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RESUMEN 

 

La brucelosis es una zoonosis de reporte obligatorio. A nivel mundial, esta 

zoonosis es considerada como la tercera en importancia después de la 

tuberculosis y la salmonelosis, es por esto que los trabajos de investigación para 

la comprensión de la patogénesis molecular son de gran relevancia ya que a partir 

de éstos se pueden conocer los mecanismos por los cuales la bacteria puede 

sobrevivir y permanecer durante periodos prolongados dentro del hospedero 

generando una infección crónica. En conjunto con otros ensayos, este trabajo 

podría generar información para diseñar nuevas herramientas moleculares para el 

diagnóstico, el tratamiento y la eliminación de la enfermedad. 

En el presente trabajo se estableció un modelo in vitro que simula algunas de las 

condiciones a las cuales se enfrenta Brucella melintesis durante la bacterémia con 

el fin de poder detectar la liberación al medio de componentes principalmente de 

tipo proteico. En este modelo in vitro la bacteria fue crecida en medio de cultivo 

RPMI adicionado con distintos porcentajes de suero fetal bovino (SFB). Las 

proteínas fueron recuperadas del medio por precipitación utilizando la técnica de 

metanol - cloroformo. El patrón electroforético de las proteínas recuperadas fue  

visualizado en geles de poliacrilamida teñidos con azul de Coomasie y nitrato de 

plata. Posteriormente, se mostró la inmunoreactividad de las proteínas 

enfrentándolas a sueros de cabra positivos a Brucella spp por medio de la técnica 

de inmunotransferencia tipo Western blot, lográndose identificar bandas proteicas 

de B. melitensis con pesos moleculares alrededor de 46, 50 y 60 kDa.  



 
2.0 INTRODUCCIÓN. 
 
El establecimiento de la brucelosis como una zoonosis se debe a la estrecha convivencia 

entre el hombre y los animales. La brucelosis ha sido una zoonosis importante en 

múltiples culturas y regiones del mundo. En el tiempo de Hipócrates fueron descritas 

condiciones clínicas similares a las de la brucelosis, y se han detectado reminiscencias de 

un microorganismo semejante a Brucella spp en quesos carbonizados durante la era 

romana. Así mismo, esta enfermedad afectó a un significativo número de habitantes de 

Pompeya y posiblemente haya sido la causa de la quinta plaga que azotó a Egipto 

diezmando su ganado (1,2). Esta enfermedad infectocontagiosa está ampliamente 

distribuida en el mundo y  afecta a un gran número de animales domésticos y silvestres, 

incluyendo el ganado bovino, ovino, caprino, suino, canino, roedores, y mamíferos 

marinos, así como al humano, por lo que es considerada por la Organización Mundial de 

la Salud (OMS) como la tercera zoonosis más importante después de la tuberculosis y la 

salmonelosis (3,4).  

 

En humanos la brucelosis se presenta como una enfermedad debilitante crónica febril 

razón por la cual también se le llama “Fiebre Ondulante”. En casos documentados en la 

ciudad de Nightingale, Florencia, se registran signos en pacientes hasta por más de 30 

años. En los animales domésticos la principal afectación es a nivel reproductivo, 

manifestado como abortos e infertilidad, que producen grandes pérdidas económicas 

(5,6).  

La brucelosis es causada por bacterias intracelulares facultativas del género Brucella, el 

cual comprende varias especies: B. abortus, B. melitensis, B. suis, B. canis, B. ovis, B. 

neotomae y las reciente incorporación B. ceti y B. pinnipedialis, aisladas a partir de 

mamíferos marinos (7,8,9,10). 



El primer aislamiento de microorganismos del género Brucella, fue hecho por David Bruce 

en 1887. En ese entonces fue llamado “Micrococcus melitensis”, actualmente es conocido 

como Brucella melitensis, este aislamiento se realizó a partir de tejido esplénico de casos 

de humanos, que fallecieron como resultado “Fiebre ondulante” (10). 

 

La presencia de este agente en nuestro país se describió durante el siglo XX y aunque los 

primeros reportes de casos humanos con brucelosis están registrados en 1905. 

Posteriormente se relacionaron dichos casos a la importación de cabras procedentes de 

España. El Dr. Ruiz-Castañeda es el responsable del registro de muchos casos, así como 

de la implementación del tratamiento y el diagnóstico en el país (11). 

 

La brucelosis es una enfermedad bacteriana de gran importancia, ya que afecta la 

productividad pecuaria, debido al cuadro clínico que ocasiona y las restricciones que se 

imponen para el traslado de animales así como la exportación a mercados 

internacionales, de productos que pudieran estar contaminados. La Comisión Nacional 

para la Erradicación de la Tuberculosis y Brucelosis bovina de México (CONETB) 

estableció que las pérdidas alcanzaban más de 2,000 millones de pesos por año. En 

México se han aislado cinco de las ocho especies de Brucella spp, las especies no 

aisladas son B. neotomae y las especies relacionadas con mamíferos marinos. Si bien, la 

Campaña Nacional para la Erradicación de la Brucelosis  Animal implementada en el país,  

logró eliminar un número importante de animales infectados en ciertas regiones, aún 

existen hatos de ganado bovino, caprino, ovino y probablemente suino, infectados. Por 

otra parte, los casos reportados a la Secretaria de Salud de brucelosis humana, son de 

personas que no están relacionadas con actividades rurales, pero que consumieron 

productos de animales infectados; no obstante, esta enfermedad se considera de tipo 

ocupacional, esto es en el personal que se encuentra expuesto a los diferentes procesos 



de productos de animales infectados, así como aquel que realiza alguna manipulación del 

microorganismo directamente (11). 

 

El género Brucella está agrupado en la subdivisión Alfaproteobacteria, junto con otros 

géneros como Ochrobactrum, Rhizobium, Rhodobacter, Agrobacterium, Bartonella y 

Ricketsia (10,12,13).La clasificación en especies dentro del género Brucella está 

tradicionalmente establecida por preferencia de hospedero, aún cuando cuatro de estas 

ocho especies son consideradas como zoonosis. Las características de las distintas 

especies de Brucella spp se muestran en el cuadro 1 (8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Cuadro 1. Características generales de las especies del genero  Brucella. 

