3 g de Tris, 144 g de glicina y 10 g de SOS en agua destilada, 

se ajustó el pH con HCI 1 M y se nevó al af~ro de lit. con agua destilada. De 

esta solución se hizo una dilución 1:10 para su uso. Se almacenó a 4"C. 

F) Dodecil sulfato de sodio (SOS) 103. 

10 g de SOS se disolvieron en 100 mi de agua destilada. Se guardó a 37"C. 

G) Agarosa 1% en regulador de cámara diluido 1:10 preparar justo antes de 

usarse. 

H) Regulador de muestra Tris-HCJ 0.1 M pH 6.8 

1.21 g de Tris-HCI, 2 g de SOS y 20 g de sacarosa se disolvieron con agua 

destilada, se agregó 1 mi de 2-ME y 1 mg de azul de bromofenol, se ajustó el pH 

y se llevó a un volumen final de 100 mi con agua destilada. 
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ELECTROFORESIS PARA PROTEINAS POR EL METODO SDS-TRJCINA (28) 

A) Acrilamida-Bisacrilamida 49.5 % T /6 % C. 

46.S g de acrilamida y 2.9 g de bisacrilamida se disolvieron en agua destilada, se 

aforaron a 100 mi. Se filtró a través de papel whatman no.!. 

B) Acrilamida-Bisacrilamida 49.S % T /3 % C. 

Se pesaron 48.0 g de acrilamida y 1.5 g de bisacrilamida, se siguió el mismo 

procedimiento que la anterior solución; y las dos se protegieron de la luz. 

C) Regulador del gel Tris 3.0 M, 0.3% SDS pH 8.45 

18.2 g de tris y 0.15 g de SOS se disolvieron en agua destilada, se ajustó el pH 

con HCI 1 M y se llevó al aforo de SO mi. 

O) Regulador del ánodo Tris-HCI 0.2 M pH 8.9 

1.6 g de Tris-HCI se disolvieron en agua destilada, se ajustó el pH con HCI 1 M 

y se llevó al aforo de 50 mi. 

E) Regulador del cátodo Tris-HCI 0.1 M, Tricina 0.1 M, SDS 0.1 % pH 8.25 

1.6 g de Tris-HCI, 1.8 g de Tricina y 0.1 g de SDS se disolvieron en agua destilada, 

se ajustó el pH y se llevó al aforo de 100 mi. 

O) Regulador de muestra. 

Fué preparado por la mezcla de 5.9 mi de Tris-HCI 0.06 M, EDTA 1 mM, SOS 

2 %, 0.8 mi de 2-ME y 0.4 mi de solución saturada de azul de bromofenol. 

Todas las soluciones se guardaron a una temperatura de 4"C. 

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA 

A) Regulador de transferencia Tris 2SmM, Glicina 192mM, Metano( 20%, pH 8.3 

6.06 g de tris y 28.8 g de glicina se disolvieron en agua destilada, se agregaron 

400 mi de metano(, se ajustó el pH y se llevó a un volumen final de 2 lts con 

agua destilada. Se mantuvo a 4"C. 

B) Colorante de Rojo Ponceau "S" 

0.5 g de Rojo Ponceau "S" se disolvieron en una mezcla de 98.S mi de agua 

destilada con 1 mi de ácido acético. 
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INMUNOENSAYO 

A) Tris Buffer Salino pH 7.5 (TBS) 

2.9 g de tris y 29.2 g de NaCI se disolvieron en agua destilada, se ajustó el pH y 

se llevó a un volumen final de un litro, se guardó a 4"C. 

B) TBS-Tween 20 al 0.05 % (TBS-T) 

A 100 mi de la solución A se le agregaron 50 µ1 de Tween 20. 

C) Solucion bloqueadora al 5 % en TBS-T 

5 g de leche descremada en polvo Sveltes se disolvieron en 100 mi de solución B 

D) Regulador de acetatos 0.05M pH=S.O 

27.2 g de acetato de sodio se disolvieron agua destilada, se agregaron 11.5 mi de 

áddo acético, se ajustó el pH y se llevó a un volumen final de lit. Guardar a 4"C 

G) Solución reveladora 

1) 12 mg de 3-amino-9-etilcarbazolona se disolvieron en 2.5 mi de N,N

dimetilformamida. 

ii) 50 µl de H,02 se agregaron a 50 mi de regulador de acetatos pH 5.0. 

Todas estas soluciones se prepararon al momento excepto A y D. 

TINCION DE PLATA PARA LPS 

1) Solución fijadora Propanol 25 %, Acido acéiico 7 %, Agua destilada 68 %. 

2) Solución de oxidación (solución 0.7 % de ácido peryódico en solución 1). 

3) Reactivo de tinción. 

A 28ml NaOH 0.1 N se le adicionó 1 mi de NH,OH 29.4 % y 5 mi de AgN03 al 

20 % con agitación constante. Terminada ésta mezcla se le agregaron 115 mi de 

agua destilada. 

4) Solución reveladora. 

Se disolvieron 5 mg de ácido cltrico en 100 mi de agua destilada y se le agregaron 

50 µl de formaldehido. 

5)Solución de Ac. acético 7 %. 
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TINCION DE PLATA PARA PROTEINAS. 

1) Solución fijadora 1. 

Metano! 45 %, Ac.acético 12 %, agua destilada 43 %. 

2) Solución fijadora 2. 

Etanol 10 %, Ac. acético 5 %, agua destilada 85 %. 

3) Solución de glutaraldehido al 10 %. 

Se mezclaron 20 mi de glutaraldehido al 2!! % con 30 mi de agua destilada. 

4) Solución stock DIT 200 µg/ml. 

20 mg de DIT se disolvieron en 100 mi de agua destilada. Se guardó a 4"C. An

tes de usarse, ésta solución se diluyó a 1:40 con agua destilada para tener una 

concentración de 5 µg/ml. 

5) Solución de AgN03 0.012 M. Se g1iardó a temperatura ambiente. 

6) Solución reveladora de Na2C03 0.28 M con 500 µl formaldehido por litro. 

7) Solución de Acido acético al 1 %. 

8) Reductor de Farmer. 

Solución A: 37.5 g Ferricianuro de Potasio en 500 mi de agua destilada. 

Solución B: 120 g de Tiosulfato de Sodio Anhidro en 500ml de. agua destilada. 

Al momento de usarse se mezclaron 2.5 mi de A con 10 mi de B y se llevó a un 

volumen final de 250 mi con agua destilada. 

Todas las soluciones se prepararon antes de usarse excepto 4, 5 y 8. 
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METO DOS 

CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE PIERCE BCA 

Preparación de la muestra: 

De cada antígeno se realizaron diluciones l:S, 1:10, 1:25 y 1:50 por duplicado 

utilizando como diluyente agua destilada. 

Preparación de la curva estandar: 

Se preparó la curva estandar por duplicado, diluyendo la solución stock BCA, 

Pierce como lo indica la siguiente tabla. 

Cuadro 1. Curva estandar de proteinas. 

Volumen de albúmina Volumen de H2 O Concentración final 

estándar (2mg/ml) destilada del estándar 

10µ1 90µ1 200µg/ml 

20µ1 80µ1 400µg/ml 

30µ1 70µ1 600µg/ml 

40µ1 60 µl BOOµg/ml 

SOµ! SO µI lOOOµg/ml 

60µ1 40µ!' 1200µg/ml 

Realización del ensayo: 

1} El reactivo de trabajo se preparó con la mezcla de 50 partes de la solución A y 

1 parte de la solución B. 

2) A 100 µl de cada estandar, de cada una de las diluciones de las muestras y del 

blanco (consistente de agua destilada) se les agregó 2ml del reactivo de trabajo 

agitando Inmediatamente. 

3) Se incubaron en un baf\o de agua a 37"C durante 2 hrs. 

4) Después de la incubación se dejó que igualaran la temperatura ambiente y se 

midió su densidad óptica a 562nm. 
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ELECTROFORESIS EN GELES DE POUACRILAMIDA-DODECIL SULFATO DE 

SODIO (SDS-PAGE). 

1) Se lavaron los vidrios con agua destilada, se secaron perfectamente y se 

limpiaron con metano! al 70%. 

2) Se montaron en la cámara de electroforésis en el siguiente orden: 

a) 1 Vidrio de teflón b) 2 Separadores c) 1 Vidrio transparente 

y se fijaron con la ayuda de pinzas especiales (Fig.3). 

3) Se selló la base de la cámara con agarosa 1 %. 

4) Se prepararon por separado las mezclas del gel separador y del gel concentrador 

(cuadros 2 y 3), sin agregar TEMED ni persulfato de amonio (iniciadores de la 

polimerización) hasta que fueran utilizadas. 

5) Se agregó a la mezcla del gel separador (previa homogenización) los iniciadores 

de la polimerzación y la solución se vació entre los dos vidrios lentamente para 

evitar la formación de burbujas. Inmediatamente se le adicionó una capa de 

agua destilada en la parte superior para evitar el contacto con el aire permitiendo 

una polimerización adecuada. 

6) Se lavó con agua destilada la superficie del gel y se agregaron los iniciadores 

de Ja polimerización a la mezcla del gel concentrador el cuál se adicionó sobre 

el gel separador, se introdujo el peine y se esperó a· ta polimerización completa. 

7) Se retiró el peine y se lavaron los pozos con agua destilada. 

8) Se colocó Ja cámara en la base y se agregó el regulador de cámara 1:10. En el 

método SOS - Tricina se colocaba en la base de la cámara el regulador del ánodo 

y en la parte superior el regulador del cátodo. Fig. 3 y 4. 

9) Se agregó en los pozos el volumen de muestra requerido. Cuadro 4 

10) Se cuidó de que el regulador de cámara quedara en contacto con los electrodos 

y se conectó la cámara a la fu en te de poder indicandose las condiciones de 

voltaje y amperaje requeridas. 

