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RESUMEN

Las pruebas de Rosa de Bengala, aglutinacién en microplaca y aglutinacién en
microplaca con 2-mercaptoetanol son las técnicas aplicadas en el diagnéstico de la
brucelosis en la actualidad; teniendo como antigeno la célula completa. Reciente-
mentese ha tratadode implantar eluso de fracciones celulares en sistemas inmunoen-
ziméticos como 1aIET para estudiar la respuesta inmune hadia éstos antigenos ya que
se ha observado que las pruebas convencionales no scn especificas.

Seestandarizé la técnica de IET para las fracciones proteicas yLPS deB.abortus yB.
melitensis, trabajindose con los siguientes grupos de individuos:

a) Con brucelosis aguda ( 4 personas ), b) Con brucelosis ¢rénica ( 3 personas ),
) Vacunados ( 3 ), d) Convivientes ( 4 ), e) Reaccién cruzada con V. cholerae (3)y
) Grupo control negativo ( 3 ).

El patrén electroforético del RCM-99s presentd 13 bandas bien definidas e intensas
con la tincibén de AgNO,, mientras que en el patrén del RCM-M16 de 11 bandas solo
una presenté ésta caracteristica. Comparten 9 protefnas con pesos moleculares muy
semejantes. El LPS no presenté el patrén electroforético comiin en la mayorfa de las
enterobacterias, ya que tienen una " cadena O" mis corta y menos definida.

El mayor reconodmiento 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 antigenos bacterianos. El grupo de vacuna-
dos no indicé haber tenido una respuesta de anticuerpos significativa hacia un
antigeno determinado, ni tampoco present6 reaccién a la vacuna.

La reaccién cruzada con V. cholerae  es nula en la técnica de IET ya que de las 3
personas estudiadas ninguna present6 reconodimiento antigénico y el grupo control
negativo no presenté indicios de reaccién positiva, 1o que nos indica que la técnica

utilizada es especifica.



1.0 INTRODUCCION

La Brucelosis conocida como: fiebre ondulante, ficbre del mediterraneo, fiebre
de malta o enfermedad de Bang, es una de las zoonosis mds severas transmisibles
al hombre. Es causada por bacterias gram negativas del género Brucella Las
especies que se han identificado como responsables de la infeccién humana
son: B.abortus (ganado vacuno), B. melitensis (cabras) y B. suis (cerdos). Mientras
que B. canis (perros) y B. ovis (ovejas) se han reportado esporadicamente. La

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

Las especies del género Brucella pueden originar procesos agudos, crénicos o
una infecci6n inaparente; la cronicidad estd influenciada por la capacidad que
tienen estas bacterias para multiplicarse en los fagocitos, ya que se ha sefialado
al LPS como posible responsable de la evasién de muerte bacteriana por accién
fagocitaria (29). El escaso conocimiento de la enfermedad y su sintematologfa
no definida provoca confusiones lo que trae como resultado la mayoria de las
veces un tratamiento y un diagnéstico inadecuado. Con frecuencia la infeccién
es subclinica o tiene respuestas variadas en el huésped. El diagnéstico en humanos
es generalmente dificil para establecer, se ha basado comunmente en la deteccién
y/ o cuantificacién de anticuerpos antibrucela en suero por pruebas de aglutinacién,
precipitacién, fijacién de complemento, ELISA e Inmunoelectrotransferencia (IET)
(10,19, 24, 31, 39, 51).

Los anticuerpos antibrucela son inicialmente indicadores de la infeccidn, su
estudio por lo tanto es necesario para un seguimiento clinico. Hasta ahora no
se sabe exactamente que papel juegan los anticuerpos en la respuesta inmune
por lo que se ha hecho necesario realizar estudios de ésta respuesta en los

pacientes, hacia la bacteria y no solo a los LPS, sino a otros antigenos que no




tengan el inconveniente de la reaccién cruzada (13,37). Una preparacién de LPS
o protefnas puede ser separado en muchos fragmentos por la técnica de electroforesis
en geles de poliacrilamida en presencia de Dedecil sulfato de sodio (SDS-PAGE).
La mayoria de los polimeros biolégicos 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 1til para la separacién y caracterizacitn de estas
moléculas. Su andlisis por este método puede visualizarse con técnicas de Tincién
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 as{ inmovilizadas y expuestas en la
superficie para reaccionar con los anticuerpos correspondientes. El patr6n obtenido
sobre la nitrocelulosa es una copia del patrén de separacién obtenido en el gel.
Esto nos permite realizar un estudio con mayor detalle de la interacci6n posible
entre anticuerpos y antigenos (19, 25, 34, 47).

En el aspecio de proteccién en humanos hacia la bacteria, atin no se liene algo
en concreto. Se ha observado que la prevalencia de brucelosis en sujetos vacunados
ha disminuido, pero no se tiene atin una exacta estimacién de los efectos benéficos

de la vacuna (36).



2.0 GENERALIDADES

2.1 HISTORIA

En 1861 J.A. Marston, describié el primer caso de brucelosis humana, refiriendo
sus propios sintomas cuando trabajaba como cirujano en el British Army Medi-
cal 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 britdnicos infectados
en la isla de Malta. Bang aisl6 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 dilucidé que los 3 microorganismos tenian relacién entre sf
por lo que los agrup6 en un género aparte denominado Brucella (15).

En México fué Pliceres 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 realiz6 el ler. Congreso Nacional de Fiebre de Malta y en 1946 la Primera
Reunién Interamericana de Brucelosis las cuales tuvieron en Maximiliano Ruiz
Castafieda su principal promotor. Este notable investigador Mexicano aporté
elementos primordiales para el aislamiento, diagnéstico y tratamiento de la
brucelosis humana, ademas de fundar el ler. laboratorio de estudio e investigacién

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, nédos linféticos, ubres, 6rgano reproductor y otros tejidos
(24, 51).

La carne cruda contiene restos de tejido linfitico y sangre de res infectada por lo



que pueden contener organismos viables (24). La fuente de infeccién mé&s importante
de B. abortus son las vacas y por consiguiente la Jeche y sus derivados como

queso fresco, mantequilla, helados (16).

2.3 VIAS DE TRANSMISION

Las principales vias de transmisién 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) Inhalacién de aerosoles infecciosos. En los laboratorios, ésta es la via de
transmisién més frecuente (16). Brucella penetra por la mucosa del tracto respiratorio
superior 0 por pulmén. En estas 2 anteriores vias de transmisién, se observa
una relaci6n directa con la ocupacién del individuo; por lo que se puede decir

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

) Via digestiva. Por ingestion 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 tlceras
pépticas tratadas con una dieta de leche no pasteurizada (ya que no cuentan con

un pH acido en el estémago) (16, 24).

d) Otras vias.
Vacunas: Los veterinarios. pueden ser infectados por inoculacién accidental

con la vacuna de B. abortus cepa 19 viva, durante las campafias de vacunacién

animal (16).



Transmisién interhumana: Esta via es muy rara, ya que solo se han reportado
dos casos de infeccién por transfusién sangufnea (51); ademds los donadores
para {ransplantes de médula ésea y otros 6rganos del sistema retfculo endotelial

significan un serio problema (29).

Via placentaria: Las brucelas podrian ser transmitidas de una mujer embarazada
con brucelosis activa, a su producto a través de placenta, aunque aiin no se ha

podido comprobar (29).

2.4 MORFOLOGIA Y ULTRAESTRUCTURA

Es un cocobacilo Gram negativo, inmévil, no esporulado y de tamaiio pequefio
(0.6-1.5um por 0.5-0.8um), dispuesto en pares o cadenas cortas, no presenta pili
ni cédpsula. Sus colonias son pequeiias, redondeadas, convexas, lisas, de aspecto
himedo y transhicidas (15, 51).

La envoltura celular de Brucella presenta: Una membrana plasmética interna,
un espacio periplasmaitico, una capa intermedia de peptidoglican y una membrana
externa (29).

La membrana externa celular estd compuesta de una linea externa de proteina-
LPS y fosfolfpidos. Las cadenas de polisacirido son expuestas mientras que los
componentes lipidicos estin préximos a la linea de peptidoglican los cuales
forman la mayor parte de la pared celular. Estos consisten de un complejo
fuertemente entrelazado de glucosamina, &cidos muramico, glutimico,
diaminopimélico y alanina asociado covalentemente con lipoprotefnas. El espacio
periplasmico separa la linea de peptidoglican de la membrana celular (2). Las
proteinas de la matriz y las proteinas porinas penetran la linea de peptidoglican
a intervalos irregulares y estin 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:
fosfolipidos, protefnas y et LPS (12) de los cuales en éste trabajo son de interés

los 2 Gltimos.
Antigenos de Superficie:

LIPOPOLISACARIDO:

Come en otras bacterias Gram negativas, el LPS es la molécula més abundante
(del 2.5%-3% del peso seco bacteriano). Es de caricter dcido anfip4tico y se
conoce como una endotoxina, ya que es un producto téxico que estd fntimamente
unido a la célula. Puede extraerse de células intactas y por hidrélisis dcida
separarse en un lipido A (que mantiene su toxicidad) y un polisacarido (del que
depende la especificidad antigénica) (15, 50).