Especies Biotipo Huésped 

animal 

Primera 

descripción 

Virulencia  

en humanos 

B. melitensis 1-3 Cabras, ovejas, camellos Bruce, 1887 ++++ 

B. abortus 1-6,9 Bovinos, yaks, camellos, búfalo Bang, 1897 ++ o +++ 

B. suis 1-5 Cerdos (1-3), 

Liebre silvestre (2), 

Caribú (4), roedores silvestres (5) 

Traum, 1914 ++++ 

B. canis _____ Caninos Carmichael 

y Bruner, 1968 

+ 

B. ovis _____ Ovinos Van 

Drimmelen, 

1953 

- 

B. neotomae _____ Roedores Stoanner 

y Lackman, 

1957 

- 

 

Pappas Georgios et al.Brucellosis. N England J Med 2005;352:2325-36. 

* Foster G, Osterman B S, Godfroid J, Jacques I and Cloeckaer A. Brucella ceti sp. nov. 
and Brucella pinnipedialis sp. nov. for Brucella strains with cetaceans and seals as their 

preferred hosts .International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology 
2007;57:2688–2693. 

B. pinnipedialis 

B. ceti 

_____ Focas 

 

Ballenas, delfines, marsopas 

 

Ewalt y Ross, + 

1994 (*) 



 

.                   

Los microorganismos del género Brucella son cocobacilos pequeños (0.5-0.7µm X 0.6-

1.5µm), Gram negativos, inmóviles, desprovistos de cápsula, espora y flagelos. Sin 

embargo estudios realizados en el genoma demuestran que este género posee la 

información genética  para expresar un flagelo y se ha establecido la hipótesis de que su 

represión se debe a la actual adaptación de huésped (14). 

  

La membrana externa de estos microorganismos está compuesta de fosfolípidos, 

proteínas y el lipopolisacárido (LPS). Con base en el tipo de LPS que expresan las 

diferentes especies del género Brucella se pueden clasificar en cepas lisas y rugosas, 

cabe mencionar que existen reportes donde se encuentran mutantes que pueden pasar 

de una clasificación a otra. Estas estructuras forman parte de una barrera de 

permeabilidad selectiva, que regula el paso de nutrimentos y otros solutos para el 

metabolismo de la bacteria. Así mismo las proteínas de membrana externa (PME) y el 

LPS constituyen estructuras altamente inmunogénicas (15). 

 

Las PME han sido identificadas y clasificadas, de acuerdo a su peso molecular en  

grupos. En el grupo 1 se encuentran proteínas de 88-94 kDa, en el grupo 2 de 31-34 a 36-

38 kDa y en el grupo 3 de 25-27 kDa. Las PME del grupo 2 han sido identificadas como 

porinas y se ha descrito que en B. abortus cepa S19, B. canis y B. abortus 1119-3 forman 

poros relativamente mas amplios que los de B. melitensis 115 y B. abortus 45-20. Esta 

diferencia en el diámetro de los poros podría explicar la diferente sensibilidad a los 

colorantes  como la tionina y  fucsina mostrada en las pruebas de clasificación de especie 

del género Brucella (15), considerando además que las proteínas de 31 a 34 kDa son más 

abundantes en B. melitensis que en B. abortus (17, 18,19). 



 

El genoma de los organismos comprendidos del género Brucella tiene un tamaño de 

aproximadamente 2.37 x 106 pb  y los porcentajes de guanina citosina (G:C) son del 57 al 

59%. Estudios de homología del ADN han mostrado que este género es altamente 

homogéneo, por lo que se ha sugerido que B. melitensis sea la única especie y el resto 

sean considerados biotipos. La secuencia completa genoma de Brucella melitensis fue 

completada en el año 2002, junto con la de B. abortus  y B. suis . Para la primera especie 

se encontró que posee dos cromosomas independientes con un tamaño 1.1 y 2.2 Mpb 

con 57% de G:C y no se detectaron plásmidos. El análisis del genoma mostró que existen 

3197 marcos abiertos de lectura (ORFs), contenidos en ambos cromosomas, 2060 en el 

cromosoma I y 1138 en el II, de los cuales a 2487 se les ha asociado ya una función (20, 

21,22). El estudio de la secuencia del genoma ha permitido confirmar la relación que tiene 

este microorganismo con otros pertenecientes a las proteobacterias como lo es 

Agrobacterium tumefaciens (23).   

 

Las diversas manifestaciones clínicas en los individuos infectados por Brucella spp, ya 

sean humanos o animales, están relacionadas con la replicación y el aumento en el 

número de microorganismos en el hospedero. Este incremento en el número de 

microorganismos, se debe a la habilidad de este patógeno para evadir los mecanismos de 

defensa y proliferar dentro de los macrófagos. Como es bien sabido la infección por 

microorganismos del género Brucella se puede dar por la ingestión, la inhalación, la 

exposición conjuntival, soluciones de continuidad en la piel y a través de la vía congénita. 

Por cualquiera de estas vías, la bacteria penetra las mucosas y es  fagocitada por 

neutrófilos y macrófagos (24,25).  

 



En trabajos donde se describe la sobrevivencia de microorganismos del género Brucella 

dentro de los macrófagos en los cuales la bacteria puede infectar, persistir y replicarse por 

periodos muy prolongados dentro del hospedero; se hace notar que la diseminación a 

otros tejidos es muy frecuente. La internación de Brucella spp está determinada por 

microdominios en la superficie celular, conocidos como "lipid rafts", los cuales son 

cúmulos de glicosilfosfatidilinositol con proteínas ancladas, glicoesfingolípidos y colesterol. 

Estos microdominios  no solo juegan un papel importante en la internación de la bacteria, 

sino también en la replicación intracelular (25).  

 

En las células fagocíticas Brucella spp puede multiplicarse estableciéndose una 

bacteremia transitoria. Posteriormente es transportada a los linfonódulos regionales, 

donde continúa replicándose y alcanza una distribución más amplia a través de la linfa 

(26, 27). Durante esta fase bacterémica Brucella spp puede llegar a la glándula mamaria, 

en la cual continua replicándose, ocasionando que el microorganismo sea excretado a 

través de la leche en grandes cantidades (28). 

  

Dentro de los macrófagos, Brucella spp se localiza en vacuolas características, donde 

está sometida a condiciones de estrés, que incluyen reducción en el pH, privación 

nutrimental, exposición a radicales del oxígeno e intermediarios del nitrógeno (27). Si el 

patógeno se mantiene por un periodo prolongado bajo estas condiciones, se activa una 

gran variedad de genes, que le permiten adaptarse al ambiente intracelular. Por lo que se 

sugiere que una bacteria en un ambiente intracelular experimenta una modificación en la 

expresión de proteínas en su superficie (29), inducida por las condiciones de estrés (30). 