11) Se realizó el corrimiento de la electroforesis hasta que el colorante azul de 

bromofenol llegara a la linea de agarosa y estuviera por salir del gel. 

32 



GELBS DE POLIACRILAMIDA - DODECIL SULFATO DE SODIO (SDS-PAGE) 

Cuadro 2. Gel para electroforesls de protelnas por el metodo Tricina-SDS (28). 

Soluciones gel separador gel concentrador 

12%T/6%C 4%T/3%C 

Aailamlda-Bisacrilamida 49.5% T/6% C 2.3ml -
Aailamlda-Bisacrilamlda 49.5% T/3% C - 0.3ml 

Regulador del gel 2.3ml 0.9ml 

Glicerol 0.9ml -
Agua destilada 3.5ml 2.7ml 

Persulfato de amonio 10 % 3.2µ1 4.72µ1 

TEMED 38.6 µ! 47µ1 

Cuadro 3. Gel para electroforesis de LPS por el método de Laemmll (17) 

Soluciones gel separador 12 % gel concentrador 5 % 

Acrilamida-Bisacrllamida 3.0'ml 0.68ml 

Agua destilada 3.lml 2.Sml 

Regulador del gel separador 0.94ml -
Regulador del gel concentrador - 0.48ml 

Persulfato de amonio 1 O % 56µ1 32µ1 

TEMED 4µ1 2µ1 

Urea(concentración final en 1.Sg -
el gel4M) 



PREPARACION DE MUESTRAS PARA LA ELECTROFORESIS 

Se alicuotaba el volumen de antígeno o marcador de peso molecular necesario 

por pozo en conos eppendorf de 500 µ!y después se colocaban en agua hirviendo 

durante 5 minutos, en el siguiente cuadro se resumen las cantidades a utilizar 

de cada muestra así como la cantidad de buffer de muestra necesario por cono. 

Cuadro 4. Volúmenes de muestra utilizados en la electroforesis. 

Muestra Buffer de muestra 

10 µI marcador de PM 10 µI buffer para proteínas 

10 µI RCM-BA diluido 1:7.6 10 µI buffer para proteínas 

l O µI de RCM-BM di! u ido 1.43 JO µI buffer para proteínas 

JO µI de sonicado RB51 sin diluir JO µI buffer para proteínas 

3.5µ1 LPSBA 15 µI buffer para LPS 

3µ1 deLPSBM 15 µI buffer para LPS 
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Figura 3.Vista frontal y lateral de un gel y sus componentes (1). 

Figura 4. Cámara de electroforesis y colocación de las muestras. Los complejos 

SOS-proteína están cargados negativamente por lo tanto migran hacia el ánodo 

situado en el fondo de la cámara (42) 



INMUNOELECTROTRANSFERENCIA 

1) Electroforesis del gel por procedimiento previo. 

2) Se removió el gel de las placas de vidrio. Se cortó el gel concentrador y la 

llnea de agarosa. 

3) Se prepararó el cassette o sandwich con los siguientes elementos prehumedecidos 

con regulador de transferencia colocandolos sobre la cara blanca (cátodo) del 

cassette en el siguiente orden: 

a) 1 almohadilla de Scotch-brite 

b) 1 cuadro de papel filtro 

c) la hoja de nitrocelulosa 

d)el gel 

e) 1 cuadro de papel filtro 

O 1 almohadilla de Scotch-brite 

se cerró el cassette y se insertó en la cámara de transferencia llena de regulador 

de transferencia de tal modo que la nitrocelulosa se encontrara del lado del 

ánodo (apéndice figura 27). 

5) Se tapó la cámara de transferencia y se conectó a la fuente de poder programada 

con las condiciones siguientes: 

Voltaje constante: 30V 300mA 60W tiempo: 2.Shrs. 4"C 

7) Terminada la transferencia se apagó la fuente de poder y se desconectó la 

cámara. Se abrió el cassette y se rectificó la transferencia cortando una tira de la 

hoja de nitrocelulosa colocándola en el colorante Rojo Ponceau "S'º durante 5 

min. Se lavó con agua destilada y se marcó con un lápiz las bandas que aparecieran, 

además se teñla el gel con Nitrato de plata. 

8) Se guardó la hoja de nitrocelulosa seca en papel aluminio a 4"C hasta su uso. 
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INMUNOENSAYO 

1) La hoja de nitrocelulosa fué cortada en tiras correspondientes a los pozos o 

lineas. Se colocaron en soln. bloqueadora por lhr con agitación constante. 

2) Se lavaron las tiras 3 veces por 2 min c/u con TBS-T. 

3) Se diluyó el anticuerpo primario (suero del paciente) en TBS a una dilución 

1:20 y se puso en contacto con las tiras durante 1 hr en agitación constante. 

4) Enjuagar como en el paso 2. 

5) Se preparó el conjugado polivalente antihumano producido en cabra en una 

dilución l: 21000 en TBS y se enfrentó a las tiras durante 1 hr en agitación 

constante. 

6) Se realizaron lavados como en el paso 2. 

7) Se mezclaron las soluciones i) y ii) de la solución reveladora y se sumergieron 

las tiras hasta aparición de bandas. 

8) Se detuvo Ja reacción con agua destilada y 5e secaron las tiras. 

Todo el proceso se llevó a cabo a 37"C. 

TINCION DE PLATA PARA LIPOPOLISACARIDOS ( 45 ) 

l) Se dejó el gel toda la noche con soln. fijadora. 

2) Se oxidó el LPS durante Smin. con la solución de ácido peryódico. 

3) Inmediatamente después se llevaron a cabo 8 lavados de 15 min. cada uno. 

4) Pasado este tiempo se transfirió el gel al reactivo de lindón por espacio de 10 

mln. 

5) Se enjuagó el gel 3 veces por espacio de 30 min. con agua destilada y se 

colocó en solución reveladora. 

6) Cuando aparecieron las bandas se detuvo la reacción con soln. de ácido 

acético 7% durante lhr. 
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TINCION DE PLATA PARA PROTEINAS (34) 

1) Una vez realizada la electroforesis se fijaron las proteinas en el gel de 

poliacrilamlda, dejándolo toda la noche en la solución fijadora 1. 

2) Se hicieron 3 lavados de 10 min. cada uno con la solución fijadora 2. 

3) El gel fué colocado en solución de glutaraldehido al 10% durante 30 min. 

4) Se lavó el gel con agua destilada 3 veces de 10 min cada una. 

5) Inmediatamente después se colocó en. solución DIT 5 µg / mi por media 

hora. 

6) Se cambió a la solución de AgN03 0.012 M durante 30 min. 

7) Después de esto se procedió a realizar un rápido lavado (30seg) con agua 

destilada y 2 lavados tambien rápidos con soln. Na2C03 / HCl-10. 

8) El revelado se hizo con la solución anterior hasta aparición de bandas. 

9) Después de esto se mantuvo el gel durante lhr en so\n. de ácido acético 1 %. 

10) Se les hizo el tratamiento con el reductor de Farmer's durante 45 seg. e 

inmediatamente se les realizaron enjuagues rápidos y vigorosos con agua destilada to 

veces. 

Realizar todo el procedimiento a temperatura ambiente y agitación constante 

(-70RPM). 
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6.0 RESULTADOS 

DETERMINACION DE PROTEINAS 

La curva patrón de prote!nas obtenida se representa en Ja figura 5 y el cuadro 6. 

La concentración de proteinas de las muestras estudiadas fueron las siguientes: 

Cuadro 5. Densidades ópticas y concentraciones proteicas de los RCM. 

Concentración Concentración Concentración 

Muestra Abs. directa directa x dilución final 

RCM-99ssól. 

D 1:50 
1 

.178 323.3µg/ml 16165 µg/ml 

L 1:25 .320 581.0 µg/ml 14525 µg/ml u 
e 1:10 .770 1390 µg/ml 13900 µg/ml 1 
o 
N 1:5 1.120 punto fuera de lá curva patrón 14.86 µg/µ1 

RCM-99sllq. 

D 1:50 - - -
1 
L 1:25 .054 Punto fuera de la curva patrón u 
e 1:10 .319 580 µg/ml 5800 µg/ml 1 
o 
N 1:5 .546 992µg/ml "4960 µg/ml 5.38 µg/µl 

RCM-M16 

D 1:50 
1 

.068 Punto fuera de la curva patrón 

L 1:25 .219 398 µg/ml 9950 µg/ml u 
e 1:10 .632 1149µg/ml 11490 µg/ml 1 
o 
N 1:5 1.074 Punto fuera de la curva patrón 10.7µg/µ1 

RB-51 

oc 1:5 
11 

.482 874 µg/ml 4373.1 µg/ml 
LO 1:10 .217 411.6µg/ml 4116µg/ml 4.2µg/¡Íl UN 
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Cuadro 6. Densidades ópticas de las 
soluáones estandar de protelnas. 

Conc. est 
Abs. µg / ml 

o o 

200 .10 

400 .24 

600 .32 

800 .45 

1000 .53 

1200 .68 

FIGURA S. CURVA PATRON DE PROTEINAS. Según la ley de Beer la D.O correspondiente al estandar de 200 
µg/µ1 queda fuera de la zona lineal de la curva. 



ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE ELECTROFORESIS 

Se realizó el corrimiento de cada uno de los antlgenos en geles de diferentes 

concentraciones de Acrilamida-Bisacrilamida, desde 10% hasta 15% en el gel 

separador y de 5% en el gel concentrador; según el método de Laemmli ( 27, 38, 

48, 49 ). Además del anUgeno se colocaban los marcadores de P.M. para visualizar 

el peso molecular aproximado de las fracciones protefcas que se obtuvieran. 

Simultáneamente se variaban las condiciones de corrimiento modificando la 

corriente, llevandola desde 12 mA hasta 60 mA por gel. Después de cada corrimiento 

se teflian los geles con Nitrato de plata para apreciar el perfil electroforético de 

los antlgenos. 