El LPS se sintetiza en la membrana citoplasmatica de la bacteria y de ahf es
transportado hacia la membrana externa donde, junto con protefnas, forman la
porcién mis exterior (12) orientacién que facilita la induccién de anticuerpos
dirigidos contra el “antigeno O” y el oligosacirido central, que son de gran
valor diagnéstico de la brucelosis y en la identificacién serolégica de Brucella
(11, 29). 5i en la pared celular el LPS se encuentra intacto, hay mayor estabilidad
y proteccién contra el efecto de algunos antibidticos, sustancias nocivas, detergentes,
asf 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 estd compuesto de una cadena polisacérida ( "Antigeno O” especifico),
un polisacérido central y el llamado L{pido A (51). Contiene los antfgenos A y
M que estan presentes en todas las brucelas lisas en proporciones que dependen

de la especie. Asf se reconocian especies con A dominante y con M dominante



que tradicionalmente han sido considerados como una caracteristica diferencial
entre las especies de Brucella (7, 29). Esencialmente se han establecido como
homopolfmeros de residuos de 4,6-didesoxi-4-formamido-D-manopiranosil. El
antigeno M es un polfmero lineal formado por unidades repetitivas de
pentasacaridos integrados por un azicar ligada por enlace « -1, 3 y cuatro por
unién a -1, 2. Mientras que el antfgeno A estd constituido por una cadena lineal
con enlaces a -1, 2 esencialmente (6, 7, 8, 17, 30, 51).

El LPS-rugoso (LPS-R) contiene un antfgeno " 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 quinovosamina (24).

a) Lipido A: Es la parte més interna de la estructura lipopolisacarida, Se sugiere
que es similar en el LPS R y S. Su composicién es distinta de los LP5 de
Enterobacterias en su contenido de &cidos: latirico, mirfstico, palmfitico y 8-
hidroximirfstico que estdn ausentes en Brucella.. E! lipido A en Brucella est4
constituido principalmente por 4cido palmitico, estedrico y por lo menos otros
6 4cidos grasos saturados e insaturados de cadena larga impartiendo las propiedades
hidrofébicas a la molécula. Los azicares encontrados son: glucosa, manosa,
quinovosamina y glucosamina, estos forman el extremo hidrofilico de la molécula
(2, 13). Estd unido al oligosacdrido core por medio del Ac. 2-ceto-3-
desoxioctulosénico (KDO) probablemente a través de su carbono 6 (2, 51). Enel
LPS de Brucella 1a mayoria de las actividades biolégicas estan asociadas al lipido
A y es responsable de muchas de las propiedades inmuncestimulatorias no
especificas (4, 23, 29).

b) Core: El oligosacérido core consiste de una cadena corta de glucosa, manosa
y residuos de quinovosamina, En muchas variantes R quinovosamina estd ausente,

sugiriendo que es la terminal glicosidica del core (51).



c) Cadena "O": No se sabe si las cepas R contienen una cadena "O", pero enel
caso de cepas S éste consiste de un homopolfmero lineal de N-formilperosami-
na (4-formamido-4,6-didesoxi-D-manosa) unido por sus &tomos C, y C, (enlace o
-1, 2). La longitud de la cadena “O" es variable y puede ir de 30 hasta més de
100 residuos de amino-glucosa (9, 10, 51). La estructura del LPS en su fase Sy R
se puede apreciar en la Fig. 2.
POLISACARIDOS :
Polisacérido B: Otro componente polisacarido ha sido aislado de cepas no lisas
de B. melitensis B115. Este ha sido designado "Polisacirido B*, poli Bo PB y
muestra una relacién seroldgica hacia haptenos nativos producidos por degradacién
de LPS liso (51). Es un carbohidrato de bajo peso molecular. Es un polimero
ciclico que contiene entre 17 y 24 residuos de glucosa, asociados a una pequefia
cantidad de cadena "O" libre y degradado parcialmente. Aparentemente existe
en todas las especies de Brucella y en forma pura no muestra ser antigénico.
Probablemente las reacciones seroldgicas que se le han atribuido se deban a la
presencia de polisacérido O contaminante de las preparaciones (8, 29).
PROTEINAS :
Estrechamente asociadas con la pared celular de Brucella 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 funci6n del primer grupo no
es conocido mientras que la funcién del segundo (aparentemente trimeros en su
estado nativo) es de porinas. En el daso de B. melitensis la proporcién de las proteinas
de 25-27 Kda con respecto al grupo de 36-38 Kda es mayor, ademas predomina
una proteina de 48 Kda (38, 51). Para B. abortus el gpo. 2y 3 es el que se encuentra
en mayor concentracién (48). Se cree que algunas PME juegan un papel importante

en la estimulacién de inmunidad protectiva a Brucella (32, 51).



Antigenos internos:

Los antigenos internos comprenden muchas protefnas y glicoproteinas con algunos
carbohidratos y pequefios polipéptidos de 16-18 Kda. Los 1iltimos son probablemente
més importante por el papel que juegan en preparaciones de Ag intradérmico
(51). Dentro de estos antigenos se incluyen diversos extractos obtenidos por
numerosos métodos que van desde la simple extraccién con agua, solucién salina
o reguladores, hasta el rompimiento celular (29).

Otro antigeno protefco fué caracterizado por Bhonghbhat y col. (1970), que
presentaba una actividad alergénica y fué denominado "Brucelina”. Fué aislado
de un extracto salino de Brucella melitensis determinandosele un P.M aproximado
de 30 Kda. Otra preparacién con actividad similar fué obtenida de la cepa rugosa
B. melitensis B115. La fraccién responsable 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. aborfus tratadas con solucién salina hipertdnica,
contenian polipéptidos de 14 y 51 Kda, algunos de los cuales fueron localizados
en la superficie y aparentemente podian existir en multiples formas como dimeros

o trimeros (13).
2.6 IMPORTANCIA BIOLOGICA DE LOS ANTIGENOS DE BRUCELLA

Utilidad en el diagnéstico serolégico

La célula completa ha sido el antigeno mas empleado y en forma reciente se
inici6 el uso de fracciones celulares, como el LPS y fracciones proteicas.

a) CELULAS ENTERAS. Se han utilizado en las siguientes pruebas de diagndstico.
- Aglutinacién lenta en tubo.

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

- Prueba de Coombs.

- Prueba de fijacion de complemento.
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- Aglutinacién en placa ( Huddleson y Rosa de Bengala ).

- ELISA y RIA.

b) LPS. Se considera ¢l componente celular antigénico mds importante en las
pruebas de aglutinacién, por lo que es un elemento de eleccién primaria por su
naturaleza inmunodominante.

= Inmunodifusién.

- ELISA. )

Con respecto a la reaccién cruzada serolégica del LPS de Brucella, se han hecho
estudios en los que se ha comprobado que diversos géneros bacterianos como:
V. cholerae, Yersinia enterocolitica serotipo 0:9, E. coli, Pseudomona maltophilia,
Pasteurella y varios tipos de Salmonella, ademés de Leptospiras; presentan ésta
caracteristica serolégica (37).

¢} ANTIGENOS PROTEICOS. Debido a la reaccién cruzada presentada por el
LPS, se empezaron a estudiar las fracciones protefcas.

- CIE. Se utiliz6 un antigeno proteico de la cepa B. melitensis B115.

- ELISA. El antfgeno proteico de B. abortus 9%s di6 resultados que correlacionaron
con los que se obtuvieron en pruebas de Aglutinacién en tubo y R.B. Por tltimo
las PME de la cepa lisa de B. melitensis identificaron anticuerpos producidos en
infecciones de cepas lisas de: B. abortus, B. melitensis yB.suis, ademés de la especie

rugosa B. canis (13).

Uso como vacunas;

La vacunacién humana solo se aplica en grupos muy especificos como: veterinarios,
ganaderos y trabajadores de mataderos, que tienen un alto riesgo de contraer la
infeccién (16).