 

Dentro del Brucelosoma como se le ha llamado al nicho de replicación, Brucella spp 

puede sobrevivir y replicarse, inhibiendo la unión fagolisosomal y promoviendo la rápida 



acidificación del medio. En estos compartimientos la bacteria puede permanecer durante 

periodos prolongados en las células hospedero generando una infección crónica (31). 

 

Los  signos clínicos clásicos de la brucelosis son aborto después del quinto mes de 

gestación, retención placentaria, metritis, placentitis e infertilidad temporal. En el caso de 

los animales domésticos, es la infección placentaria la que origina el aborto. Se ha 

propuesto que el mecanismo por el cual se produce el aborto es que la endotoxina de 

Brucella spp  promueve la producción de cortisol fetal, esto deprime la cantidad de 

progesterona e incrementa la síntesis de estrógenos por la placenta. Esta respuesta 

hormonal se encuentra asociada con el incremento en la producción de prostaglandina 2 

alfa por el endometrio, resultando en la falta de irrigación y  causante de la expulsión 

prematura del feto y la placenta (32). 

 

En machos, los órganos reproductivos infectados son las vesículas seminales, el 

epidídimo y los testículos, por lo cual se produce orquitis y epididimitis. En este caso, el 

número de microorganismos excretados en el semen varía, llegándose a observar entre 

100 a 50,000 bacterias por mililitro. Las concentraciones de microorganismos más altas 

se presentan durante la fase aguda de la enfermedad; después la excreción puede 

reducirse e incluso no eliminarse (33,34,35,36,37,38).  

 

Otras lesiones en casos crónicos pueden ser higromas, pequeños granulomas y 

abscesos. Existe variación en la aparición y grado de los signos después de la exposición, 

debidos a factores como la respuesta vacunal, la edad, estado gestacional, dosis de 

exposición y la virulencia de la bacteria (33, 36, 37, 38).   

 

Los métodos diagnósticos para la brucelosis son los mismos que para cualquier 



enfermedad infecciosa, por lo tanto el aislamiento del microorganismo es la prueba 

contundente, sin embargo esto no resulta muy fácil. Las pruebas serológicas como la 

aglutinación son sencillas y rápidas de realizar, las cuales detectan anticuerpos en contra 

del LPS de las cepas lisas. Uno de los inconvenientes del diagnóstico por estas pruebas 

son los resultados falsos positivos, generados por la similitud del antígeno O del LPS de 

Brucella spp, con el de otros microorganismos, en particular con Yersinia enterocolitica 

0:9 (39,40). Otra complicación en el diagnóstico se debe a la utilización de vacunas con 

cepas lisas, como es el caso de la cepa vacunal S19 para bovinos y Rev 1 para pequeños 

rumiantes (41).  

 

Para el diagnóstico de la brucelosis se han implementado  pruebas más sensibles como 

ELISA (42,43). En esta prueba se han empleando distintos antígenos, con resultados 

variables. A la fecha se continúa estudiando antígenos alternativos potencialmente útiles 

en el diagnóstico serológico (44). Actualmente la técnica de fluorescencia polarizada 

(FPA) ofrece una valiosa alternativa dentro del grupo de ensayos serológicos 

convencionales. En este ensayo se mide la cantidad de fluorescencia en una partícula en 

solución la cual esta en rotación. La velocidad de rotación se incrementa conforme el 

tamaño de la partícula también se incremente. Esta prueba se puede adaptar a la 

detección de otros anticuerpos y antígenos  con el consecuente cambio de velocidad de 

rotación, por otra parte para esta técnica se deben utilizar antígenos muy pequeños (20 

kDa), por lo que pueden ser utilizados péptidos sintetizados a partir de secuencias de 

proteínas altamente inmunogénicas (45). 

 

En lo que concierne al diagnóstico de brucelosis producida por cepas rugosas de Brucella, 

como son B. ovis y B. canis, así como la evaluación de la respuesta inducida por la 

vacuna RB51, se han desarrollado ensayos de aglutinación, ELISA y FPA,  con extractos 



de LPS obtenidos a partir de cepas rugosas (46,47). 

 

Los inmunoensayos en los cuales se evalúa la respuesta celular, han sido usados 

también en el diagnóstico de la enfermedad. Uno de estos ensayos es la prueba de 

hipersensibilidad tardía (tipo IV), en el cual se realizan inoculaciones intradérmicas de 

antígeno proteico de Brucella spp, la cual se manifiesta como una prominencia en el sitio 

de inoculación. Esta prueba ofrece ventajas debido a su especificidad (48,49).  

 

Ensayos diagnósticos basados en producción de interferón-γ por las células de los 

animales sospechosos al ser estimuladas por antígenos específicos, muestran ventajas 

sobre las pruebas serológicas, en estudios recientes se ha demostrado que tienen una 

mayor especificidad en el diagnóstico de la brucelosis en porcinos (5, 50). 

 

Finalmente, con respecto a los ensayos moleculares los cuales han sido mas promisorios 

para la detección de antígenos que para la detección de anticuerpos, se piensa que 

podrían tener desventajas debido a que la cantidad de microorganismos en sangre puede 

ser baja, el mayor número se presenta en la fase aguda de la enfermedad. La 

controversia gira alrededor de si el suero o la sangre son las muestras adecuadas para 

ensayos de amplificación (51,52). La amplificación de varios genes blanco, se ha logrado 

a partir de muestras de leche, sangre, tejidos y semen (5).  

 

En el estudio de la virulencia de Brucella spp se han realizado varios trabajos para 

conocer la expresión de proteínas bajo distintas condiciones de estrés, específicamente 

aquellas condiciones que se encuentran dentro del hospedero, ya que se considera que 

dichas proteínas pudieran ser factores de virulencia. 

 



En el caso de microorganismos del género Brucella, existen algunos ejemplos de este tipo 

de proteínas, por ejemplo, se encuentran las enzimas superóxido dismutasa y catalasa, 

las cuales déstoxifican compuestos de hidrógeno. La expresión de estas enzimas es 

controlada por reguladores que detectan las concentraciones intracelulares de este 

compuesto (53,54). Otros factores de virulencia descritos comprenden proteínas de la 

membrana externa (Omps), tales como Omp25, la cual inhibe la secreción de TNF α en 

macrófagos humanos (56).  

 

Algunas PME son expresadas por cambios ambientales, lo que da como resultado 

variaciones en el fenotipo celular (57). Por lo tanto, las PME de una bacteria que se 

adapta y multiplica in vivo van a diferir de las PME de una bacteria cultivada en un medio 

estándar en condiciones de laboratorio. En un estudio proteómico de B. melitensis 16M 

conducido a la expresión  de proteínas en medio de cultivo de laboratorio, se detectaron 

883 proteínas de las cuales 440 se pueden asociar con rutas bioquímicas de respuesta a 

condiciones de estrés, especificidad de hospedero, patogenicidad y virulencia, se 

desconoce la función del resto (58). 