Se encontró que la concentración adecuada de acrilamida-bisacrilamida para la 

óptima separación de bandas de los antfgenos RCM 99s y RB51 era de 13.5 %. 

Mientras que para el antlgeno RCM M-16 se observaba un barrido el cual a 

pesar de aumentar el porcentaje de Acrilamida-bisacrilamida del gel separador 

y de bajar la corriente, no se defin!an bandas. Pensando en que la causa probable 

fuese la presencia de un lipopolisacárido presente en el RCM-M16, se le adicionó 

cloroformo en una relación 1:1 colocándolo posteriormente en una mezcla acetona

hielo seco. Después de ésto se centrifugó a 12000 RPM por 10 min. La parte 

acuosa se sometió a una electroforesis observandose q•_,., no se obten!a un bandeo. 

Tomando en cuenta lo anterior se utilizó el método de Tricina- SOS (28) para 

obtener una mayor resolución y claridad de las fracciones protefcas. Se probaron 

concentraciones de A-Ben el gel separador de 12%, 14% y 16% (mientras que la 

del gel concentrador se mantuvo constantemente en 4% ), dándonos como resultado 

que el % adecuado era el de 12%, para éste sistema. 

Para el LPS se realizó también un tamiz de geles con el método de Laemml! con 

UREA 4M (17, 22, 31) que abarcó concentraciones de 7 % hasta 15 % variandose 
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además las condiciones de mA de una corriente de 5 mA hasta 30 mA por gel. 

Se colocaban las muestras de los 2 LPS, los marcadores de PM y LPS de E. coli 0:26: 

B6 y Salmonella minessota como una fuente de comparación. Se determinó que la 

concentración óptima de A-B del gel separador fué del 12 %. 

Al mismo tiempo se fueron buscando las concentraciones óptimas de los antígenos 

que permitieran ver con claridad el patrón electroforético ésto se apreciaba 

cuando se tenian los geles, como ya se mencionó anteriormente. 

Las condiciones óptimas para la técnica de electroforesis por consiguiente fueron: 

Antrgeno % de Gel sep. Sistema µg Ag/pozo mA/gel 

RCM 99s sól. 12% Tricina-SDS 20 45 

RCM M-16 12% .Tricina-SDS 25 40 

Sonicado RB51 12% Tricina-SDS 42 45 

LPS B.A. 12% Laemmli-UREA 20 15 

LPSB.M. 12% Laemmli-UREA 15 15 

ESTANDARIZAClON DE LA TECNICA DE ELECTROTRANSFERENCIA 

Una vez determinadas las condiciones adecuadas para la electroforesis se empezó 

a estudiar el tiempo y el voltaje necesarios para permitir una buena transferencia 

de los antrgenos. Para ésto se realizaba la electroforesis (con las condiciones ya 

estandarizad&s) y después la transferencia a diferentes tiempos y voltajes. La 

manipulación de éstos 2 parámetro5 abarcó en primer instancia 16 hrs 60 V, Jos 

cuales resultaron buenos pero consum!a mucho tiempo por lo que se fue 

disminuyendo hasta llegar a las 2:30 hrs a 60 V, sin que afectara los resultados. 

Una tira de nitrocelulosa ya transferida se teñfa con Rojo Ponceau y la presencia 

de bandas nos indicaba que el antrgeno se habla transferido, por último se 

sometian los geles a una tinción con Nitrato de plata, si no se observaban los 

antígenos en el gel era indicativo de que se habian transferido en su mayoría a 

42 



la nitrocelulosa. Al obtener resultados positivos se reafirmó que la cantidad de 

antfgeno Indicada en la realización de la electroforesis era adecuada también 

para la transferencia. Cabe hacer mención de que el Rojo Ponceau no detecta 

LPS solo moléculas de tipo proteico. 

Al percatamos de que el voltaje propuesto no era utilizado en su totalidad 

tamblen se fué desmlnuyendo hasta llegar a los 30 V, siendo validas estas condiciones 

(30V, 2.5 hrs.) tanto para protelnas como para LPS. 

ESTANDARlZACION DEL INMUNOENSAYO 

Las variables a estudiar fueron las siguientes: 

- Dilución del anticuerpo lo. (suero del paciente) 

- Dilución del anticuerpo 2o. (conjugado polivalente antihumano) 

- Bloqueadores. 

-Tipo de Nitrocelulosa. 

Tomando como referencia condiciones utilizadas en otros trabajos (17, 25, 44 ) 

se realizó el ensayo con las siguientes condiciones: 

- Tiempo de incubación de la tira de nitrocelulosa en cada paso (1.5 h). 

- Lavados: 3 de 5 minutos c/u 

- Bloqueador: gelatina 3 % 

- Dilución del suero: 1 :50 

variando en primer lugar la dilución del conjugado utilizado: 1:5000, 1:10000, 

1 :20000, 1 :25000 y 1 :30000. Se trabajaron con sueros con tltulos de anticuerpos 

bajos (1:80) y sueros con titulas altos (1:1280) con el fin de observar si ésto 

afectaba de alguna forma la apreciación de bandas que pudiesen aparecer; asl 

mismo se colocaba en cada revelado 1 tira control negativo (no se ponla en 

contacto con ningún suero) para detectar reacciones inespedficas. 

Se observó que la dilución del conjugado en la que no se observaba coloración 

inespecffica (la tira control negativo no se tei\ia) era de 1:20000, pero las tiras de 
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nitrocelulosa que se enfrentaban a sueros con título bajo no presentaban una 

buena definición de color por lo que el paso siguiente fué variar la dilución de 

los sueros. 

Se manejaron las diluciones: 1:50, 1:30, 1:25 y 1:20 de los sueros y se encontró 

que la dilución 1:20 permitía ver con mayor claridad el reconocimiento antigénico 

en los sueros de títulos bajos. Una vez determinadas las diluciones adecuadas 

de trabajo tanto para el conjugado como para los sueros se procedió a probar 

diferentes bloqueadores ya que Ja preparación de la gelatina presentaba el 

inconveniente de que no se disolvía totalmente en el TBS-T y al transcurrir el 

ensayo se volvla muy densa hasta casi gelificarse debido a Ja temperatura en 

que se realizaba el ensayo ( 37"C) .• 

Se probaron como bloqueadores Ja albúmina sérica bovina 3%, Leche en polvo 

descremada 5% y Gelatina 3%, determinando que el mejor bloqueador era la 

leche en polvo ya que la albúmina sérica bovina daba un fondo rosado y la 

leche impartla mejor contraste de las bandas con respecto al fondo de la NC, 

además de que no presentaba el inconveniente de insolubilidad y geiificación. 

Se contaba con 3 tipos de NC: 2 con un poro de 0.45µm y marca diferente (BIO

RAD y Schleicher & Schuell) y 1 de 0.22µm (MSI). Al realizar ensayos con las 3 

no se observó diferencia alguna en los resultados por lo que se podla utilizar 

cualquiera de ellas. 

Durante la estandarización de la técnica tambien se variaron los tiempos de 

incubación y de lavados reduciendo a los primeros hasta a lhr y haciendo 3 

lavados de 2 min. c/u respectivamente, permitiendo una disminución del consumo 

de tiempo del ensayo. 
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DETBRMINACION DE LOS PERFILES PROTEICOS 

Las movilidades relativas (Rf) de los marcadores de PM obtenidas en la electroforesis 

se pueden ver en el cuadro 8, relacionándolas con el logaritmo del PM nos 

resulta la figura 6. Con la recta obtenida en ésta gráfica se calcularon los pesos 

moleculares correspondientes a las bandas separadas en la electroforesis de los 

antfgenos proteicos estudiados como se resumen en el siguiente cuadro: 

Cuadro 7. Bandas proteicas de los RCM y sus pesos moleculares aproximados. 

Anti geno 

RCM-99s RCM-M16 

Banda No. Rf PM(Kda) Banda No. Rf PM(Kda) 

- - 1 0.1 70.8 

- - 2 0.16 63 

1 0.24 53.7 3 0.26 52.5 

2 0.3 47.9 4 0.3 47.9 

3 0.36 42.7 5 0.34 44.7 

4 0.42 38 - - -
5 0.44 36.3 - - -
6 0.5 31.6 6 0.48 33.9 

7 0.56 28.8 7 0.54 29.5 

8 0.62 25.1 8 0.6 26.3 

9 0.66 23.4 9 0.64 24.5 

10 0.7 21.9 - - -
11 0.8 17.8 10 0.78 18.6 

12 0.86 15.8 - - -
13 0.88 15.2 11 0.88 15.2 
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Cuadro 8. Rf de los marcadores 
de peso molecular. 

Rf Logaritmo P.M. 
de P.M. (I<da} 

.18 1.82 66 

;32 1.65 45 

.42 1.54 34.7 

.66 1.38 24 

.so 1.26 18.4 

.92 1.15 14.3 

FIGURA 6. CURVA DE CALIBRACION PARA MARCADORES DE PESO MOLECULAR. El Rf de muchas proteínas 
en geles de poliacrilarnida es proporcional al logaritmo de sus pesos moleculares (42). 



PATRONES ELECTROFORETICOS DE LOS 4 ANTIGENOS ESTUDIADOS 

a b e 

Figura 7. Corrimiento electroforético de a) RCM-BA, b) Marcador de peso mo

lecular y c) RCM-BM. 

pm a b 

Figura 8. Corrimiento electroforético de los LPS de a) B. abortus y b)B. melitensis 



En las páginas siguientes se presentan cuadros en donde se indican los datos 

clínicos y serológlcos de los grupos de individuos a estudiar, gráficas de los 

títulos de anticuerpos monoméricos y totales presentes en las diferentes muestras 

tomadas de eiitas personas durante la evoludón de la enfermedad y los esquemas 

de los patrones obtenidos en la JET con los 4 antlgenos estudiados. 