En 1952 en la exURSS se inmunizaron trabajadores expuestos a la infeccién por
B, melitensis con una vacuna viva conocida com B.A 19-BA. Esta es usada sélo

cuando hay un alto riesgo de exposicién (24). Las autoridades de Salud Publica



en E.U han eliminado el empleo de las vacunas actuales debido a su posible
accién patégena en el hombre (15). En 1962 se estudié en el ratén el poder
inmunizante de varias fracciones celulares: bacterias muertas con éter, paredes
celulares y extractos bacterianos acuosos; de los cuales el que dié mejores resultados
fué el extracto acuoso.

En 1967 Rooux y cols. aislaron una fraccién inmunogénica conteniendo
peptidoglicana e insoluble en fenol (P). Esta fraccién proporcionaba proteccién
en el ralén y actualmente es utilizada en humanos dando buenos resultados.
Afos después Lopez Merino y cols. por tratamiento enzimético de PI obtuvieron
una nueva fraccién mucho més purificada la cual llamaron 4 A, ésta inducia

una mayor proteccién en el ratén (13 ).

Posteriormente en 1980, Dubray y Bézard aislaron 3 grupos de protefnas de la
pared celular de B. abortus que actuaban como proteccién 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 la infeccién y / o
producir reacciones de hipersensibilidad. Esta vacuna estimula la produccidn
de anticuerpos anti-LPS-5 los cuales son dificiles de distinguir de los desarrollados

durante la infeccién natural (11).

2.7 PATOGENICIDAD

La patogenicidad de Brucella en el hombre varia con su especie.

B. melitensis. Mayor invasividad. Severos efectos téxicos. Puede causar aborto
en animales hembra pero en mujeres atin no se ha comprobado.

B. abortus. Menor invasividad. Enfermedad moderada o asintomética.
Produce granulomas sin necrosis o supuracién.

B. suis. Bastante invasiva. Produce necrésis focal y supuracién en huesos,
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bazo, higado y nodos linféticos. Tiende a producir una evolucién
crénica de Ia enfermedad.
B. canis. 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 con 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 la 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 inhibicién del estallido oxidativo
y por lo tanto del mecanismo de destruccién intracelular (muerte) de fagocitos
parasitados por Brucella. El material de la pared celular no es degradado rdpidamente
por los fagocitos, lo que posiblemente induce la formacién de granulomas en ¢l
hospedador. Varias cepas de Brucella spp. son capaces de producir y liberar enzimas
como catalasa y una super éxido dismutasa dependiente de Cu-Zn (41, 51) .
Brucella presenta 2 mecanismos adicionales de proteccién contra la muerte
intracelular en el fagocito: la hidrofobicidad de su membrana externa y la carencia

de sitios de unién para protefnas catiénicas (29 ).

2.8 ASPECTQS CLINICOS

Brucella es un parésito intracelular obligado capaz de originar procesos agudos,
crénicos y también una infeccién inaparente: la cronicidad depende de su capacidad
para multiplicarse en el interior de las células fagociticas (15).

El periédo de incubacién de la brucelosis humana es largo y a menudo abarca
varias semanas (15), puede variar dependiendo de la virulencia del microorganismo,

vfa de entrada y la dosis infectante. Varios autores coinciden al considerar un



periédo de incubaci6n de 1-3 semanas, o hasta meses (29).

Los sintomas 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 febrfl aguda o recurrente, crénica o una infeccién subclinica (15)
dependiendo de la respuesta inmune celular del huésped y de la capacidad del

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

2.8.1 Forma aguda:

Se presenta generalmente fiebre alta e intermitente, en tarde y noche. Cefalea
intensa en regién frontal y occipital, diaforesis profusa. Sfntomas musculares y
osteoarticulares. Otros signos que suelen encontrarse son hepato y esplenomegalia.
Puede ocurrir Ia muerte como resultado de extrema toxemia y trombopenia (15,
24, 29).

El diagnéstico se basa en la presencia de los sintomas clfnicos, un tftulo de
aglutinacién en prueba estdndar en tubo de 1:160 o més. En caso activo de
brucelosis, se espera que éste titulo permanezca a las 4-6 semanas del inicio de
la enfermedad. El tftulo puede alcanzar su méximo en 2-3 semanas y entonces
gradualmente declinar (16). En la mayoria de los casos hay cultivo positivo en
las 1as. muestras Los los. anticuerpos que aparecen en la brucelosis aguda son
IgM, cerca de la 2a. o 3a. semana aparecen IgG. Después del diagnéstico

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

2.8.1 Forma crénica:
El concepto de brucelosis crénica como una enfermedad incluye: ansiedad y
depresién en gente sin previo episodio agudo y sélo una evidencia serolégica

de infeccién. Para algunos autores un periédo evolutivo prolongado es la
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caracteristica que permitirfa el Dx. ; segiin Spink, éste peri6do debe prolongarse
por més de un afio. Para otros investigadores una evolucién mayor de 3 meses
serfa suficiente (29).

Los hemocultivos son generalmente negativos, pero hay infecciones localizadas
(abscesos). Sus manifestaciones mé4s comunes son: fiebre poco intensa en la
mayotia de los casos, granulomas éseos, abscesos, sindrome depresivo, nerviosismo,
hepatoesplenomegalia, bronquitis, anemia hemolitica (16, 29).

En ésta fase se desarrollan anticuerpos no aglutinantes de las clases IgG e IgA
por lo que generalmente se observan titulos bajos, especialmente en casos crénicos

con abscesos localizados (16,35).

2.9 RESPUESTA INMUNOLOGICA A BRUCELLA

La infeccién con Brucella en el hombre induce una respuesta inmune compleja e
involucra el desarrollo y participacién de mediadores efectores tanto humorales
como celulares. La magnitud y duracién de estas respuestas se ven influenciadas
por: virulencia de la cepa infectante, in6culo, edad, sexo, especie, estado inmune
del hospedador y embarazo (24). La resistencia adquirida de modo natural a la
brucelosis es s6lo relativa, ya que la reinfeccién 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 més protectiva que la inmunidad hu-
moral en ]a brucelosis, las inmunoglobulinas circulantes especificas son producidas
por los LB, pero los LT son los responsables de 1a mediacién de 'a inmunidad
celular (16).

En la brucelosis natural los microorganismos penetran por heridas cutineas,
conjuntiva o conducto gastrointestinal. Los PMN son las primeras células en

acercarse al punto de infeccién debido a factores quimiotacticos 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 ingestién por PMN. Brucella presenta mecanismos de evasion
de muerte intracelular en el fagocito como ya se indicé anteriormente (ver

patogenicidad).

A pesar de que los PMN son las células fagocfticas mejor capacitadas para la
eliminacién de parasitos, se consideran de muy baja eficiencia en la elimincién
de Brucella ; por el contrario, las bacterias que se hayan en el interior son
transportadas al torrente sangufneo via linfética; diseminiandose posteriormente
al higado, bazo y médula 6sea, produciende manifestaciones clinicas 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 infeccién y pueden
persistir meses o aflos, suelen ser detectables junto con los primeros signos y
sfntomas de la enfermedad. Los anticuerpos son producidos contra varios
constituyentes de la bacteria, especialmente componentes de superficie como
LPS (15, 29). La funcién de las inmunoglobulinas de suero y anticuerpos especificos

producidos en la brucelosis es incierto (16).

La respuesta primaria involucra IgM alcanzando su nivel més alto a las 4
semanas y por pocos dias es la tinica inmunoglobulina presente como se demuestra
por la reduccién de actividad aglutinante de sueros después del tratamiento
con mercaptoetanol. Después el titulo de IgG aumenta y predomina, disminuyendo
con el tratamiento hasta casi desaparecer toalmente, por lo que es considerada

como marcador de la infeccion activa. Mientras que la IgM alcanza niveles altos
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que bajan con la evolucién de la enfermedad aunque pueden persistir por
varios afios. 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 reaccién de fijacién de complemento es frecuentemente negativo
(13, 24). M4s tarde aparece IgA y recientemnente se ha reportado la presencia de
IgE, con una cinética intermedia entre IgM e IgG (3, 26, 29). Bradstreet et. al.
observé que las IgM persiten en la fase tardfa de la enfermedad y en la infeccién
subclinica (51).