 

En estudios realizados con Campylobacter jejuni, se ha demostrado que hay PME que se 

expresan sólo durante el desarrollo del microorganismo in vivo en íleon de conejo y estas 

mismas proteínas estimulan una respuesta inmune importante en humanos (56). 

 

La atmósfera del cultivo también influye en la expresión de PME. Por ejemplo, se ha 

reportado que ompC de E. coli reprime su expresión cuando es cultivada en un medio de 

baja osmolaridad y en aereación constante, en cambio aumenta su expresión cuando la 

bacteria es cultivada en anaerobiosis. En contraste, ompF no es afectada por los cambios 

de oxigenación (58), sin embargo, agentes tóxicos como el etanol, ácidos débiles, 



antibióticos y condiciones ambientales de estrés oxidativo, disminuyen su expresión y 

aumentan la síntesis de micF de E. coli (60). 

 

Así mismo al someter a la bacteria a los distintos componentes del suero se induce la 

liberación de ciertas moléculas, esto ha sido demostrado a través de modelos 

experimentales de sepsis, en los cuales se cultivo Salmonella enterica serovariedad 

Abortus equi en presencia de suero humano, en los cuales se han detectado en el 

sobrenadante, fragmentos de membrana que contienen LPS, OmpA, y una proteína de 17 

kDa (60). Así mismo complejos que contienen LPS y tres PME (35, 18 y 5-9 kDa) han sido 

detectados en un modelo experimental de sepsis en ratones, utilizando E.coli J5. 

 

De igual forma se ha realizado este tipo de ensayos con S. gallinarun, la cual fue cultivada 

en caldo nutritivo, caldo nutritivo con suero de aves libres de patógenos específicos (SPF) 

y caldo nutritivo con suero calentado previamente a 56°C, de los cuales se extrajeron las 

PME de las bacterias cultivadas en estos medios, donde se puede observar que hay una 

disminución importante de una proteína de 30 kDa en las bacterias cultivadas en caldo 

nutritivo con suero de animales SPF, la cual fue detectada por inmunotransferencia tipo 

Western blot del precipitado del sobrenadante de este medio (62). 

Los componentes bacterianos liberados al torrente sanguíneo son de gran importancia en 

la patogénesis de la sepsis por Gram negativos ya que son parte de la adaptación del 

microorganismo al medio para su sobrevivencia o replicación (63,61). Los datos antes 

mencionados permiten concluir que en los procesos de sepsis, la expresión de PME debe 

de cambiar para la adaptación del patógeno a las condiciones dentro del hospedero. 

 

Finalmente Gamazo y coloboradores  han realizado ensayos de detección de elementos 

pertenecientes a B. ovis y B. melitensis, los cuales han sido liberados al medio de cultivo. 



Especificamente el caso de los “Blebs”, los cuales son fragmentos de membrana 

formados de lipopolisacarido y proteínas de membrana externa (OMPs), que han sido 

recuperados de los sobrenadantes a través de la técnica de “Hot Saline”, las proteinas de 

estos extractos se presume son pertenecientes al grupo 3 de OMPs y que son altamente 

inmunogénicas. De igual manera se conoce de la liberación de de fragmentos de 

membrana que se liberan durante el crecimiento exponencial de Bucella melitensis 

(64,65). 

 



3.0 HIPÓTESIS. 
La presencia del suero en el medio induce la liberación de proteínas de Brucella 

melitensis, que pueden ser identificadas en el sobrenadante del medio de cultivo. 

 

4.0 OBJETIVO GENERAL. 
Caracterizar parcialmente las proteínas de Brucella melitensis liberadas al medio de 

cultivo adicionado con suero. 

 

4.1 OBJETIVOS ESPECÍFICOS. 

 
1. Purificar proteínas a partir del medio de cultivo donde se cultivó Brucella 

melitensis. 

2. Caracterizar las proteínas obtenidas a través de electroforesis en geles de 

poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. 

3. Identificar la inmunoreactividad de las proteínas con la técnica de 

inmunotransferencia tipo Western blot (WB), con sueros procedentes de caprinos  

positivos  a  Brucelosis por aislamiento y negativos. 

 



5.0 MATERIAL Y MÉTODOS 
 

5.1 Condiciones de cultivo y cepas. Se utilizó una cepa de Brucella melitensis biotipo 1 

(cepa de referencia mexicana 133), la cual fue cultivada en agar tripticasa soya (TSA1), a 

37 °C por 72 h. Previo a su empleo, esta cepa fue caracterizada a través de pruebas 

bioquímicas para identificación de microorganismos del género Brucella. (Triple azúcar 

hierro (TSI), citrato, urea, ácido sulfidrico-indol-motilada (SIM), y producción de ácido 

sulfhídrico (H2S) en tubos de TSA con tiras de papel impregnado de acetato de plomo).  

 

5.2 Ensayos de liberación de proteínas. A partir del cultivo de B. melitensis en agar 

TSA, se colectaron diez colonias y se inocularon en un matraz con 100 ml de caldo 

Brucella2. Este matraz fue incubado a 37 ºC por un periodo de 24 h en agitación. 

Transcurrido este tiempo, el crecimiento, expresado como número de microorganismos 

viables fue obtenido a través del conteo de unidades formadoras de colonias (UFC).  

Posteriormente, diez tubos con medio de cultivo celular RPMI3
, adicionado con suero fetal 

bovino (SFB) sin calentar4 a concentraciones crecientes comenzando con 0% hasta llegar 

al 90% en incrementos de 10% fueron inoculados con 100 μl del cultivo de Brucella 

realizado en el matraz. A partir de 1, 12 y 24 h, de todos los tubos se  colectaron alícuotas 

de 3 ml y se obtuvo el número de UFC. 

 

5.3 Obtención del número de microorganismos viables. Para el cálculo de UFC, en el 

medio, se colectaron 100 µl del medio RPMI o caldo Brucella según el ensayo y se 

realizaron diluciones décuples seriadas en caldo Brucella hasta obtener una dilución 10-6. 

A partir de esta dilución se sembró una caja de TSA con 50 µl mediante la técnica de 
                                                 
1 BIOXON 
2 BBL 
3 GIBCO 
4 SIGMA 



estría cerrada, posteriormente, las cajas se incubaron a 37° C durante 72 h. El número de 

UFC se obtuvo de manera manual. 