CUADRO 9.GRUPO DE INDIVIDUOS CON BRUCELOSIS AGUDA 
DATOS CLINICOS Y SEROLOGICOS 

CASO FECHA ATA MEA ATM 

J.S.C. 11093 1:320 1:160 1:640 
51V93 t:SO t:SO t:t60 
201V93 t:80 t:40 t:t60 
4V93 t:40 t:40 t:40 

t7Vl93 t:40 t:20 t:BO 
C.C.L 2311193 t:2560 t:t280 t:St20 

221V93 1:320 t:t60 1:640 
6Vl93 t:SO t:40 t:BO 

20Vll93 t:BO t:40 t:t60 
4 VJII93 t:80 t:BO t:t60 

LM. 3t VI119'.< t:t60 t:40 1:80 
10IX92 1:160 1:40 1:80 
28 IX92 t:OO t:l!O 1:80 
t4X92 t:BO t:40 t:40 
21193 t:BO t:20 t:40 

M.L 12 VIII 92 l:t60 1:40 1:320 
t4 VJII<i, t:320 t:BO t:320 
10 IX92 1:160 1:40 1:160 
t5 IX92 t:t60 t:40 t:t60 
2X92 t:BO t:20 t:BO 
4X192 t:160 t:40 t:BO 
91193 1:80 1:20 1:40 

16III93 1:40 - t:20 

ATA: Aglutinldóa en microplaca para ll.
AThl: Aglutlnadónenmlaop1"'apara~.~ 
Determinan As:.'1 tota]es 

MEM OBSERVACONES 
1:160 
t:t60 Edad : 52 allos Sexo: Masculino 
t:80 Cultivo positivo en la ter. muestra con J!. melltensls 
t:40 
t:20 

t:2560 
1:320 Edad: t 1 al\os Sexo Femenino 
t:20 Cultivo positivo en la ter. muestra con~-~ 
t:80 Fiebres nocturnas t mes antes del estudio 
t:t60 mes de Fel>- Mar 93 
1:20 
- &!ad : 34 al\os Sexo : Femenino 

1:80 Cultivo negativo. Mialgias severas, artralglas y fiebre 
t:20 Tratamlento a partir de la 2a. muestra. 
- Infección oor aerosoles en el laboratorio. 

1:20 
t:20 Edad: 28 allos Sexo: Femenino 
- Cultivo positivo de B. abortus en la 2a. muestra 
- Dolores articulares en brazo 

t:20 
Nodeter. 

-

MEA:Aglutinldónenmlaoplacacon2-MEparaB..lbm:lu>. 
MEM: Aglutinación en mlaoplaca con 2-ME para 1!.11!dili:mb. 
Determinan U1 no pollm&koe 
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FIGURA 9. PERFIL DE INMUNOGLOBULINAS MONOMERICAS. 
INDIVIDUOS CON BRUCELOSIS AGUDA. El 2-ME rompe enlaces ciisulfuro 
de la lnmunoglobulina pollmérica JgM, por lo tanto el título detenninado en las pruebas MEA y 
MEM oorresponden a las lnmunoglobulinas monoméricas (JgG en su mayoria). 
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FIGURA 11. CORRELAOON DEL TITULO DE INMUNOGLOBULINAS TOTALES CON EL PA TRON OBTENIDO 
EN LA IET. a) Titulas obtenidos en las pruebas de ATA y ATM durante la evolución de la enfermedad (1, 2 y 3, muestras 
sometidas a IET). b) Esquema del patrón obtenido en Ja IET con Jos 4 antígenos estudiados. 
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CUADRO 10.GRUPO DE INDIVIDUOS CON BRUCELOSIS CRONICA 
DATOS CLINICOS Y SEROLOGICOS 

CASO FEOfA ATA MEA ATM 
M.A.H. 31X90 1:20 - i:80 

6Xll90 1:40 - 1:160 
8191 1:40 - 1:80 

141191 1:40 - 1:80 
21 Vl91 - - -
20Vll91 1:20 - 1:40 
18 IX 91 1:40 - 1:40 
30X91 1:20 - 1:40 

29Xll91 1:20 - 1:40 
14192 1:40 - 1:40 
71V92 1:20 - 1:40 
3Vl92 - - -
14193 1:20 - 1:40 

A.M. 15Vl90 1:320 1:160_ 1:320 
20Vll90 1:320 1:40 1:320 
7Vlll90 1:640 - 1:640 
12()(90 1:320 - 1:320 
261X90 1:40 1:40 1:40 
17X90 1:320 1:320 1:160 
5Xl90 1:320 1:320 1:320 
12Xl90 1:320 1:320 1:320 
111191 1:640 - 1:640 
2211191 1:20 - 1:20 
151V91 1:640 - 1:640 
211V91 1:640 - 1:320 

ATA:AglutiNd6n en miaoplaca para]!, abortu1 

A1M: AglutiNdón en mlaoplaca para!!· melitensis. 
Determinan 1ntlcuerpoo totales 

MEM OBSERVAClONES 
1:40 Edad: 49 allDS Sexo: Femenino 
- Contagio por consumo de queso fresco. 
- No presentó cultivo positivo 
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-

1:640. 
1:40 F.clad : 55 allDS Sexo : Masculino 
- No presentó cultivo positivo 
-

1:40 
1:160 
1:320 
1:320 
--
-
-

MEA: Aglutinación en mlcroplaca con 2· ME pua.l!~ 

MEM: Aglut!nadón en mlaoplaca am Z·ME para!!, melltenlis. 
Determinan anticuerpo& monomhkoo 



TABLA 10.GRUPO DE INDIVIDUOS CON BRUCELOSIS CRONICA 
( CONTINUACION) 

DATOS CLINICOS Y SEROLOGICOS 

CASO FECHA ATA MEA ATM 
A.T.S. 121X91 1:80 1:40 1:80 

IX91 1:160 1:40 1:160 
14X91 1:160 1:20 1:80 
13Xl91 1:80 1:20 1:80 
11 Xll91 1:80 1:40 1:80 

8192 1:80 1:20 1:80 
29192 1:40 1:20 1:40 
271192 1:80 1:20 1:80 
19lll92 1:80 1:40 
30N92 1:80 1:20 1:80 
24 Vl92 1:40 1:20 1:40 

17Vlll92 1:20 1:20 
SX192 1:40 1:20 1:40 
19Xl92 1:20 - 1:40 

11 Xll92 1:40 1:20 1:40 
8193 1:40 1:20 1:40 
22193 1:40 - 1:20 

29Vll93 1:40 - 1:40 

ATA: Aglutinación en microplacapara B.~ 
ATht: Aglutinad~ en microplaca para 1'. melitenfil, 
Determinan anticuerpos totales 

MEM OBSERVAQONES 

1:40 
1:40 Edad: 24 anos Sexo: Femenino 
1:40 Cultivo positivo de~. melitensis en la 4a. muestra 

1:20 Fiebres nocturnas, dolores de cabeza. Infección 
1:40 accidental por ingestión de queso, anteriormente 
1:40 no presentaba cuadro cllnico de brucelos!s. 

1:20 Presentó una tendencia ondulante con respecto a 
1:20 los titulas reportados acompaftados de molestias 

- menores (fiebre, dolor de huesos). 

1:20 

1:20 

-
-
-

1:20 

-
-
-

MEA: Aglutinación en miaoplaca con 2· ME para .Q. abortus 
MEM:: Aglutinación en microplaca con 2-ME para~.~ 
Detfnninan anticuerpos monomérkos 
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CUADRO 11. GRUPO DE INDIVIDUOS VACUNADOS 
DATOSCUNICOSYSEROLOGICOS 

CASO FECHA ATA MEA ATM 
A.M.C. 3X89 1:40 ND 1:40 

3X90 1:20 1:20 1:20 
23 191 1:40 - 1:40 
51V91 1:40 ND 1:20 

251V91 1:80 - 1:40 
18Vl91 - ND -
23 IX91 1:80 1:20 1:80 

11 Vlll93 1:80 1:20 1:40 
A.L 3X89 1:320 1:80 1:320 

13Xl89 1:160 1:40 1:80 
151190 1:80 1:40 1:80 
i9lll90 1:80 1:20 1:40 
23V90 1:40 1:20 1:40 
1XII92 1:40 - 1:40 
15193 1:40 1:40 1:40 
311193 1:120 - -

X.C.B. 3X89 1:40 ND 1:40 
151190 1:20 - 1:20 
25Vl 90 1:80 1:80 1:40 
23191 1:20 - -
51V91 1:40 ND 1:20 

261V 91 1:20 - -
ATA:. AglutiNd6n en microplaca paral!..Al!oml> 
ATM: AglutiNd6nenmlcroplacaparaR melirens!L 
Detennlnan anticuerpos total .. 

ND: No determinado 

MEM OBSERVAOONES 
ND 
1:20 Edad: 24 allo5 Sexo: Femenino 
- La vacuna fué Intramuscular, c:onsist"11te de 2 dosis 

ND Presentó ligero aumento de temperatura cuando se 
- aplic6 la vacuna. Presentó fiebres nocturnas y aumen-

ND to ligero del título de antú:uetpos cuando tenla contac-
- to directo con la bacteria, después de haber sido vacuna 
- da. 

1:40 Edad:25anos Sexo:Femenlno 
1:20 En la ler. dosis ¡msentó aumento ligero de temperalll-
1:40 ra; a la 2a. dosis presentó slntomatolog!a exacervada 
- (dolor abdominal y muscular), Inflamación en el lugar 

1:20 de apllcadón de la vacuna. P06terlormente ~.ivo crin-
- tacto con la bacteria sin ¡msentar alteraciones. Dejó de 

1:20 tener contacto con la bacteria 3 anos después de aplica-
- da la vacuna. 

ND 
- Edad: 24 anos Sexo: Femenino 
- Presentó un ligero aumento de temperatura y antlcuer 
- pos después de apllcarsele la vacuna. Tenla contacto 

ND con la bacteria en periodos pequenos, presentando ele-
- vaóón del título. 