2.10 DIAGNOSTICO

El Dx. estd dado por la combinacién de los datos clinicos y epidemiolégicos; el
establecimiento de un diagnéstico definitivo de brucelosis requiere el cultivo
del microorganismo a partir de sangre, médula 6sea, biopsia de ganglio linfatico,
tejido granulomatoso, pus, orina o fluido cerebro espinal (15, 13). Los exadmenes
empleados para el diagnéstico serolégico se basan en la deteccién y titulacién
de anticuerpos en muestras de suero por Aglutinacién, Precipitacién, Fijacion
de complemento y mas recientemente se han introducido las técnicas de ELISA,
DOT-ELISA, IET; utilizando antigenos crudos o purificados (5, 10, 13, 29, 46,
47). '

Las pruebas de rutina que se realizan actuaimente para el diagndstico serolégico
de ésta enfermedad en el Laboratotio de Brucelosis del Indre son:

Rosa de Bengala, Aglutinacién en microplaca para B. abortus yB. melitensis y
Aglutinacién en microplaca con 2- ME para B. abortus y B. melitensis (37, 46).

El diagnéstico clinico es frecuentemente diffcil de establecer sobre todo en las
formas subclfnicas y crénicas de la enfermedad, en las cuales los sintomas no son
especificos y 1a tinica prueba definitiva para establecer el Dx. de brucelosis es el
aislamiento del agente etiol6gico; ésto no siempre es posible debido a las dificiles

condiciones de crecimiento de este microorganismo (10, 18, 46 ). Los resultados
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de las pruebas convencionales no son siempre ficiles de interpretar, debido a
que no son especificos y es necesario por lo menos 2 pruebas para establecer un
Dx.; esto hace necesario el desarrollo de nuevos métodos y la bisqueda de otros
antigenos (13).

Los procedimientos serolégicos comunes se basan en la deteccién de anticuerpos
anti-LPS, los cuales son inducidos especificamente contra la "cadena O" y
permanecen en niveles altos adn después de la recuperacién . Actualmente se
ha enfocado el estudio hacia determinadas fracciones celulares como PME y
extractos proteicos, ya que estos también tienen caracterfsticas inmunogénicas;
evitando as{ reacciones indeseadas o inespecificas (2, 10, 11, 19, 48). Lo mismo
ha pasado con los antigenos utilizados para proteccifn, ya que se ha realizado
una biisqueda de fracciones celulares protectoras con bajo indice de toxicidad y
que proporcionen una proteccin duradera (13, 38, 48).

2.10.1 Westem blot ( Inmunoelectrotransferencia ) :

Una técnica importante para el estudio de nuevos antigenos es el Western Blot o
IET; la cual actualmente es una combinacién de 3 técnicas analfticas (1):

a) Electroforesis. Un paso inicial importante para el estudio de macromoléculas,
es la purificacién; y una de las formas més utilizadas para separar y visualizar
protefnas y LPS es 1a PAGE-SDS. Es rdpida, sensible y capaz de una alta resolucién.
Para visualizar la separacién del antigeno se realiza subsecuentemente de la
electroforesis, una tincién que puede ser con Azul de Coomasie o con la técnica
de AgNO3, que es mucho més sensible (34, 42). Tsai y Frasch desarrollaron un
procedimiento de alta sensibilidad para tefiir LPS bacterianos ya que estos no se
tifien con Azul de Coomasie (17, 22, 27, 45).

b) Electrotransferencia. La transferencia de protefnas 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
€sta técnica, el patr6n de bandas en la membrana de NC es una réplica exacta
del patr6n en el gel original (41).

<) Inmunoensayo. Es de tipo enzimético para detectar anticuerpos en muestras
de suero problema (1, 43). Anticuerpos conjugados a enzimas son usados para
detectar antigenos si la NC es incubada con un sustrato cromogénico, forfamdo
un producto insoluble que precipita en el sitio de reaccién y permanece unido a

fa 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 infeccién activa,

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

A la brucelosis como enfermedad en nuestro pafs no se le ha dado la importancia
necesaria reflejandose en la poca informacién y conocimiento de ésta, provocando un
diagnéstico incierto. Lo anterior aunado a la sintomatologfa no definida de la
brucelosis provoca confusiones con otras enfermedades como: Salmonelosis y Tu-
berculosis; por lo que muchas veces se da un tratamiento inadecuado hasta el punto

de provocar que una brucelosis aguda se vuelva crénica.

Del género Brucella las especies B. aborius y B. melitensis son las que mas frecuen-
tementese han identificado como causantes de brucelosis humana (16).El diagndstico
de brucelosis en humanos es dificil, por lo tanto se basa en la cuantificacién de
anticuerpos Anti-LPS, los cuales permanecen ain después dela convalescencia dela
enfermedad (8). Hasta ahora no se sabe exactamente el papel que juegan estos
anticuerpos en la proteccién inmune, por lo que se ha hecho necesario realizar
estudios de la respuesta inmune humoral que tienen los pacientes hacia otros
antfgenos bacteria nos ya que también tienen caracterfsticas inmunogénicas (2). La
dificultad de estos estudios radica en el aislamiento, purificacién e identificacién de
ant{genos especificos que constituyen la membrana externa de las brucelas y que

pudieran ser titiles como reactivos para diagnéstico o vacunas (13).

Por lo anterior se hace necesario el estudio de la respuesta inmune humoral que
inducen los antfgenos protefcos y LPSde estas cepas en personas vacunadas y con
brucelosis; conel fin de conocer cuél deellos es el responsable en mayor proporcién
de esta respuesta en el humano aumentando asf los conocimientos que hasta ahora

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

- Estudiar la respuesta inmune humoral hacfa algunos antigenos de tipo protefcoy
LPS deBrucella en humanos con brucelosis y vacunados, por medio de la técnicade
Inmunoelecirotransferencia (IET).

OBJETIVOS PARTICULARES

- Estandarizacién de la técnicas de Electroforesis en geles de Poliacrilamida (SDS-
PAGE) e Inmunoelectrotransferencia (IET) para los siguientes antigenos:

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

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

- Determinar el perfil protefco o lipopolisacérido de cada uno de los antigenos.

- Identificar los componentes hacia los que hay producci6n de anticuerpos y caracte-

rizar cada grupo de individuos estudiados en base al patrén obtenido en la IET.

- Dicernir con ayuda de una cepa rugosa (B. aborius RB51), qué tipode antigeno esel

responsable en sumayorfa dela respuesta inmune humoral en los sueros estudiados.

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

y diagnéstico de la enfermedad.
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5.0 MATERIAL Y METODOS
MATERIAL BIOLOGICO

ANTIGENO PROTEICO SALINO

Los extractos salinos protefcos (RCM) se obtuvieron a partir de células
formalinizadas deB. abortus cepa99-S y de B. melitensis cepa M-16 respectivamente,
las cuales se colocaron con balotines de vidrio en agitacién constante durante 16
hrs. Se les realiz6 una centrifugacién y el sobrenadante es lo que se trabajé
como RCM.

LIPOPOLISACARIDOS (LPS)

Fueron obtenidos por el método de Cherwonogrodzky (9), el cuél es una extraccién
con fenol de las cepas de B. abortus 99-5 yB. mielitensis M-16. El LPS fué purificado
con proteasas y posteriormente se dializ6 en una solucién de PBS pH 7.0, Por
dltimo se liofiliz6. Para trabajarlos se resuspendieron con una mezcla de agua
destilada-SDS, para tenerlos a una concentracién de 5.7 pg/pl y 5 ug/ul

respectivamente.

ANTIGENO SONICADO
Células completas de la cepaB. abortus RB51 (entidad rugosa que carece de LPS)
resuspendidas en solucién 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 Diagnéstico y Referendia
Epidemiolégicos.
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GRUPOS DE SUEROS DE PERSONAS QUE SE ESTUDIARON

a) Agudos: Titulos altos en Aglutinaci6n estandar (> 1:320) y Mercaptoetanol (>
1:80). Con sfntomas agudos en la 1a. o 2a. muestra. Evolucién 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 antibi6ticos cuando se les
confirmé la enfermedad. El caso M.L. observé un periodo més prolongado de
enfermedad ya que su tratamiento inicial no fué el adecuado. Todos presentaron

sintomas caracterfsticos de la enfermedad, antes del establecimiento del diagnéstico.

b} Crénicos: Titulos en Aglutinacién estandar de (<1:80) y Mercaptoetanol (<1:40).
Sintomatologfa 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 reactivacién de la enfermedad.
El caso A.M. en todas las muestras registradas reporté un titulo alto, mientras
que el caso AT.S. y M.A H. presentaron tftulos de anticuerpos bajos a pesar de

que se le aislé al caso A.T.S. Ia bacteria.