 

5.4 Recuperación de proteínas en el sobrenadante. Para la obtención de las proteínas 

en el sobrenadante, se tomaron a la 1, 12 y 24 h, alícuotas de 3 ml de cada uno de los 

tubos con medio RPMI adicionado con suero e inoculados con B. melitensis. Cada 

muestra fue  centrifugada a 5,000 x g, después el sobrenadante fue filtrado en 

membranas5 de 0.45 µm. De estos filtrados se precipitaron las de proteínas por la técnica 

de metanol6-cloroformo7, para lo cual, a una muestra de 400 μl, se le adicionaron 400 μl 

de metanol y 100 μl de cloroformo, mezclando todo por inversión. Después, la mezcla se 

centrifugó a 12,000 x g durante 5 min, el sobrenadante fue retirado teniendo cuidado de 

conservar la interfase, en la cual se encuentran contenidas las proteínas, finalmente se 

adicionaron 300 μl de metanol y se centrifugó a 12,000 x g por 5 min. El metanol fue 

retirado, conservando la pastilla, los residuos de metanol se eliminaron con un equipo de 

centrifugación con vacio. La pastilla fue resuspendida en 50 µl de agua desionizada y 

conservada a -70 °C hasta su uso. Este mismo procedimiento fue utilizado con muestras 

de medio de cultivo celular RPMI, caldo Brucella ,suero fetal bovino (SFB) y una solución 

de albúmina sérica bovina8 utilizadas como controles en los ensayos de liberación de 

proteínas. 

 

5.5 Geles de poliacrilamida con SDS-PAGE. Las proteínas obtenidas a partir de los 

sobrenandantes de los distintos medios inoculados fueron analizadas en geles de 
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6 BAKER 
7 BAKER 
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poliacrilamida9 al 12% con SDS10 en 0.375 M Tris11, pH 8.8 (separador) y geles al 4% 

0.125 M Tris, pH 6.8 (concentrador). La electroforesis se realizó en una cámara 

Miniprotean II (BIO-RAD®) con una corriente de 70v durante 3h. Previo a su separación 

por electroforesis, las proteínas contenidas en las pastillas fueron desnaturalizadas 

parcialmente. Para lo cual primero fueron mezcladas en una proporción de 1:5 con buffer 

de muestra (25 mM Tris, pH 6.8, 10% SDS, 1 % 2β-mercapto-etanol12, 15 % glicerol13, 

0.005% azul de bromofenol14) y después calentadas a 100 °C durante 5 min (66). Las 

proteínas en los geles fueron teñidas con azul de Coomasie15 y con nitrato de plata16 (67, 

68). 

 

5.6 Tinción de proteínas con azul de Coomasie. Al término de la electroforesis los 

geles fueron transferidos a un contenedor de plástico con tapa y se les añadió solución 

teñidora de Coomasie (45.5% metanol, 10% ácido acético17 y 0.05% azul de Coomasie R 

250) en volumen suficiente hasta cubrir el gel. El gel con la solución fue incubado durante 

toda la noche en agitación constante a 50 rpm. Al día siguiente el gel fue lavado con la 

solución desteñidora (54.5% de H2O destilada, 36.4% de etanol y 9.1% de ácido ácetico) 

hasta que las bandas de proteína fueran evidentes (66). Finalmente, el gel fue fijado y 

documentado mediante fotografía en un equipo digitalizador (Biorad, Fluor S).      

5.7 Tinción de proteínas con nitrato de plata. Transcurrida la electroforesis, los geles 

fueron fijados en solución I (10% isopropanol18, 10% ácido acético) en contenedores de 
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10 SIGMA 
11 US RESEARCH 
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13 SIGMA 
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plástico con tapa  durante 20 min en agitación constante (50 rpm), al terminar se cambió a 

una solución II  (isopropanol al 10%), en la cual permaneció durante 20 min en agitación 

constante (50 rpm). Posteriormente se cambio a una solución III (glutaraldehído 3.75%), 

esta solución fue preparada en una solución amortiguadora de fosfatos (PBS) sin cloruros, 

con un pH 7.4, el gel se mantuvo en agitación constante (50 rpm) en esta solución por 60 

min. Posteriormente se retiró la solución de glutaraldehído y se realizaron 5 lavados con 

agua de 15 min en agitación constante. La solución teñidora (0.36% NaOH19, 0.30% 

NH4OH20 y 10% AgNO3) se preparó en oscuridad, se vertió en el contenedor de plástico 

con el gel y se mantuvo en oscuridad con agitación constante durante 30 min; al retirar la 

solución de plata, la reacción fue revelada con una solución de ácido cítrico21 (0.005%) y 

formaldehído22 (37%). La reacción fue detenida con ácido acético (10%) (68). El gel fue 

documentado mediante fotografía. 

 

5.8 Inmunotransferencia tipo Western Blot.  Las proteínas fueron separadas en geles 

de poliacrilamida SDS al 12% mediante electroforesis. Posteriormente, las proteínas 

contenidas en los geles fueron transferidas a  membranas de nitrocelulosa23. La 

transferencia se realizó en una cámara de electrotransferencia Mini trans-blot24, el buffer 

de transferencia fue el recomendado por el fabricante (25mM trizma25, 192mM glicina26 y 

20% de metanol), Las condiciones empleadas fueron una corriente de 100V, durante 1:30 

h. Con el fin de corroborar la eficiencia del proceso de transferencia, las membranas 
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fueron teñidas con rojo de Ponceau27. Brevemente, el colorante se aplicó a las 

membranas, durante 2 min y luego se decoloraron con agua bidestilada, hasta observar 

las proteínas. La tinción fue eliminada al colocar las membranas con agua en abundancia 

y manteniéndolas en agitación. Una vez desteñidas las membranas fueron bloqueadas 

incubándolas en leche descremada al 3%28 durante 12 h en agitación. Al término de este 

tiempo, el exceso de leche fue retirado mediante lavados con una solución de TBS-T 

(100mM Tris-HCl29 pH 7.5, 0.9% NaCl y 0.05% de Tween 2030) y TBS (100mM Tris-HCl 

pH 7.5, 0.9% NaCl). Las membranas bloqueadas fueron enfrentadas a sueros de cabra 

positivos por aislamiento y negativos al aislamiento de Brucella spp. Ambos grupos de 

sueros se utilizaron en una dilución de 1:1,500 en una solución de TBS-T con 1% de leche 

descremada, las membranas se incubaron con estos sueros durante 24 h en agitación, 

posteriormente, se realizaron lavados con TBS-T y TBS.  