MEA: Aaiulinadón en m!croplaca con 2-ME para l!..lboma. 
MEM: Aglutlnad6n en mlcroplaca con 2·ME pua R mellten>is.. 
Detennlnan anticuepoe monom&iros 
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CUADR012. GRUPO DE INDIVIDUOS CONVIVIENTES 
DATOS CLINICOS Y SEROLOGICOS 

CASO ATA MEA ATM MEM 
A - - -

B 1:40 - 1:40 

e 1:320 1:40 1:80 

D - - -

ATA: Aglutlnacilwl on microplaca para_!! .. ebo!tus 
AlM: Aglutlnoclón on mlcroploca para B. mlli1lnli>. 
Determinan anticuerpos totaloa 

-

1:40 

1:40 

-

OBSERVACONES 

Edad: 35 Sexo: Masculino 
Antecedentes de brucelosis. Orquitis. 

Consumo de aueso, requesón v helados frescal. 

Edad: 13 alias Sexo : Femenino 
Fiebres y sudor nocturnos, diarrea. Padeció tifoidea 

Consumo de leche, helados,mantequilla frescal. 
Presuntiva brucelosls, cero no fui! cultivo nnoltivo. 

Edad: 16 alias Sexo: Masculino. 
Fiebre, cefalea y anorexia. Sudoración nocturna. 

Ingestión de leche y mantequilla frescal. 
Se le diagnosticó brucelosls anteriormente. 

F.dad : 18 alias Sexo :Masculino 
Anorexia, adelgazamiento. Consumo de queso y 

requeson. 

MEA: Aglutlnacl6n on microplaca con 2- ME para ~·.il22!1lll. 
MEM: Aglutinación en mlcroplacacon 2-ME para!!,~ 
Determinan anticuerpos moncrnérieoa 
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Figura 22a. Esquema de los patrones obtenidos en la !ET contra los RCM. Las letras A, 

B, C y O Indican el Individuo estudiado. 
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Figura 22b. Esquema obtenido en la IET contra LPS. Las letras A, B, C y D Indican el 

Individuo estudiado. 
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CUADRO 13. GRUPO DE INDIVIDUOS CON REACCION CRUZADA 
ICOLERA) 

DATOS CLINICOS Y SEROLOGICOS 

c:.<L"<CJ R.B. ATA MEA ATN 

1 - 1:40 - 1:40 

2 - - 1:20 

3 - - 1:20 
-

ATA! AglutiNóln en mlcrop1'ca para!!. o.l!!!!!!!! 
A1M: AglulinadónenmlaopLocaparaQ, melib=b 
MEA:AsJulinaddn en mlcropt.o. coa 2-ME para!!,~ 

MEM: Aglut1Nci6n en mlacplaca con 2-ME para !!. melitensls 

MEM 

-

-

RB: lima de S..gala 
INABA:AntlcuerposVlbriodducontraY.lh2!milll?rDl!polnabo 
OCAWA! Anticuerpos Vibrioddaa centra Y,.<hoimf.lll?rOl!poOgawa 

nr.AWA IHABA 

1:2560 1:5120 

1:80 1:160 

1:1280 1:640 

!le<ennlnan anticuerpos-a 

!le<ennlnan ontlcuerpos -
Detennlnan ontlcuerposll1Clll<lal&la> 
Delmnlnan anticuerpos manomhfcoo 
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Figura 23. Esquema obtenido en la IET contra los 4 antígenos estudiados. El mlmero 

1 y 2 Indican el Individuo estudiado. 
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7.0 DISCUSION 

La electroforesls en geles de pollaailamlda se ha airwertldo en una herramienta útil 

en los laboratorios para ll1l4llzar y purificar prote!nas (43), pero~ ha sido de 

gran ayuda en el estudio de la estructura del LPS (27). Tanto las prote{nas romo los 

LPS poseen cargas elktrlcas dandoles la capad dad de migrar bajo la Influencia de un 

campo eléctrico, por lo tanto un LPSse puede separar en muchas fracciones con ayuda 

de ésta técnica. 

Las con di dones de mA utilizadas en los primeros ensayos de electroforesis eran altas 

(60 mA) para las dimensiones del gel (7 por 8 cm) lo que provocaba un calentamiento 

del mismo, además de una disparidad en el corrimiento. La reslstenda al flujo de Ja 

corriente es función de la concentración del medio (A-B) y del tampon a utilizar, lo 

que determinará la corriente y por lo tanto el calentamiento generado por un voltaje 

determinado. El tamaf\o de poro del gel formado por el entrecruzamiento de la A-B 

disminuye al aumentar la concentración de la misma. Al usar mayor concentración de 

A-B se tenla una mayor reslstenda del medio y mayor producción de calor. Por lo 

anterior era Importante que se variara la concentración de A-B en los geles y la 

corriente aplicada. 

Para determinar el porcentaje de A-B se buscó que la distribución de los diferentes 

fracciones del antígeno en el gel estuviera bien proporcionado, es decir que las bandas 

de todos los pesos moleculares se distribuyeran adecuadamente en la superficie del 

gel utilizando como patrón los marcadores de PM. También si el patrón electroforétlco 

se observaba completo ya que si se dejaba correr más tiempo del necesario algunas 

fracciones proteicas de bajo PM se salian del gel. Una disminución en la corriente 

eléctrica, as! como una concentración mayor (13.5%) de A-B; permitía una mejor 

dlstrlbudón de las protelnas en el gel, ya que los poros son más cerrados y por lo tanto 

las partículas pueden Ir acomod&ndose con mejor eficacia. 
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Aún asl el patrón electroforético del RCM· 16 no se lograba visualizar en la misma 

forma que los otros. Estudies anteriores Indican que hay presencia de complejos LPS

Protelnas en extractos celulares lo que sugiere una fuerte interacción entre ellos (13, 

19),ésta Interacción puede su bsirtir aún cuando el extracto se purifique con proteasas, 

el barrido observado en el RCM·l6 podría deberse a la presencia de estos compleJos'i¡ 

en el RCM los cuales no permiten una resoh1dón adecuada (21). 

Shagger y Von Jagow (1987) describieron el sistema SOS-PACE· tricina donde se 

utiliza en lugar de glicina la
0

tricina en el buffer del cátodo, lo que aumenta la resolu· 

dón particularmente de proteinas menores de 20 Kda y LPS en geles de formato 

pequefio (28); por lo que se tomó en cuenta para realizar ensayos con cada uno de los 

antlgenos, resultando que la concentración óptima para los RCM es de 12%. 

En el caso de los LPS, en diferentes estudios se ha observado que el aumentar la 

concentración de A·B en el gel separador, ayuda a tener una mayor resolución de los 

perfiles del LPS (22) sobre todo en la zona de la cadena O, ésta cadena al ser rica en 

azúcares es poco tef\ida por el azul de coomasie (34, 45) pero sf por la tinción de plata 

(17, 22, 27, 45) lo que nos ayudó a visualizar el corrimiento electroforético de ésta 

molécula. 

PATRONESFLECI'ROFORETICOS 

a)RCM99s 

El perfil electroforético puede observarse en la fig. 7 asr como su PM aparente en el 

cuadro 7. De las 13 fracciones proteicas obtenidas, 10 son las que se encuentran en 

mayor concentración ya que son bastante visibles con la lindón de plata; mientras que 

3 apenas se pudieron detectar (25.1, 23.4 y 21.9 Kda respectivamente). En la parte 

superior del gel por encima de la protelna de 53.7 Kda (banda l) se pueden distinguir 

algunasproteinas que por su baja concentr;,dón y cercania no se pudieron identificar. 

Santos, Vestreatey Winter(1984) reportan protefnasdemembrana externa en 49 cepas 

72 



deB. abortus y las clasifican en 3 grupos; pero las que predominan en todas las cepas 

yqueseencuenltan en mayor concentración son de40 Kda y 30Kda respectivamente. 

(38, 48, 49). El perfil electroforétlco obtenido en éste estudio presentó protelnas que se 

acercan a estos valores: 

banda 3 PM 42.66 

banda 4 PM 38.02 

banda 6 PM 31.6 

banda 7 PM 28.84 

aunque no podemos concluir que sean las mismas que ellos reportaron ya que por el 

método de obtención del extracto proteico no solo se tienen PME sino otras proteínas 

que constituyen la pared celular aunque en menor concentración. Para poder afirmar 

que son las mismas protefnas es necesario aplicar otras t&nicas más especificas de 

purificación para aislarlas y estudiarlas Individualmente. 

b)RCM-16 

La caracteñstlca principal en su patrón electroforétlco es la presencia de una protefna 

de PM bajá (18.6 Kda) en una alta concentración por lo que se puede apreciar en la 

lindón de plata (Fig. 7c, banda to). Aunque en algunos corrimientos electroforétioos 

se alcanzan a percibir 2 bandas en vez de una, debido a su alta concentración y gran 

cercanla, generalmente sólo se ve una fracción. 

El perfil general se diferencia en 2 grupos o secciones; uno con protefnas de menor 

concentración y que por lo tanto no se distinguen facilmente, que tienen PM con un 

Intervalo de 70.8-29.5 Kda (parte superior del gel) y el otro de 18.6 -15.2 Kda en el que 

está la protefna de 18.6 Kda (cuadro 7) antes mencionada. 

Santos, Verstreate y col. (1984) reportan en B. me/itensis M-16 los 3 grupos de PME 

encontrados en B. aborlus además de una protefna de peso molecular de 48 Kda, a la 

cual le han adjudicado la actividad de porina. Si se observa la fig. 7c se destaca 
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perfectamente la banda No.4 con un PM aproximado de47.86 Kda. muy cercana a la 

protefna reportada por Santos (38). 