¢) Vacunados: No indicaban haber tenido brucelosis, no eran de 4rea endémica
y no habfa reaccién a pruebas convencionales antes de recibir la vacuna (fraccién
PI). La vacuna fué aplicada por lo menos 4 aflos 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 algin contacto
con la bacteria tenian ligeras molestias (temperatura, dolor muscular) y se detectaba
un aumento ligero de titulos. El otro caso (A.L.) mostré un cuadroclinico muy
semejante al de la fase aguda de la enfermedad, a los pocos dias de aplicarse la

vacuna, el cual decliné a los 15 dfas. 2 afios después presenté por segunda vez
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la sintomatologia ya mencionada y los t{tulos se incrementaron ligeramente.

d) Convivientes: Personas de drea endémica. Positivos o negativos a pruebas
convencionales. Se trabajé con una familia (6 miembros) del Edo. de Puebla.
Solo se consiguieron muestras de 4 de ellos, de los cuales s6lo 1 presenté al
momento del muestreo sintomas clinicos sospechosos de brucelosis y 2 indicaron
haberla padecido. Ninguno presenté cultivo positivo. Viven en condiciones
insalubres y de extrema pobreza. Conviven directamente con bovinos y caprinos.

Ingestién de leche bronca y derivados.

e) Reacci6n cruzada a V. cholerae : Personas que dan pruebas positivas aV. cholerae
y negativas aBrucella o que dan positivo a las dos bacterias. Se seleccionaron 3
personas las cuales tuvieron una de las siguientes caracteristicas:

1) Titulo alto de Ac’s. vibriocidas y titulo bajo de Ac. antibrucela (Caso 1).

2) Titulos bajos de Ac’s en los dos casos (Caso 2).

3) Titulos en Ac’s vibriocidas y negativo (titulos 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
clinica no indicaban haber tenido brucelosis. No eran de 4rea endémica. No
hubo reacci6n con las pruebas convencionales (Rosa de Bengala, Aglutinacién
estandar y Mercaptoetanol). Se trabajaron con 3 casos y una sola muestra de

cada caso.

24



CONJUGADO
Se utiliz6 un anticuerpo polivalente antihumano obtenido en cabra, conjugado

a peroxidasa (Cappel).

BLOQUEADORES

Leche descremada en polvo Sveltes 5%
Gelatina 3%

Albiimina sérica bovina 3%

MARCADORES DE PESO MOLECULAR .
Se utilizaron marcadores de peso molecular Sigma Chemical Company queincluian

las siguientes protefnas:

Protefna Peso molecular
Albimina serica bovina 66, 000
Albiimina de huevo 45, 600
Pepsina 34, 700
Tripsinégeno 24,000
B-Lactoglobulina 18, 400
Lisozima 14, 300

EQUIPO

Cémara de Electroforésis y Electrotransferencia HOEFFER - SCIENTIFIC
Fuente de Poder BIO - RAD

Agitador magnético

Potenciémetro

Espectrofotémetro

Agitador Hematol6gico

Shaker con control de temperatura
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MATERIAL

Nitrocelulosa Micron Separations Inc. (MSI) con un poro de 0.22 um.
Nitrocelulosa BIO-RAD 0.45 um y Nitrocelulosa Schleicher & Schuell 0.45 pm.
Papel Filtro para Inmunoelectrotransferencia, Quick Draw Blotting Paper. SIGMA.
Almohadillas Scoth-Brite

Micropipetas Gilson de 1000, 200 y 20 pi.

Puntas para micropipetas

REACTIVOS

Agarosa Glicina

Tricina Tween-20

Acido acético Etanol ‘

Acido cftrico Acrilamida

Acetato de Sodio 2-propanol

Formaldehido (FICHO) Acido peryédico

Nitrato de plata (AgN0®) Ferricianuro de potasio
Cloruro de Sodio (NaCl) Metanol

Azul de bromofenol 2-mercaptoetanol (2-ME)
Agua oxigenada (H,0,) Hidréxido de sodio (Na0H
3-amino-9-etilcarbazolona Acido clorhfdrico (HCI)
Colorante Rojo Ponceau “$” Tiosulfato de sodio anhidro
Carbonato de Sodio (Na,C0,) Hidréxido de amonio (NH,0H)
Dodecil sulfato de sodio (SDS) N,N-dimetilformamida
Etilendiaminotetraacético (EDTA) N,N’-metilen-bis-acrilamida
Tris-Hidroximetil-amino-metano Ditiotreitol (DTT)

Tris (Hidroximetil)-aminometano-hidroclorhidrico
N,N,N’N‘-tetrametil-etilendiamino (TEMED)
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SOLUCIONES

ELECTROFORESIS PARA LPS

A) Acrilamida-Bisacrilamida concentracién 5 /13.5 %.

30 g de acrilamida y 0.8 g de bisacrilamida se disolvieron en agua destiladae
inmediatamente se llevaron al aforo de 100 ml, se filtr6 a través de papel whatman
" no.t y se guardé en frasco 4mbar (solucién 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 ul de agua
destilada (la preparacién 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 ajusté con HC11 M y se
llev6 al aforo de 100 ml con agua destilada. Se filtr6 a través de papel whatman
no.1 y se guard6 a 4°C. )

D) Regulador del gel separador Tris 3.0 M pH 8.8

36,3 g de Tris se disolvieron en agua destilada, el pH se ajusté con HCl1 1M y se
llevé al aforo de 100 ml.  Se filtré por papel whatman no.1y se guardé a 4°C.
E) Regulador de cdmara Tris 0.25 M, Glicina 1.92 M, SDS 1% pH 8.3

Se disolvieron 30.3 g de Tris, 144 g de glicina y 10 g de SDS en agua destilada,
se ajusté el pH con HC1 1 M y se llevé al aforo de 11t. con agua destilada. De
esta solucién se hizo una dilucién 1:10 para su uso. Se almacens a 4°C.

F) Dodecil sulfato de sodio (SDS ) 10%.

10 g de SDS se disolvieron en 100 ml de agua destilada. Se guard6 a 37°C.

G) Agarosa 1% en regulador de cdmara diluido 1:10 preparar justo antes de
usarse.

H) Regulador de muestra Tris-HC1 0.1 M pH 6.8

1.21 g de Tris-HCl, 2 g de SDS y 20 g de sacarosa se disolvieron con agua
destilada, se agreg6 1 ml de 2-ME y 1 mg de azul de bromofenol, se ajust6 el pH

y sellev a un volumen final de 100 mi con agua destilada.
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ELECTROFORESIS PARA PROTEINAS POR EL METODO SDS-TRICINA (28)
A) Acrilamida-Bisacrilamida 49.5 % T/6 % C.

46.5 g de acrilamida y 2.9 g de bisacrilamida se disolvieron en agua destilada, se
aforaron a 100 ml. Se filtr$ a través de papel whatman no.1.

B) Acrilamida-Bisacrilamida 49.5 % T/3 % C.

Se pesaron 48.0 g de acrilamida y 1.5 g de bisacrilamida, se siguié el mismo
procedimiento que la anterior solucién; y las dos se protegieron de la luz.

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

18.2 g de tris y 0.15 g de SD5 se disolvieron en agua destilada, se ajust6 el pH
con HCI 1 M y se llevé al aforo de 50 mi.

D) Regulador del 4nodo Tris-HC10.2 M pH 8.9

1.6 g de Tris-HC! se disolvieron en agua destilada, se ajusté el pH con HCI 1 M
y se llevé al aforo de 50 ml.

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

1.6 g de Tris-HCl, 1.8 g de Tricina y 0.1 g de SDS se disolvieron en agua destilada,
se ajusté el pH y se llev6 al aforo de 100 ml.

D) Regulador de muestra.

Fué preparado por la mezcla de 5.9 ml de Tris-HCl 0.06 M, EDTA 1 mM, SDS
2 %, 0.8 ml de 2-ME y 0.4 ml de soluci6n saturada de azul de bromofenol.

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

INMUNOELECTROTRANSFERENCIA

A) Regulador de transferencia Tris 25mM, Glicina 192mM, Metanol 20%, pH 8.3
6.06 g de tris y 28.8 g de glicina se disolvieron en agua destilada, se agregaron
400 ml de metanol, se ajusté el pH y se llevé a un volumen final de 2 Its 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 98.5 ml de agua

destilada con 1 ml de 4cido acético.
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INMUNOENSAYO

A) Tris Buffer Salino pH 7.5 (TBS)

29 g de trisy 29.2 g de NaCl se disolvieron en agua destilada, se ajust6 el pH y
se llevd a un volumen final de un litro, se guardé a 4°C.

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

A 100 ml de 1a solucién A se le agregaron 50 il de Tween 20.