Después de la incubación con los sueros de cabra, la membrana fue enfrentada con un 

conjugado (anti IgG caprina unida a peroxidasa31) en una dilución 1:3,000                           

en una solución de TBS durante 1h en agitación, después fue lavada con TBS-T y TBS. 

Finalmente, la reacción antígeno-anticuerpo fue revelada empleando una solución 

sustrato-cromógeno (20 ml de metanol, 60mg 4-cloro-naphtol32, 100 µl H2O2
33

 al 30%)  y 

100 ml de TBS. La reacción se detuvo con agua fría, la membrana se documentó 

mediante fotografía, conservada en oscuridad  y refrigeración (69). 
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6.0 RESULTADOS 

6.1 Cinética de desarrollo en medios con cantidades crecientes de suero. Con el fin 

de conocer la influencia del suero en el desarrollo de B. melitensis, se realizaron cinéticas 

en tubos con medio RPMI con cantidades crecientes de suero (0 al 90%). A 1,12 y 24 h se 

colectarón alícuotas de los cultivos y se sembraron en agar TSA para obtener las UFC.  

El cultivo con medio RPMI sin SFB (cultivo 1), mostró un incremento en el número UFC a 

las 24 h, comparado con la lectura a las 12 h (cuadro 1). De igual forma en el medio RPMI 

con 40% de SFB (cultivo 5), se observó un notable incremento en las UFC. Por el 

contrario, en el medio RPMI con 90% de SFB (cultivo 10) el número de UFC disminuyó de 

forma significativa a las 24 h. Por otra parte, si se compara el crecimiento observado en el  

medio sin SFB con el adicionado con 40% SFB, se aprecia que en el segundo el número 

de UFC fue casi cinco veces mayor. Sin embargo, en el medio con 90% SFB, el número 

de UFC fue menor comparado con el medio sin SFB, este fenómeno se observó 

nuevamente a las 24 h.  Un aspecto importante en la cinética con el medio RPMI con 

distintas cantidades de suero,  fue que el desarrollo de la bacteria fue menor en medios 

que contenían 0 al 20% de suero y también 60 al 90%; comparado con los medios 

adicionados con 30 al 50%  donde el desarrollo fue mayor (Figura 1).      

 

 

 

 

 



Cuadro 1. Número de UFC obtenido en cada uno de los cultivos con medio RPMI 
adicionados con diferentes porcentajes de SFB e inoculados con  Brucella melitensis en 
tres distintas lecturas (1, 12 y 24 h). 
 

 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Número de UFC obtenido encada uno de los cultivos con medio RPMI 
adicionados con diferentes porcentajes de SFB e inoculados con  Brucella melitensis en 
tres distintas lecturas (1, 12 y 24 h).    
 

Crecimiento de Brucella  melitensis en medio RPMI con distintos 
porcentajes de SFB 

 
Número de UFC obtenido por hora 

 
# de tubo % de SFB 1 12 24 

1 0 4 133 168 

2 10 20 231 336 

3 20 47 247 552 

4 30 62 656 892 

5 40 87 771 943 

6 50 28 486 823 

7 60 17 211 732 

8 70 8 113 599 

9 80 7 101 253 

10 90 2 83 62 
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6.2 Detección de las proteínas en el sobrenadante. Después de precipitar las proteínas 

del sobrenadante del medio, se visualizaron en geles de poliacrilamida en condiciones 

desnaturalizantes. Los resultados obtenidos mostraron que en el medio RPMI sin SFB no 

se observó banda alguna, a pesar de haber obtenido una pastilla en la precipitación con el 

método de metanol-cloroformo (Figura 2, carril  1). Mientras para el resto de los cultivos 

con medio, los cuales tenían diferentes porcentajes de SFB (0 a 90%), se pudo observar 

una banda con un peso aproximado de 60 kDa (Figura 2 carriles 2 al 10). Solo en los 

tubos con medio RPMI con 60 y 70% de suero inoculados con B. melitensis, se pudieron 

observar bandas de un peso aproximado de 112 y 150 kDa (Figura 2, carriles 7 y 8). De 

igual forma, solo en lo medios RPMI con 20 al 90 % de SFB inoculados con B. melitensis 

se observó una banda de un peso molecular aproximado de 46 Kda (Figura 2, carriles 3 al 

10). Con el fin de visualizar todas las proteínas contenidas en el sobrenadante de los 

medios, un gel con las mismas muestras de proteínas mostradas en la figura 2, se tiñó 

con  nitrato de plata. Al igual que con la tinción de Coomasie, se detectó una banda con 

un peso aproximado de 60 kDa, en los medios que contenían 20 al 90 % de SFB (Figura 

3, carriles 3 al 10). También se lograron observar las bandas de peso molecular 

aproximado de 46 kDa, en los medios que contenían 60 al 90% de SFB (Figura 3, carriles 

7 al 10).  

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 2. Foto de un gel de poliacrilamida SDS teñido con azul de Coomasie en el cual se 
muestran las proteínas obtenidas de los sobrenadantes del medio RPMI con cantidades crecientes 
de suero (0 al 90%), inoculados con B. melitensis. En el carril 1, 0% de SFB, carril 2 al 10, 10  al 
90%  SFB respectivamente. Carril M,  marcador de peso molecular (Benchmark, Pre stained 
Protein Ladder, Invitrogene).    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 3. Foto de un gel de poliacrilamida SDS teñido con nitrato de plata, en el cual se muestran 
las proteínas obtenidas de los sobrenadantes del medio RPMI con cantidades crecientes de suero 



(0 al 90%), inoculados con B. melitensis. En el carril 1, 0% de SFB, carril 2 al 10, 10  al 90%  SFB 
respectivamente. Carril M,  marcador de peso molecular (Benchmark, Pre stained Protein Ladder, 
Invitrogene).    
6.3 Análisis de las proteínas en el sobrenadante por la técnica de 

inmuntransferencia tipo Western blot. Una vez visualizadas las proteínas en geles de 

poliacrilamida SDS, se procedió a realizar los ensayos tipo Westernt con 10 sueros de 

cabra, positivos a B. melitensis por aislamiento bacteriológico y 10 sueros negativos de 

cabra, procedentes de un hato libre de brucelosis. Las proteínas fueron transferidas y 

teñidas con rojo de Ponceau, para corroborar la transferencia. En la membrana se tiñó 

una banda de un peso molecular aproximado 46 kDa en los medios con 10 al 90% de 

SFB (Figura 4, carriles 2 al 10) De igual forma se observaron bandas con un peso 

aproximado de 112 y 150 kDa (Figura 4, carriles 2 al 10) y sola una banda de 25 kDa en 