Los perfiles electroforéticos de B. abortus 99s y de B. melitensis M-16 son diferentes 

en cuanto a número y concentración de protefnas ya que mientras el primero t lene 13 

bandas bien definidas y concentradas, el último tiene solo una CPM~lB.6) con ésta 

característica y otras de PM mayores a 24 I<da pero de baja concentración y poco 

perceptibles (en algunos cnmmientos no se visualizaban). La membrana externa 

celular de Bruce/la consiste de una linea externa de Proteína-LPS y forman la porción 

más exterior (2, 12). El extracto salino proteico por su forma de obtención contiene 

estos elementos superficiales de la pared celular. El problema que implicó el relizar la 

separación adecuada del antlgeno protéico de B. melitensis sugiere que los complejos 

proteína-LPSpodrian ser más fuertes que en B. abortus, ya que ambos extractos fueron 

purificados con proteasas y en B. abortus no se presentó éste problema. 

c)LPS 

En la electroforesis para LPS el SDS probablemente se une a la región del Hpido A (27, 

45); se ha reportado un comportamiento similar en el campo electrofotético al de las 

proteinas pero sus características de migración dependen de su !amano y no de su 

carga (21) por lo cual pa-ra identificar los componentes desconocidos de un LPS se 

compara su localización con el componente correspondiente a un LPS-Sdeestructura 

cnnocida tal como S. typhimurfam o E. coli Olll:BA (17, 45). 

El perfil electroforético del LPS de Bruce/la no presentó el patrón característico en 

forma de "escalera de mano" (con unidades repetitivas de la cadena 0) observado en 

corrimientos realizados junto ron con E. coli. O: 26: B6 y E. coli 127: 88, en ésta 

investigación. 

La composición y el número de azúcares de la cadena "O" afecta la movilidad electro

forética del LPS y esto produce las diferencias en los perfiles obtenidos de los LPS de 

E. coli y Bruce/la .. Hitchcock & Brown (22) proponen que la movilidad se incrementa 
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! 
coofonne la longitud de la cadena O disminuye si bien !amblen Influye la roncentra

dón de A-B utilizada. Para B. abortus se tiene un rorrlmlento hasta la distancia en la 

que migra el marcador de PM de 14 Kda, mientras que el LPS de B. mditensis migra 

sólo hasta donde se localiza el marcador de PM de 24 Kda. 

En B. abortus se observan 2 bandas poco perceptibles en la parte superior (PM > de 

66 Kda poco definida) y una banda gruesa con un PM ~ 66 Kda. 

En B. melitensis se observan 5 bandas de PM alto y la rorrespondiente a un PM de 66 

Kda es la más gruesa y la que tiene mejor definición. Con la lindón de AgN03 esta 

banda se observa de diferente rolor a las demás (es mucho más café), lo que nos hlz.o 

pensar que se podrfa tratar de una protelna fuertemente unida al LPS en fonna de 

complejos ya que se ha reportado que muchas veces persiste la presencia de com piejos 

Protefna-LPS, aún si se les realiza una purificación ron proteasas y por lo tanto co

mlgran al someterlos a la SDS-PAGE (13, 17, 22, 49). Esto se confirmó al aplicar por 

separado las lindones de AgN03 para protelnas y Azul de coomasie (ya se mencionó 

anterionnente que no tille LPS) al LPS-M16 y ver que ésta banda era la única visible 

en los rorrimlentos. Lo anterior apoya los resultados obtenidos con el RCM-16. 

PATRONES DE RECONOCIMIENTO ANTIGENICO OBTENIDOS EN LA IET 

Los patrones obtenidos en la IET para cada grupo se relacionaron ron las gráficas de 

los tltulos de anticuerpos obtenidos en 4 pruebas diferentes: 

a) aglutinadón en microplaca para B. abortus 

b) aglutinación en microplaca para B. rnelitensis 

e) aglutlnadón ron 2- ME para B. abortus 

d) aglutinación con 2- ME para B. melitensis 

Las pruebas a y b nos da el titulo de inmunoglobulinas totales ( lgM, lgG y tal vez lgA) 

ya que hay una aglutinación de todas ellas; mientras que las pruebas e y d solo nos 

indica el título de lgG ( se sospecha que también involucra IgA aunque en muy bajo 
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grado) ya que la presencia del 2-ME rompe enlaces dlsulfuro de las lgM Impidiendo 

que tengan su actividad aglutinante. 

a) Grupo de brucelosis aguda 

De los 4 casos estudiados 1 reportó cultivo negativo, 2 positivos a B. melitensis y 1 a 

B. abortus. Comparando las gráficas de títulq¡ de Ac totales y pardales ( Fig. 9 a la 13) 

podemos ver que los Ac's que se producen en mayor proporción al inicio de la 

enfermedad son las lgM seguidas de las IgG y conforme se recupera el paciente éstas 

últimas tienden a desaparecer, éste compo1iamiento concuerda con lo que reportan 

otros autores (13, 29). 

En todas las gráficas el titulo de los anticuerpos reportados en Ja ler. muestra está 

arriba de 1:80 esto se debe a que Ja muestra es obtenida generalmente cuando se 

presentan Jos s!ntomas cHniros y para entonces ya hubo una respuesta inmune (16). 

Los títulos altos de Ac's de este grupo se detectan entre 1y4 semanas para después 

disminuir y desaparecer. El título bajo de lgG indica que la enfermedad no está activa 

después deeste intervalo. El caso C.C.L presentó mayor intensidad en la JET en las 3 

muestras con los 4 antígenos que los otros 3 casos, esto puede deberse a que presenta 

tltulosbastantemásaltos(l:5120para B. me/itensis y 1:2560para B.abortus ). El proce

so infeccioso fué bastante intenso ya que a la4a. semana disminuyeron notablemente 

el título de anticuerpos, pero a pesar de esto Ja intensidad del color de las bandas no 

disminuyó. 

El reconocimiento Ag-Ac en la !ET con los RCM se localizó en la parte superior con 

las bandas de alto peso molecular excepto el caso C.C.L. En el caso ML el recono

cimiento hada el RCM-99s y RCM- BM fué igual en intensidad (ligera coloración); 

pero presentan mayor reconocimiento hada LPS. En Jos casos J.S.C y C.C. L reconocen 

las bandas proteicas del RCM-99s de 53.7 a 38.02 Kda (bandas 1 a la 4) y para B. 

melitensis Ja banda de 47.9 Kda (banda 4) . Para el caso I.M el reconocimiento para 
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RCM-16 es de las 4 bandas de mayor PM y para B. abortus las bandas de 53.7, 36.3 y 

23.4Kda. 

En todos los casos el reconocimiento fue mayor hada los LPS aún en el caso I.M en el 

que el cultivo bacteriano fué negativo. La respuesta encontrada es dirigida hada la 

parte caracterizad a oomocadena O pero del l.J'S. BM ya que ni siquiera en el caso M.L 

en el que la infección se debió a B. abortus hubo mayor respuesta hada esa.entidad, 

esto es Interesante ya que los tltulos reportados para las Ig totales en el caso M.L son 

semejantes hacia las 2 mtidades mientras que en las Ig monoméricas (en su mayoria 

lgG) se ve una preferencia hada B. abartus, solo que los tltulos son muy bajos con 

respecto a ID<! Ac's totales lo que nos indica que las IgM son las que Incrementan los 

títulos, esto se ve apoyado por el conocimiento de que el LPS activa la producción de 

IgM. Hay que tomar en cuenta que el caso M.L habfa tenido contacto con el género 

Bruce/la por cuestiones laborales desde antes de la infección, por lo tanto es probable 

que haya existido una respuesta inmune previa a la enfermedad. 

Bradstreet et al. observaron que la IgM persiste en una infección subcHnica. Tltulos 

bajos de IgG algunas veces han sido detectados en pacientes previamente expuestos 

a brucela, en la ausencia de signos cHnicos de infección (51). Además se ha visto que 

sujetos de riesgo laboral (veterinarios, qufmicos) tienen un aumento en los títulos de 

anticuerpos pero no manifestaciones cllnicas de brucelosis lo que sugiere una in

fección de bajo nivel (39). Por lo tanto un titulo de 1:160 o 1:320 sugiere brucelosis 

cuando se acompaña de un curso cllnico compatible en un paciente con una historia 

de exposición potencial, pero tienen menor significado diagnóstico en grupos respec

tivamente expuestos a Bruce/la (1). 

En los 4 casos la primer muestra con respecto a la 3a. tiene un mayor reconocimiento 

Indicado por una mayor intensidad de color. Esto va de acuerdo con la declindón de 

los títulos de anticuerpos. Por último, en ninguno de los casos después de la decaída 

de títulos de IgG se observan tltulos altos para indicar una enfermedad activa (16) lo 

que sugiere que los tratamientos aplicados fueron apropiados y no se prolongó la en-
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fermedad ya que en promedio a las 10 semanas (21 /2 meses) la presencia de lgC era 

mínima. 

Con lo anterior se puede deducir que: 

a).-La mayor respuesta de Ac's lo provocan los LPS y las inmunoglobulinas presentes 

en mayor proporción son las lgM, esto puede relacionarse con el hecho de que el LPS 

activa preferentemente la producción de estos anticuerpos. 

b).- En la respuesta hacia los RCM es predominante la identificación hacia protelnas 

de peso molecular mayor a pesar de que se encuentran en menor concentración que 

las de bajo peso molecular otras, esto nos indica que la concentración de las fracciones 

prole(cas o LPS del antígeno no influyen en su antigenicidad. 

b) Grupo de Brucelosis crónica 

La característica principal que tiene este grupo es la poca intensidad de las bandas 

reconocidas para todos los Ag's en las 3 muestras de cada caso. Estova de acuerdo con 

Jos titules relativamente bajos que constantemente se presentaron durante el curso de 

la enfermedad (con excepción al caso A.M en el que en algunas muestras presenta un 

titulo de 1: 640). A pesar de lo anterior Jo. afinidad que presentó hada los Ag's fué 

mlnima ya que solo reconoció en la 2a y 3a muestra las prote!nas 1 y 2 del RCM-99s 

(53.7 y 47.86 Kda respectivamente). El caso anterior (A.M) y el caso M.A.H no 

reportaron cultivo positivo y el caso A.T.S fué cultivo positivo a B. »U!litensis pero 

al igual que en el grupo de individuos agudos se ve que el cultivo positivo o negativo 

no influye en la intensidad o mayor reconocimiento de bandas. 