C) Solucion bloqueadora al 5 % en TBS-T

5 g de leche descremada en polvo Sveltes se disolvieron en 100 ml de solucién B
D) Regulador de acetatos 0.05M pH=5.0

27.2 g de acetato de sodio se disolvieron agua destilada, se agregaron 11.5 ml de
&cido acético, se ajust6 el pH y se llevé a un volumen final de 1It. Guardar a 4°C
G) Soluci6n reveladora

i) 12 mg de 3-amino-9-etilcarbazolona se disolvieron en 2.5 ml de N,N-
dimetilformamida, V

ii) 50 pl de H,0, se agregaron a 50 ml de regulador de acetatos pH 5.0.

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

TINCION DE PLATA PARA LPS

1) Solucién fijadora Propanol 25 %, Acido acético 7 %, Agua destilada 68 %.

2) Solucién de oxidacién (solucién 0.7 % de 4cido peryédico en solucién 1).

3) Reactivo de tincion.

A 28ml NaOH 0.1 N se le adicions 1 ml de NH,0H29.4 % y 5 ml de AgNO, al
20 % con agitacion constante. Terminada ésta mezcla se le agregaron 115 mi de
agua destilada.

4) Solucién reveladora.

Se disolvieron 5 mg de dcido citrico en 100 ml de agua destilada y se le agregaron
50 pl de formaldehido.

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

1) Soludi6n fijadora 1.

Metanol 45 %, Ac.acético 12 %, agua destilada 43 %.

2) Soluci6n fijadora 2.

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

3) Solucién de glutaraldehido al 10 %.

Se mezclaron 20 mi de glutaraldehido al 25 % con 30 ml de agua destilada.

4) Solucién stock DTT 200 pg/ml.

20 mg de DTT se disolvieron en 100 ml de agua destilada. Se guardé a 4°C. An-
tes de usarse, ésta solucién se diluyé a 1:40 con agua destilada para tener una
concentracién de 5 ug/ml.

5) Solucién de AgNO, 0.012 M. Se guardé a temperatura ambiente.

6) Solucién reveladora de Na,CO, 0.28 M con 500 pl formaldehido por litro.

7) Solucién de Acido acético al 1 %.

8) Reductor de Farmer.

Solucién A: 37.5 g Ferricianuro de Potasio en 500 ml de agua destilada.

Solucién B: 120 g de Tiosulfato de Sodio Anhidro en 500ml de agua destilada.
Al momento de usarse se mezclaron 2.5 ml de A con 10 ml de B y se llev6aun |

volumen final de 250 ml con agua destilada.

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



METODOS

CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR EL METODO DE PIERCE BCA
Preparacién de la muestra:

De cada antfgeno se realizaron diluciones 1:5, 1:10, 1:25 y 1:50 por duplicado
vtilizando como diluyente agua destilada.

Preparaci6n de la curva estandar:

Se preparé la curva estandar por duplicado, diluyendo la solucién stock BCA,

Pierce como lo indica 1a siguiente tabla.

Cuadro 1. Curva estandar de proteinas,

Volumen de alblimina | Volumen de H2 0 Concentracién final
esténdar (2mg/ml) destilada del estdndar
10 ul 90 pul 200 ug/ml
201 80 ul 400 pg/ml
30pl 70 ul 600 pg/ml
40p1 60 u1 800 pg/ml
50 ul 50 pl 1000 pg/ml
60 pl 40 pt 1200 pg/ml

Realizacién del ensayo:

1) El reactivo de trabajo se prepar6 con la mezcla de 50 partes dé la solucién A y
1 partede la solucién B.

2) A 100 pl de cada estandar, de cada una de las diluciones de las muestras y del
blanco (consistente de agua destilada) se les agregé 2ml del reactivo de trabajo
agitando inmediatamente.

3) Se incubaron en un bafio de agua a 37°C durante 2 hrs.

4) Después de la incubacion se dejé que igualaran la temperatura ambiente y se
midi6 su densidad éptica a 562nm.
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ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-DODECIL SULFATO DE
SODIO (SDS-PAGE).

1) Se lavaron los vidrios con agua destilada, se secaron perfectamente y se
limpiaron con metanol al 70%.

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

a) 1Vidriode teflon  b) 2 Separadores  ¢) 1 Vidrio transparente

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

3) Se sell la base de la cAmara con agaros;a 1%.

4) Se prepararon por separado las mezclas del gel separador y det gel concentrador
(cuadros 2 y 3), sin agregar TEMED ni persulfato de amonio (iniciadores de la
polimerizacién) hasta que fueran utilizadas.

5) Se agreg6 a la mezcla del gel separador (previa homogenizaci6n) los iniciadores
de 1a polimerzaci6n y la solucién se vaci6 entre los dos vidrios lentamente para
evitar la formacién de burbujas. Inmediatamente se le adicioné una capa de
agua destilada en la parte superior para evitar el contacto con el aire permitiendo
una polimerizacién adecuada.

6) Se lav6 con agua destilada la superficie del gel y se agregaron los iniciadores
de la polimerizacién a la mezcla del gel concentrador el cuél se adicioné sobre
el gel separador, se introdujo el peine y se esperé a'la polimerizacién completa.
7) Se retir6 el peine y se lavaron los pozos con agua destilada.

8) Se coloct 1a cémara en la base y se agrego el regulador de cdmara 1:10. En el
método SDS - Tricina se colocaba en la base de la camara el regulador del 4nodo
y en la parte superior el regulador del catodo. Fig. 3y 4.

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

10) Se cuidé de que el regulador de cdmara guedara en contacto con los electrodos
y se conecté la cdmara a la fuente de poder indicandose las condiciones de
voltaje y amperaje requeridas.

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

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

3z



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

Cuadro 2. Gel para electroforesis de protefnas por el metodo Tricina-SDS (28).

Soluciones gel separador | gel concentrador
12% T/6% C 4% T/3% C
Acrilamida-Bisacrilamida 49.5% T/6% C 23 ml -
Acrilamida-Bisacrilamida 49.5% T/3% C - 0.3ml
Regulador del ge! 23 ml 0.9 ml
Glicerol 09 ml -
Agua destilada 3.5ml 2.7 ml
Persulfato de amonio 10 % 3.2ul 4.72'ul
TEMED 38.6 11l 47pl

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

Soluciones

gel separador 12 % | gel concentrador 5 %

Acrilamida-Bisacrilamida
Agua destilada

Regulador del gel separador
Regulador del gel concentrador
Persulfato de amonio 10 %
TEMED

Urea(concentracién final en

el gel 4 M)

3.0'mi
3.1ml
0.94 ml
56 ul
4u
18g

0.68 ml
28ml
0.48 ml
32ul
2ul




PREPARACION DE MUESTRAS PARA LA ELECTROFORESIS

Se alicuotaba el volumen de antigeno o marcador de peso molecular necesario
por pozo en conos eppendorf de 500 il y después se colocaban en agua hirviendo
durante 5 minutos, en el siguiente cuadro se resumen las cantidades a utilizar

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

Cuadro 4. Voliimenes de muestra utilizados en la electroforesis.

Muestra Buffer de muestra
10 pl marcador de PM 10 pl buffer para protefnas
10 I RCM-BA diluido 1:7.6 10 pl buffer para protefnas
10 pI de RCM-BM diluido 1.43 10 pl buffer para protefnas
10 ui de sonicado RB51 sin diluir 10 pl buffer para proteinas
3.5pulLPS BA 15 pl buffer para LPS
3 ul de LPS BM 15 ptl buffer para LPS




REPRESENTACION DE UN GEL Y CAMARA DE ELECTROFORESIS
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Figura 3.Vista frontal y lateral de un gel y sus componentes (1).

Figura 4. Cémara de electroforesis y colocacién de las muestras. Los complejos
SDS-proteina estdn cargados negativamente por lo tanto migran hacia el 4nodo

situado en el fondo de la cdmara (42)



INMUNOELECTROTRANSFERENCIA

1) Electroforesis del gel por procedimiento previo.

2) Se removi6 el gel de las placas de vidrio. Se corté el gel concentrador y la
1fnea de agarosa.

3) Se prepararé el cassette 0 sandwich con los siguientes elementos prehumedecidos
con regulador de transferencia colocandolos sobre la cara blanca (c&todo) 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

€) 1 cuadro de papel filtro

) 1 almohadilla de Scotch-brite

se cerrb el cassette y se insertS en la cdmara de transferencia llena de regulador
de transferencia de tal modo que la nitrocelulosa se encontrara del lado del
dnodo (apéndice figura 27).