los medios con 30 al 90% SFB (Figura 4, carriles 4 al 10), asi como una banda de peso 

aproximado de 60 kDa (Figura 4, carriles 2al 10). No se observaron bandas en el medio 

sin SFB (Figura 4, carril 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
FIGURA 4. Foto de una membrana de nitrocelulosa teñida con rojo de Ponceau, en la cual se 
observan las proteínas transferidas Carriles 1 al 10, proteínas obtenidas de los sobrenadantes del 



medio RPMI con cantidades crecientes de suero (0 al 90% respectivamente), inoculados con 
B.melitensis. Carril M,  marcador de peso molecular (Precision Plus,  Protein standards, Prestained,  
Bio-Rad).    
Al retirar la tinción de rojo de Ponceau de esta membrana con las proteínas de los 

sobrenadantes del medio RPMI con SFB en cantidades crecientes (0 al 90%) inoculados 

con Brucella melitensis, la membrana fue enfrentada con sueros de cabra positivos a 

Brucella spp por aislamiento. Se detectaron bandas correspondientes a proteínas con 

inmunoreactividad a los sueros de cabra positivos a Brucella spp (figura 5, carriles 1al 10). 

En los medios con  0, 10 y 20% de SFB se pudo observar una banda con un peso 

aproximado de 46 kDa (figura 5, carriles 1 al 3), de igual forma se observa una banda con 

un peso aproximado de 50 kDa en los medios con 10 y 20% de SFB, respectivamente 

(figura 5, carriles 2 y 3), así como una banda de un peso aproximado de 60 kDa en los 

medios con 10 al 90% SFB (Figura 5, carriles 2 al 10). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 5. Foto de una membrana de nitrocelulosa a la le fueron transferidas proteínas de los 
sobrenadantes del medio RPMI con cantidades crecientes de suero (Carriles 1 al 10 con 0 al 90% 
de SFB respectivamente), inoculados con B. melitensis enfrentadas a sueros de cabra positivos a 
Brucella spp, en la cual se muestra las proteínas con inmunoreactividad a dichos sueros. Carril M    
marcador de peso molecular (Precision Plus,  Protein standards,Prestained,  Bio-Rad). 



 

 
Por otra parte una membrana con las mismas proteínas obtenidas a partir de los 

sobrenadantes de medio con SFB en cantidades crecientes (0 al 90%), inoculados con B. 

melitensis, las cuales habían sido previamente reconocidas por los sueros positivos, 

fueron  enfrentadas a una mezcla de sueros negativos a Brucella spp de cabras 

provenientes de un hato libre, en un ensayo de tipo Western blot. Antes de enfrentarla a 

los sueros fue teñida con rojo de Ponceu, con el fin de corroborar la transferencia 

adecuada de las proteínas. Con esta tinción la membrana mostró una banda de 46 kDa 

en los medios con 10 al 90% de SFB (Figura 6, carriles 2 al 10). De igual forma se 

observaron bandas con pesos superiores a los 75 kDa (Figura 6, carriles 2 al 10) y una 

banda con un peso aproximado de 60 kDa en los medios con 10 al 90% de SFB (Figura 6, 

carriles 2 al 10). Se observa una sola una banda de 25 kDa en los medios con 30 al 90% 

SFB (Figura 6, carriles 4 al 10). No se observan bandas en el medio sin SFB (Figura 6,car 

carril 1). 

 

 

 

 

 

 
 
 
                                                                                                                                                                                              
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 6.Foto de una membrana de nitrocelulosa teñida con rojo de Ponceau, en la cual se 
muestra las proteínas transferidas. Carriles 1 al 10, proteínas obtenidas de los sobrenadantes del 
medio RPMI con cantidades crecientes de suero (0 al 90% respectivamente), inoculados con B. 



melitensis. Carril M,  marcador de peso molecular (Precision Plus,  Protein standards, Prestained,  
Bio-Rad). 
 
Al enfrentar las proteínas en esta membrana con los sueros de cabra negativos a Brucella 

spp, se observó que en los medios con 0 al 90% de SFB, no existía inmunoreactividad  de 

alguna de las proteínas transferidas a esta membrana, con los sueros (figura 7, carriles 1 

al 10). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
FIGURA 7.Foto de una membrana de nitrocelulosa con proteínas de los sobrenadantes del medio 
RPMI con 0 al 90% de SFB (Carriles 1 al 10 respectivamente), inoculados con B. melitensis, la cual 
fue enfrentada a sueros de cabra negativos a Brucella spp, provenientes de un hato libre. No se 
observa inmunoreactividad con estos sueros. Carril M marcador de peso molecular (Precision Plus,  
Protein standards,Prestained,  Bio-Rad). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 

Por otra parte, empleando el mismo protocolo de metanol-cloroformo se precipitaron 

proteínas de muestras de medio de RPMI, CB, SFB y sobrenadante de medio de cultivo 

celular RPMI con SFB al 40 y 10% inoculado con B. melitensis. Las pastillas obtenidas 

junto con una solución de ABS fueron sometidas a electroforesis en condiciones 

desnaturalizantes en geles de poliacrilamida al 12% y transferidas a membranas de 

nitrocelulosa.  

Nuevamente la membrana se tiñó con rojo de Ponceu para visualizar las proteinas 

transferidas y posteriormente enfrentarlas a sueros de cabra positivos a Brucella spp en 

un ensayo de tipo Western blot. Con la tinción de rojo de Ponceu se pudo observar la ABS 

como una banda de aproximadamente 66 kDa (Figura 8, carril ABS), en los precipitados 

de medio RPMI y caldo Brucella no se observó ninguna banda (Figura 8, carriles RPMI y 

CB respectivamente); en cambio se observaron nuevamente las bandas de un peso 

aproximado de 46 kDa en los precipitados de SFB, sobrenadantes de medio RPMI 

inoculados con 40 y 10% de SFB, inoculados con Brucella melitensis, asi mismo, la banda 

de un peso aproximado de 60 kDa en estos mismos medios; se observan también bandas 

superiores a los 75 kDa (Figura 8, carriles SFB, 1 y 2), mientras que solo se observan 

bandas menores a 37 KDa en los precipitados de SFB y sobrenadante de medio RPMI 

inoculado con 40% de SFB (Figura 8, carriles SFB y 1). 