El caso M.A.H reconoció las proteínas 3, 4, 5 del RCM-16 en la Ja. y 2a. muestra y en 

la 3a. muestra las proteínas 1 y 2, mientras en los LPS no hubo diferencia en los 

reconocimientos ya sea en intensidad o en su perfil general, ya que se veia recono

cimiento hacia toda la estructura del LPS. 

En cuanto a los títulos de inmunoglobulinas totales y monoméricas para las dos cepas 
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de brucela su comportamiento fue muy semejante excepto para el caso M.A.H que 

tuvo mayores títulos de anticuerpos totales para B. melilensis pero no hubo respuesta 

para lg parciales; ni para B. aborlus. Esto es debido a que la IgM puede persistir con 

o sin la presencia de anticuerpos IgG. El aumento o disminución de la respuesta 

Inmune puede ser detectada aún si no correlaciona con las manifestaciones cllnicas 

(39). Han reportado que la brucelosls crónica está asociada generalmente con titulos 

bajos de IgG (18,51). 

En el caso AM y MAH se observaron recaidas ya que hubo un aumento de titulo de 

anticuerpos (tanto totales como monoméricas), aunquepara muchos pacientes en una 

recalda tienen un aumento de tltulos de IgG pero no cambian sus titulos de IgM (51). 

Otros autores han encontrado que en las recaidas se observan aumentos de IgM e JgG. 

Pellicer y col. (35) encontraron que la recaida está asociada con un aumento de tltulos 

de lgG e IgA pero no de IgM. Esto último está de acuerdo a nuestros resultados ya que 

hay aumento de las 2 Jg. En el caso A.T.S los tltulos de anticuerpos se presentan en 

tltulos bajos a lo largo de 1 af\o sin que se presente un aumento significativo de titulo. 

Estos titulas de anticuerpos pueden existir durante años sin que haya una infección 

declarada (15). 

<) Grupo de vacunados 

La vacuna utilizada fué la fracción PI, ésta fracción fué obtenida de la extracción con 

fenol de células deslipadas. Desde 1%7 se han hecho experimentos en poblaciones 

humanas expuestas a la fracción PI, encontrándose que hay un drástico decrecimiento 

en la prevalencia de brucelosis en humanos; pero el mecanismo por el cuál la 

vacunación ha tenido un efecto benéfico no se ha determinado. En humano induce 

un bajo pero significativo aumento de títulos de anticuerpos anti-bruela encon

trándose lgG, lgM e lgE (39). 

Cuando se empezó a utilizar ésta vacuna su ventaja era el estar libre de LPS-5, pero se 
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encontró que la respuesta serológica en animales a pruebas dependientes de LPS-S 

tiene función protectora (14, 36). 

En los 3 casos estudiados se observa un comportamiento de producción de anticuer

pos semejante hada B.abortus y B. melitensis yen general son títulos menores de 1:80. 

El caso A.L es el que presentó sintomalogf~ aguda después de la aplicación de la 

vacuna (dolor de huesos, sudoraciones nocturnas) y un título de anticuerpos totales 

alto (1:320) tanto para B. abortus como para B. melitensis, curiosamente tuvo una 

menor respuesta en las tiras de NC si las comparamos con las de los otros 2 casos. 

El reconocimiento hada fracciones proteicas de B. abortus se dirigen más frecucnle

mentealasbandas 1,2,3ysoloelcasoXC.Bhacia lasprolefnas 5,6,7.ParaB.me/itensis 

coinciden en el reconocimiento hada las bandas 1-5 y el caso A.M.C a la banda 8. 

Para el LPS el caso A.M.C y X.C.B conforme transcurre la respuesta inmunológica se 

da la respuesta contra el LPS ya que hasta la tercera muestra dió positividad. El caso 

A.L da reaccdón contra la región de alto peso molecular del LPS en la fase principal 

de la reacción y en la última muestra no se tiene reconocimiento hacia antígeno 

alguno, coincidiendo con el hecho de que el título de anticuerpos lo tales es bajo (1:40) 

y no hay respuesta contra lgG. 

En forma general la respuesta de lgG fué muy baja y la respuesta mayorilaria puede 

decirse que fué de lgM. Es importante mencionar que al transcurso del tiempo hay 

producción de lgM pero no de lgG esto nos indica que la enfermedad no está en 

proceso activo y que la lgM se produce en forma constante pero baja. No se puede 

asegurar que este grupo tuviera una respuesta preferente hacia algún antígeno en 

particular, pero según los títulos reportados la respuestainmunogénica noseestimuló 

en gran parle por la aplicación de la vacuna. 
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d) Grupo de convivientes 

Solo los casos By D presentaron respuestas hada los antígenos; y en forma mayorita

ria a losdetipoprotelco, ya que en el reconocimiento de LPSla intensidad es muy baja. 

El caso B no reporta título de anticuerpos con las pruebas serológicas de rutina, pero 

si presenta reconocimiento hacia el RCM-16 y RCM-99s y en bandas de peso 

molecular tanto alto como bajo. Los títulos bajos en este grupo de personas indican 

que solo tienen una pequefta estimulación inmunogénica ante el desafío de la bacte

ria. El rebano con el que está en contacto este grupo presentó una respuesta positiva 

hacia las pruebas confirmativas de la presencia de brucela por lo que estas personas 

han tenido contacto constante con los antígenos brucelares, y estos desafios estimu

laron anticuerpos de memoria y tal vez de protección para que no tuvieran un cua

dro clínico severo. Esto también puede estar afectado por la eficacia del sistema 

inmune de cada persona para atacar a la brucela, el inóculo y la edad (24); aunque la 

resistencia adquirida de modo natural a la brucelosis es sólo relativa, ya que la 

reinfección es frecuente y la presencia de anticuerpos cirulantes no asegura la 

inmunidad ni evita la bacteremia (15). 

e) Grupo de reacción cruzada 

Sepresentóen forma mínima un reconocimiento anti génico hacia los LPS. Lo anterior 

indica que ésta técnica es más específica con respecto a las serológicas ya menciona

das, ya que presemtó en la !ET una respuesta muy baja. En otros trabajos ya han 

reportado que las reacciones cruzadas serológicas presentes en cepas lisas de Bruce/la 

y V. cholerae se deben a determinantes antigénicos comunes que se encuentran en sus 

respectivos LPS (36, 37). Pero en este trabajo a pesar de que se estudiaron personas con 

títulos altos a V. cholerae (caso 1) no presentaron una reacción significativa en la NC 

hacia los antígenos estudiados. Estas personas también tuvieron reconocimiento hacia 

brucela pero en títulos bajos por !oque no podemos decir que padezcan la enfermedad 

ya que tampoco tuvieron cultivo positivo; ésto tal vez se deba a que tuvieron un fugaz 
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contacto con la bacteria sin desarrollar la enfennedad ya que el ln6culo tal vez fué 

pequello y por lo tanto esllmularon anticuerpos que en estos casos y de acuerdo a los 

cuadros oorrespondientes son de tipo lgM ya que las pruebas de MEA y MEM 

resultaron negativas. Otra posible explicación para los tftulos obtenldoe contra 

Bruce/la esel siguiemte: el LPS estimula preferentemente la producción de anticuer

pos de tipo lgM loe cuales son poco afines ~a el reconocimiento antigénico, por lo 

tanto, en un determinado momento puede reconocer algún antfgeno semejante a los 

deV. cholerae, a diferencia de la lgG, los cuales son más afines hada el antfgeno 

f) Grupo de control negativo 

No hubo reconocimiento hacia ningúl\antlgeno por parte de los sueros negativos tra

bajados, lo que descarta la posibilidad de una respuesta inespedfica de la técnica. 

Como algo adicional para este estudio, algunos sueros de los que se trabajaron se 

enfrentaron a un sonicado de la cepa RB51 (cepa B. al>ort11s de tipo rugoso) la cual 

carece de LPS. Lo anterior con el fin de aclarar si la respuesta positiva se debe a las 

proteinas o los LPS. Se escogieron 5 sueros que tuvieran reconocimiento mayoritario 

hacia proteinas (RCM), si daban reacción positiva indicaba que el LPS no influía gran

demente con la respuesta inmunológica y si daba negativa que no existía reacción 

hada proteínas. 

Se presentó solo una pequella respuesta hacia el antígeno en 2 sueros de los 5 

estudiados lo que no es significativo como para concluir que la respuesta involucre 

solo proteínas. 
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8.0 CONCLUSIONES 

- Las condldones óptimas encontradas para cada uno de los antígenos en la técnica de 

electroWresls son las siguientes: 

Antígeno µgfpozo % A·B 

RCM-995 20 12 

RCM-M16 

LPS-BA 

LPS-BM 

&micado RB51 

25 

20 

5 

42 

12 

12 

12 

12 

Sistema 

Trldna-SDS 

Trlcina-SDS 

Laemmli 

I..aemmli 

Laemmli 

Corrlenle/gel 

45mA 

45rnA 

lSrnA 

lSrnA 

45mA 

Las condiciones encontradas para la electrotransferenda son válidas para todos los 

antígenos: 30 v 300 mA 60 W T'= 2.5 h. 4"C 

·Los RCM de las cepas B. abortus 99s y B. me/itensis M-16 comparten 9 bandas 

proteicas con semejantes P.M., dlvidiendose en 3 grupos: 54-43 Kda (3 bandas); 34-23 

(4bandas);y19-15 (2 bandas). Pero la concentración proteica de la cepa B. abortus es 

mayor con respecto a B. melitensis ya que la única banda bien definida es la de 18.6 Kda. 

Los antígenos LPS no presentan el patrón electtoforético caracterlstico en forma de 

"escalera", observado en corrimientos electroforétiros de otras gram negativas. 