5) Se tap6 la cdmara de transferencia y se conect6 a la fuente de poder programada
con las condiciones siguientes:

Voltaje constante: 30V 300mA 60w tiempo: 2.5hrs. 4°C
7) Terminada la transferencia se apagé la fuente de poder y se desconecté la
cédmara. Se abri6 el cassette y se rectificé la transferencia cortando una tira de la
hoja de nitrocelulosa colocdndola en el colorante Rojo Ponceau "$* durante 5
min. Se lavé con agua destilada y se marcé con un l4piz las bandas que aparecieran,
ademds se teifa el gel con Nitrato de plata.

8) Se guardé la hoja de nitrocelulosa seca en papel aluminio a 4°C hasta su uso.



INMUNOENSAYO

1) La hoja de nitrocelulosa fué cortada en tiras correspondientes a los pozos o
lineas. Se colocaron en soln. bloqueadora por 1hr con agitacién constante.

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

3) Se diluyé el anticuerpo primario (suero del paciente) en TBS a una dilucién
1:20 y se puso en contacto con las tiras durante 1 hr en agitacién constante,

4) Enjuagar como en el paso 2.

5) Se preparé el conjugado polivalente antihumano producido en cabra‘ en una
dilucién 1: 21000 en TBS y se enfrenté a las tiras durante 1 hr en agitacién
constante.

6) Se realizaron lavados como en el paso 2.

7) Se mezclaron las soluciones i) y ii) de la solucién reveladora y se sumergieron
las tiras hasta aparici6n de bandas.

8) Se detuvo la reaccién con agua destilada y se secaron las tiras.
Todo el proceso se llev6 a cabo a 37°C.

TINCION DE PLATA PARA LIPOPOLISACARIDOS (45 )

1) Se dej6 el gel toda la noche con soln. fijadora.

2) Se oxidé el LPS durante 5min. con la selucién de &cido peryédico.

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

4) Pasado este tiempo se transfirié e} gel al reactivo de tincién por espacio de 10
min.

5) Se enjuagé el gel 3 veces por espacio de 30 min. con agua destilada y se
colocd en solucién reveladora,

6) Cuando aparecieron las bandas se detuvo la reaccién con soln. de 4cido

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

1) Una vez realizada la electroforesis se fijaron las proteinas en el gel de
poliacrilamida, dejandolo toda la noche en la solucién fijadora 1.

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

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

4) Se lav6 el gel con agua destilada 3 veces de 10 min cada una.

5) Inmediatamente después se colocé en.solucién DTT 5 ug / ml por media
hora.

6) Se cambib a 1a solucién de AgNO, 0.012 M durante 30 min.

7) Después de esto se procedié a realizar un répido lavado (30seg) con agua
destilada y 2 lavados tambien ripidos con soln. Na,C0,/ HCHO.

8) El revelado se hizo con la solucién anterior hasta aparicién de bandas.

9) Después de esto se mantuvo el gel durante 1hr en soln. de 4cido acético 1%.
10) Se les hizo el tratamiento con el reductor de Farmer's durante 45 seg. e
inmediatamente se les realizaron enjuagues rapidos y vigorosos con agua destilada10
veces.

Realizar todo el procedimiento a temperatura ambiente y agitacién constante
(~70 RPM).



6.0 RESULTADOS

DETERMINACION DE PROTEINAS

La curva patrén de protefnas obtenida se representa en la figura 5 y el cuadro 6.

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

Cuadro 5. Densidades 6pticas y concentraciones protefcas de los RCM.

Concentracién

Concentracién Concentracién
Muestra Abs. directa directa x dilucién final
RCM-99s s6l.
o | 1:50 178 | 3233pg/ml 16165 pg/ml
:L, 1:25 320 | 581.0pg/ml 14525 pg/ml
v 110 770 | 1390 pg/mi 13900 pg/ml
S 1:5 1.120 | punto fuerade | la curva patrén 14.86 pg/ul
RCM99s 11q.
p | 1:50 - - -
lld 1:25 {054 | Punto fuerade | lacurva patrén
£ 110 319 | 580 pg/mi 5800 pg/ml
S 1:5 546 992 pg/mi 4960 pg/ml 538 ug/pl
RCM-M16
p | 1:50 .068 | Punto fuera de | lacurva patrén
:'-3 1:25 2219 | 398 ug/ml 9950 ug/ml
1o 632 | 1149pg/ml 11490 pg/ml
S 1:5 1.074 | Punto fuera de | la curva patrén 10.7 ug/ul
RB-51
P‘C 1:5 482 874 pg/mi 4373.1 pg/ml )
Laf 110 227 | 41l.6ug/ml 4116pg/mt | - 42pgsil
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D.O.
o Cuadro 6. Densidades 6pticas delas

soluciones estandar de proteinas.
0.7
Conc. est
ml Abs.
0.6 ug /
0 0
0.5
200 10
04 400 24
0.3 600 a2
0.2 800 45
x=y- 286 x10 "/ 55 x 10
1000 53
0.177
1200 68
o F—T T T T 1
200 400 600 800 1000 1200 g/ m

FIGURA 5. CURVA PATRON DE PROTEINAS. Segiin la ley de Beer la D.O correspondiente al estandar de 200
ug/ul queda fuera de la zona lineal de la curva.



ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE ELECTROFORESIS

Se realiz6 el corrimiento de cada uno de los antigenos en geles de diferentes
concentraciones de Acrilamida-Bisacrilamida, desde 10% hasta 15% en el gel
separador y de 5% en el gel concentrador; segiin el método de Laemmli { 27, 38,
48, 49). Ademis del antigeno se colocaban los marcadores de P.M. para visualizar
el peso molecular aproximado de fas {racciones protefcas que se obtuvieran.
Simultdneamente se variaban las condiciones de corrimiento modificando la
corriente, llevandola desde 12 mA hasta 60 mA por gel. Después de cada corrimiento
se tefitan los geles con Nitrato de plata para apreciar el perfil electroforético de

los antigenos.

Se encontré que la concentracién adecuada de acrilamida-bisacrilamida para Ia
GOptima separacién de bandas de los antigenos RCM 995 y RB51 era de 13.5 %.
Mientras que para el antfgeno 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 definfan bandas. Pensando en que la causa probable
fuese la presencia de un lipopolisacarido presente en el RCM-M16, se le adicioné
cloroformo en una relacién 1:1 colocsndolo posteriormente en una mezcla acetona-
hielo seco. Después de ésto se centrifugé a 12000 RPM por 10 min. La parte

acuosa se sometid a una electroforesis observandose g2 nwe se obtenfa un bandeo.

Tomanda en cuenta lo anterior se utilizé el método de Tricina~ SDS (28) para
obtener una mayor resolucién y claridad de las fracciones protefcas. Se probaron
concentraciones de A-B en el gel separador de 12%, 14% y 16% (mientras que la
del gel concentrador se mantuvo constantemente en 4% ), ddndonos como resultado
que el % adecuado era el de 12%, para éste sistema.

Para el LPS se realizé también un tamiz de geles con el método de Laemmli con
UREA 4M (17, 22, 31 ) que abarc6 concentraciones de 7 % hasta 15 % variandose
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ademdis 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 comparacién. Se determiné que la

concentracién éptima de A-B del gel separador fué del 12 %.

Al mismo tiempo se fueron buscando las concentraciones 6ptimas de los antigenos
que permitieran ver con claridad el patrén electroforético ésto se apreciaba
cuando se tefiian los geles, como ya se menciond anteriormente.

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

Antigeno % de Gel sep. Sistema ug Ag/pozo  mA/gel
RCM 995 s6l. 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
LPS B.M. 12% Laemmli-UREA 15 15

ESTANDARIZACION DE LA TECNICA DE ELECTROTRANSFERENCIA

Una vez determinadas las condiciones adecuadas para la electroforesis se empez6
a estudiar el iempo y el voltaje necesarios para permitir una buena transferencia
de los antigenos. Para ésto se realizaba la electroforesis (con las condiciones ya
estandarizadas) y después la transferencia a diferentes tiempos y voltajes. La
manipulacién de éstos 2 pardmetros abarcé en primer instancia 16 hrs 60 V, los
cuales resultaron buenos pero consumfa 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 tefifa con Rojo Ponceau y la presencia
de bandas nos indicaba que el antigeno se habfa transferido, por itltimo se
sometian los geles a una tincién con Nitrato de plata, si no se observaban los

antfgenos en el gel era indicativo de que se habian transferido en su mayorfa a
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la nitrocelulosa. Al obtener resultados positivos se reafirmé que la cantidad de
antigeno indicada en la realizacién de la electroforesis era adecuada también
para la transferencia. Cabe hacer mencién de que el Rojo Ponceau no detecta
LPS solo moléculas de tipo protefco.