 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Foto de una membrana de nitrocelulosa teñida con rojo de Ponceau, en la cual se 
muestran las proteínas transferidas. En el carriles: ABS, albúmina sérica bovina; RPMI ( medio de 
cultivo celular RPMI); CB (caldo Brucella); SFB (suero fetal bovino); 40 y 10% (precipitados de 
sobrenadantes de medio de cultivo celular RPMI con 40% y 10% de SFB inoculado con B. 
melitensis respectivamente y M marcador de peso molecular (Precision Plus, Protein 
standards,Prestained,  Bio-Rad). 
 
 

Una vez desteñida esta membrana se enfrentó a sueros de cabra positivos a Brucella spp. 

En esta membrana se detectaron bandas de 37 a 50 kDa en los precipitados de proteínas 

de medio de cultivo celular RPMI con SFB al 40 y 10%, inoculados con Brucella melitensis 

(figura 9, carriles 1 y 2). Por el contrario, en los precipitados del medio de cultivo RPMI, 

caldo brucella, suero fetal bovino y con la ABS, no se observaron bandas con 

inmunoreactividad a los sueros de cabra (Figura 9, carriles ABS, RPMI, CB, SFB).  

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Foto de una membrana de nitrocelulosa en la  que se transfirieron los precipitados de 
medio de cultivo celular RPMI (carril RPMI), caldo Brucella (carril CB), suero fetal bovino (carril 
SFB), medio de cultivo celular RPMI con 40% de SFB inoculado con B. melitensis (carril 1), medio 
de cultivo celular RPMI con 10% de SFB inoculado con B. melitensis (carril2) y albúmina sérica 
bovina; los cuales fueron enfrentados a sueros de cabra positivos a Brucella spp. Se pueden 
observar bandas de proteínas que tienen inmunoreactividad con dichos sueros. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
7.0 DISCUSIÓN 
 

Con el fin de establecer un modelo in vitro que permita simular algunas condiciones a las  

cuales se enfrenta B. melintesis durante procesos de bacterémicos, se cultivó esta 

bacteria en medio RPMI, adicionado con distintos porcentajes de SFB. A partir del 

sobrenadante del cultivo, se logró identificar bandas proteicas de B. melitensis con un 

peso molecular aproximado de 46, 50 y 60 kDa.  

 

Previamente, se habían descrito en Brucella spp elementos capaces de evitar la acción de 

algunos mecanismos bactericidas presentes en el suero (24, 70). Por otra parte, se ha 

descrito también, en este organismo, una exigencia de suero en su primo aislamiento 

(13). En este trabajo se observó que el suero tiene una influencia positiva en cantidades 

del 10 al 40%, sobre el desarrollo de B. melitensis in vitro, en este aspecto podemos 

considerar que algunos componentes en el suero como la glucosa, vitaminas y minerales 

podrían ser los responsables de inducir una replicación más eficiente de este 

microorganismo. Sin embargo, en medios adicionados con porcentajes del 50 al 90% se 

observó un efecto inhibitorio en la replicación del microorganismo. Este resultado podría 

estar vinculado con el poder bactericida del suero, el cual está dado por la presencia de la 

lisozima y complemento principalmente, en este punto se debe considerar que este 

fenómeno sólo se presentó a concentraciones altas de suero, sugiriendo que los 

mecanismos de evasión de la bacteria fueron superados (70). 

                                                                                                                                                                             

Previamente, Gamazo y colaboradores habían reportado la liberación de proteínas entre 

25 y 30 kDa, sin embargo, en este trabajo estas bandas no fueron observadas, esto 

podría deberse a que el medio en el que se cultivaron el microorganismo no contaba con 



elementos pertenecientes al suero (65). Las proteínas liberadas por B. melitensis y 

recuperadas del medio, se detectaron mediante electroforesis, observando bandas con un 

peso aproximado de 60  kDa en los medios que contenían del 10 al 90% de SFB, de 46 

kDa en los que contenían de 20 al 90% y de más de 100 kDa en los medios que 

contenían 60 y 70% de SFB. Estos datos sugieren que la presencia de suero en el medio 

de cultivo, favorecieron la liberación de proteínas con distinto peso molecular al obtenido 

por Gamazo y colaboradores (65). 

Por otra parte se realizó la tinción de geles con nitrato de plata con la finalidad de conocer 

algunas características de las proteínas recuperadas del medio, si bien se sabe que la 

tinción de plata tiene una mayor sensibilidad, por otro lado esta tinción no es efectiva con 

proteínas cargadas negativamente o con aquellas que contienen modificaciones con 

azúcares sulfatados (71). Los resultados obtenidos en este trabajo, cuando se tiñen con 

nitrato de plata, se detectan solo bandas con un peso aproximado de 60 kDa, en los 

medios que contenían 20 al 90 % de SFB. De igual forma se observan bandas menores a 

50 kDa, en los medios que contenían 60 al 90%. En comparación con la tinción de azul de 

Coomasie se detectaron bandas superiores a los 100 kDa las cuales  no se aprecian con 

la tinción de nitrato de plata. Este resultado sugiere que estas proteínas podrían tener una 

carga negativa o contener modificaciones con azúcares sulfatados (71). 

 

Finalmente, en el ensayo de tipo Western blot se observan bandas de proteínas de un 

peso aproximado de 46, 50 y 60 kDa con inmunoreactividad a los sueros de cabras 

positivas a Brucella spp, de acuerdo con estos resultados se puede establecer que las 

proteínas del sobrenadante detectadas por los sueros fueron liberadas al medio de cultivo 

por la presencia de componentes del suero.  

 



En este trabajo se identificaron componentes de B. melitensis liberados al medio, en 

presencia de suero, el análisis de estos componentes mostró que no solo se trataba de 

proteínas sino de algunos otros componentes de distinta naturaleza, es posible que 

algunos de estos componentes se encuentren asociados, tal es el caso de proteínas y 

LPS, como se ha demostrado para el caso de los “Blebs”, sin embargo son necesarias 

mas pruebas para comprobar que se trata de estos (64). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



8.0 CONCLUSIONES 

La presencia del suero fetal bovino en el medio de cultivo tiene una influencia 

positiva en el crecimiento de Brucella melitensis. 

 

Las concentraciones mayores al 40% de suero fetal bovino inhiben el crecimiento 

de B. melitensis. 

 

El suero fetal bovino indujo la liberación de proteínas de B. melitensis al medio de 

cultivo. 

 

9.0 PROSPECTIVAS 

Repetir el ensayo con suero calentado para inactivar el complemento adicionado 

al medio de cultivo. 

 

Purificar la banda proteica y obtener la secuencia de aminoácidos. 

 

Repetir el ensayo con sueros de diferentes grupos de animales infectados con 

otras bacterias. 

 

Repetir el ensayo con otras especies de Brucella spp. 
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