·El grupo de individuos con brucelosis aguda presenta una mayor respuesta lnmu· 

nológica (principalmente IgM) hada el LPS, y contra protelnas de alto peso molecular 

(5'-48 Kda). 

• El grupo de individuos con brucelosis crónica se caracteriza por una respuesta 

inmune baja en general ya que sus títulos serológicos durante el periodo evolutino 

de la enfermedad no se modlJlcaron significativamente; tanto para LPS como para 

proteínas. 
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-Convivientes. los resultadoo parecen indicar que el contacto constante y prolongado 

(en dosis menores) con loo antígenos brucelares, :io son capaces de desarrollar la 

enfermedad en la mayoría de las veces y solo activan en forma ligera la producción de 

anlic:uespoo los cuales podrian servir como protección. 

- En los vacunados no se puede concluir si la vacuna indujo la producción de anti

cuerpos en particular hacia algún antígeno, además de que los anticuerpos no se 

produjeron en una roncentradón significativa. 

- La reacción cruzada ron V. cholerae presentada en los sueroo trabajadoo puede 

oonsiderarse nula en la técnica de I1IT (Western blot). 

- El aporte del LPS hada la producción de respuesta inmune en loo individuos 

estudiados es mayor ron respecto a las proteínas. 

- Los resultados obtenidos apoyan el conocimiento de que el LPS es un factor 

importante en la producción de una respuesta inmune por lo que es necesario 

ronlinuar ron el estudio de la respuesta que involucre al LPS. La técnica de IET en és

te estudio no presentó inespeáfiddad por lo que podría ser una nueva alternativa 

romo prueba de rutina en el laboratorio. 



9.0 APENDICE 

Determinación de protefnas por el m~todo de PlERCE-BCA 

El reactivo de ensayo de Pierce- BCA es altamente sensible para la cuantificación 

espectrofotométrica de proteínas. Este sistema combina la reacción de proteínas con 

el ión Cu" en medio alcalino produciendo un lón Cu ' 1 el cual reacciona selectiva· 

mente con el ácido bicinconlnlco (DCA). El producto de reacción púrpura formado 

por la interacción de 2 moléculas de BCA con 1 ión ~-uproso (Cu'1) es soluble en agua 

y exhibe una fuerte absorbancia a 562 nm. 

--R-ea_ct_lv_o_d_:_~_~_Yº-i>·COO -§~Cu~~-'l COO· para protelnas 
PROTElNA + cu•2 

OH, Hi0 -coo-g ~ coo-

complejo BCA-Cu •1 

Figura 24. Representación de la reacción qulrnlca que se lleva a cabo en Ja cuanlifi-

cación de proteínas. 

BCA ( Ac. bicinconínico ) PM: 388.27 

Figura 25. Estructura qulmlca del ácido bicinconlnlco 

84 



El diagnó&tico serológlro de rutina en el laboratorio de bruc:elosls del INORB, abarca: 

RB, ATA, ATM, MEA y MEM. 

Todas estas pruebas detectan anticuerpos contra LPS y utilizan como antígeno 

extractos celulares. El aiterio para detennlnar si son positivas es la presencia de una 

reacción de aglutinación. 

La aglutinación es una reacción inmunológ!ca entre antígenos y anticuerpos, siendo 

el antígeno particulado lo que facilita la visibilidad de la unión Ag-Ac al formarse 

agregados microscópicos. Con la ayuda de esta reacción se puede estimar el título de 

Ac's por medio de diluciones (37). 

Aglutinación en mlcroplaca para B. abortus yB. melítensis (A TA y ATM) 

Se emplea como antígeno la célula completa. La aglutinación se debe a anticuerpos 

lgM e lgG, pudiendo contribuir las IgA. Un títUlo elevado constituye un indicio de 

Infección, los títulos bajos o reacción negativa no la excluyen, ya que en infecciones 

localizadas y procesos en fase crónica los tltulos son bajos y hasta negativos. En el 

laboratorio de Brucelosis, el título que se considera como indicativo de enfermedad 

es de >1:160 (tomando en cuenta que una 2a. muestra será mayor en titulo) (13, 29, 

37). 

Aglulinadón en mlcroplaca con 2-mercaptoelanol para B. abortus y B. melitensis 

(MEA,MEM) 

Es una prueba semejante a la anterior variando solo en la presencia del 2- ME, el cual 

es un agente reductor capaz de inhibir la actividad aglutinante de las IgM rompiendo 

sus enlaces disulfuro. Por lo tanto ésta prueba determina en su mayoría IgG. La 

positividad es indicadora de una infección activa y estarla dada por IgG e IgA (13, 37). 
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Rosa de Bengala (RB) 

Es más de tipo cualitativo. Ha suplido a la prueba de Huddleson ya que ésta última 

daba falsos positivos. Detecta lgM e JgC. Utiliza como antígeno una susperu;ión de B. 

abortus 11l9s, que se tille con el colorante Rosa de Bengala. Por medio de ésta prueba 

no se puede saber si la infección es reciente o pasada y no cuantifica Ac's contra 

antígenos de brucela, por lo tanto se procesie a realizar pruebas complementarias 

como son las deATA Y ATM (5, 13,37). 

Electroforesis 

Las proteínas pueden separarse muy bien según sus pesos moleculares utilizando 

electroforésis en geles de poliacrilamida (P AGE), en condiciones desnaturalizan tes. 

La mezcla de protelnas se disuelve en un medio con SDS (detergente aniónico que 

rompe las interacciones no covalentes en las protelnas nativas), tambien se allade 2-

MEoD'ITparareducirlospuentesdisulfuro yasíseplerdedefinitivamentelaestruc

tura primaria ( 42). 

Los aniones de SDS se unen a la cadena principal a raz.ón de 1 molécula de SDS por 

c/2 aminoácidos, lo que da al complejo SDS-Proteina una carga negativa aproxi

madamente proporcional a la masa dela proteína. Al ser la carga negativa (adquirida 

por la fijación del SOS) muy superior a la carga propia de la protelna nativa, ésta carga 

se considera despreciable. 

Las protelnas pequel\as se desplazan más rapidamente a través del gel que las gran

des, las cuales permanecen arriba, cerca del punto de aplicación de la muestra. El de

splazamiento de la mayoña de las cadenas polipeptfdicas es proporcional al logar

itmo de su masa (algunas protelnas ricas en azúcares migran de forma anómala (42). 
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Las separaciones electrol'orétlcas se realizan casi siempre sobre geles de polla

allamlda por 3 ru.ones principales: 

-LoegelessuprimenlaScorrlentesderonvecdónproducidasporpequello&gradlentes 

.de temperatura, favoreciendo una separación más efectiva. 

-Son químicamente inertes y se forman con fadlldad mediante polimerización de la 

aallamlda. Escogiendo distintas concentraciones deacrllamlda y metll blsacrllamlda 

(reacrlvo que realiza enlaces cruzados) se pueden ooru;egulr tamatlcis de poro contro

lados. Fig. 26 a. 

Los geles sirven de tamices moleculares que potencializan la separación. Las molécu

las más pequetlas que los poros del gel se desplazan fadlmente a través de él; las 

moléculas mayores que los poros permanecen casi lnmovlles. Las de tamatlo Interme

dio se desplazan con diversos grados de dificultad (42) Fig. 26 b. 
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Figura 26. Las separaciones en gel de acrilamida-bisacrilamida tiene como ventajas a) El tamat'\o del poro puede controlarse de acu 
a la concentración utilizada de acrilamida- bisacrilamia y b) Son tamices moleculares que potencializan la separación (42). 



Western Blot o lnmunodectrotransferencla 

Ha sido reconocida como una herramienta útil no solo para investigación sino 

tambien como técnica de rutina en el serodiagnóstlco de una enfermedad. La técnica 

es tan sensible como el inmunoensayo enzimático esblndar, pero es más especifico. 

Esta gran especificidad es obtenida debido a la visualización directa de la reacción 

antígeno-anticuerpo con antígenos conocidos aislados del agente infeccioso. La IET 

es una combinación de 3 pasos: 

- Separación de los componentes antlgénicos por electroforesis. 

- Electrotransferencia del ligando separado por electroforesis Flg. 27 y 

- El inmunoensayo para Ja identificación de la reactividad con el ligando. 

La !ET es principalmente una técnica cualitativa. El análisis de los resultados es hecho 

en base a 2 criterios: 

- La presencia de una banda especifica, de un patrón especifico o de un número 

mútlmo de bandas de pesos moleculares. 

-La intensidad de la lindón de las bandas, puede ser visualmenteo ron un densilómetro. 

a 
b 
e 

(·)cátodo 

l corrienle 
ok!ctrica 

' 
(+)4nodo 

Figura 27. Esquema del cassette de IET. El flujo de corriente va del cátodo(-) al 

ánodo(+). a) Tapa del cassette; b) almohadilla de Scotch brlte; e) Papel filtro; d) 

hoja de NC y e) gel (1). 
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Tlndón de plata para LPS y proteínas en geles de poliacrilamida. 

El AgN03 del romponen!e principal de la tinción es tammén usado para teftir 

azúcares; sugiriendo que ésta lindón puede usarse para detectar LPS después de 

electroforesis en gel, ron ácido peryódico, seguido de un lratamienlo ron AgNo, 

amoniacal y subsecuentemente un desanoJlo de roklr ron una solución de ácido 

dtrioo-fonnalina. El ácido peryódico incrementa la sensibilidad de la tinción 5 veces 

más que si no se usara. El fundamento aún no se tiene da ro pero se cree que el l!pido 

A del LPS es el componen le reactivo en ésta tinción. 

Lo anterior indica que la presencia de ci.s-glicoles sensi"bles a peryodato en el rore y 

la cadena lateral pnlisacárida de la molécula favorecen la tinción. Un LPShidrolizado 

en forma ácida no es le!lido preswniblemente porque se pierden partículas de Ac. 3-

desoxi-0-manooctulosónico (KDO} (27, 45). 
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