Al percatarnos de que el voltaje propuesto no era utilizado en su totalidad
tambien se fué desminuyendo hasta llegar a los 30 V, siendo validas estas condiciones
(30V, 2.5 hrs.) tanto para protefnas como para LPS.

ESTANDARIZACION DEL INMUNOENSAYO

Las variables a estudiar fueron las siguientes:

- Dilucién del anticuerpo lo. (suero del paciente)

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

- Bloqueadores.

- Tipo de Nitrocelulosa.

Tomando como referencia condiciones utilizadas en otros trabajos (17, 25, 44 )
se realiz6 el ensayo con las siguientes condiciones:

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

- Lavados: 3 de 5 minutos ¢/u

- Bloqueador tgelatina3 %

- Dilucién del suero: 1:50

variando en primer lugar la dilucién del conjugado utilizade: 1:5000, 1:10000,
1:20000, 1:25000 y 1:30000. Se trabajaron con sueros con titulos de anticuerpos
bajos (1:80) y sueros con tftulos altos (1:1280) con el fin de observar si ésto
afectaba de alguna forma la apreciaci6n de bandas que pudiesen aparecer; as{
mismo se colocaba en cada revelado 1 tira control negativo (no se ponfa en
contacto con ninglin suero) para detectar reacciones inespecificas.

Se observé que la dilucién del conjugado en la que no se observaba coloracifn

inespecifica ( la tira control negativo no se tefiia) era de 1:20000, pero las tiras de
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nitrocelulosa que se enfrentaban a sueros con titulo bajo no presentaban una
buena definicién de color por lo que el paso siguiente fué variar la dilucién de

los sueros.

Se manejaron las diluciones: 1:50, 1:30, 1:25 y 1:20 de los sueros y se encontré
que la dilucién 1:20 permitfa ver con mayor claridad el reconocimiento antigénico
en los sueros de tftulos bajos. Una vez determinadas las diluciones adecuadas
de trabajo tanto para el conjugado como para los sueros se procedié a probar
diferentes bloqueadores ya que la preparacién de la gelatina presentaba el
inconveniente de que no se disolvia totalmente en el TBS-T y al transcurrir el
ensayo se volvfa muy densa hasta casi gelificarse debido a la temperatura en
que se realizaba el ensayo (37°C). .

Se probaron como bloqueadores la alblimina sérica bovina 3%, Leche en polvo
descremada 5% y Gelatina 3%, determinando que el mejor bloqueador era la
leche en polvo ya que la albiimina sérica bovina daba un fondo rosado y la
leche impartfa mejor contraste de las bandas con respecto al fondo de la NC,

ademds de que no presentaba el inconveniente de insolubilidad y gelificacién.

Se contaba con 3 tipos de NC: 2 con un poro de 0.45um y marca diferente (BIO-
RAD y Schleicher & Schuell) y 1 de 0.22um (MSI). Al realizar ensayos con las 3
no se observé diferencia alguna en los resultados por lo que se podfa utilizar
cualquiera de ellas.

Durante la estandarizacién de la técnica tambien se variaron los tiempos de
incubacién y de lavados reduciendo a los primeros hasta a Thr y haciendo 3
lavados de 2 min. c/u respectivamente, permitiendo una disminucién del consumo

de tiempo del ensayo.



DETERMIN ACION DE LOS PERFILES PROTEICOS

Las movilidades refativas (Rf ) de los marcadores de PM obtenidas en la electroforesis
se pueden ver en el cuadro 8, relacionandolas con el logaritmo del PM nos
resulta la figura 6. Con la recta obtenida en ésta grafica se calcularon los pesos
moleculares correspondientes a las bandas separadas en la electroforesis de los

antfgenos protefcos estudiados como se resumen en el siguiente cuadro:

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

Antigeno
RCM-99s RCM-M16
Banda No. | Rf PM (Kda) | BandaNo.] Rf PM (Kda)

- - 1 0.1 708

- - 2 0.16 63
1 0.24 53.7 3 0.26 52.5
2 0.3 47.9 4 0.3 479
3 0.36 427 5 0.34 4.7
4 042 [ 38 - - -
5 0.44 36.3 - - -
6 0.5 31.6 6 0.48 339
7 0.56 28.8 7 0.54 29.5
8 0.62 25.1 8 0.6 263
9 0.66 234 9 0.64 245
10 0.7 219 - - -
11 08 178 10 0.78 18.6
12 0.86 15.8 - - -
13 0.88 15.2 1 0.88 15.2
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1 Cuadro 8. Rf de los marcadores

1 de peso molecular,

r

] Rf |Logarimo| PM
15 dePM. | (Kda)

] a8 | 182 66

E 32 1.65 45

. 42 | 154 | 347
J xm=y-194/ -088

"

WHPCCAMCOZE OVmY OZH-RPOOC

.66 1.38 24
05
1 80 | 126 | 184
1
E .92 1.15 14.3
4

T T T T T
18 3 41 61 81 92

MOVILIDAD RELATIVA (Rf)

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



PATRONES ELECTROFORETICOS DE LOS 4 ANTIGENOS ESTUDIADOS

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

Figura 8. Corrimiento electroforético de los LPS de a) B. abortus y b)B. melitensis
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En las péginas sigu se pr cuadros en donde se indican los datos
clinicos y serol6gicos de los grupos de individuos a estudiar, gréficas de los
ttulos de anticuerpos monoméricos y totales presentes en las diferentes muestras
tomadas de estas personas durante la evolucién de la enfermedad y los esquemas

de los patrones obtenidos en la IET con los 4 antigenos estudiados.



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

[CASO|FECHA| ATA | MEA | AIM | MEM OBSERVACIONES
Jjscinua| 1320 1:160 1640 1:160
5IV93 | 180 1:80 1:160 1:160 Edad : 52 afios Sexo: Masculino
OVa[ 150 1:40 1:160 1:80 | Cultive positivo en la 1er. muestra con B. melitensis
4V93 1:40 1:40 1:40 1:40
17VI9l| 140 120 1:80 1:20
C.CL [ 231193 12560 | 1:1280 1:5120 1:2560
21V93| 1:320 1:160 1:640 1320 Edad: 11 afios Sexo Femenino
6VI93 | 180 1:40 1:80 1:20 Cultivo posttivo en la Ter. muestra con B. melitensis
20VH93] 180 1:40 1:160 1:80 Fiebres nocturnas 1 mes antes del estudio
4VIN93| 180 1:80 1160 1:160 mes de Feb- Mar 93
IM. [31 VI 1:160 1:40 1:80 1:20
WIXN| 1160 1:40 1:80 - - Edad:34afios Sexo: Femenino
28IX92 | 1:80 1:80 1:80 1:80 | Cultivo negativo. Mialgias severas, artralgias y fiebre
14X92 | 180 1:40 1:40 1:20 Tratamiento a partir de la 2a. muestra.
21193 1:80 120 1:40 - Infeccién por aerosoles en el laboratorio.
ML [2VII9| 1160 1:40 1:320 1:20
th 1320 | 180 1320 1:20 Edad: 28 afios Sexo: Femenino
WX 1160 1:40 1:160 - Cultivo positivo de B. abortus en la 2a. muestra
15X92| 1160 1:40 1:160 - Delores articulares en brazo
2X92 1:80 1:20 1:80 1:20
4XI92 | 1:160 1:40 1:80 No deter.
91193 1:80 1:20 1:40 -
1611193 | 1:40 - 1:20 -

ATA: Aglutinacién en microplaca para B, abortus
ATM: Aglutinadén en microplaca para B. melitensis,
Determinan Ac's totales

MEA: Aglutinacién en microplaca con 2- ME para B.ahortus.
MEM: Aghutinacién en mieroplaca con 2-ME para B, melitensis,
Determinan Az<'s no poliméricos
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FIGURA 9. PERFIL DE INMUNOGLOBULINAS MONOMERICAS.
INDIVIDUOS CON BRUCELOSIS AGUDA. El 2-ME rompe enlaces disulfuro

de la inmunoglobulina polimérica IgM, por lo tanto el titulo determinado en las pruebas MEA y
MEM oorresponden a las inmunoglobulinas menoméricas (IgG en su mayoria).
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CUADRO 10.GRUPO DE INDIVIDUOS CON BRUCELOSIS CRONICA
DATOS CLINICOS Y SEROLOGICOS

CASO| FECHA| ATA MEA ATM MEM OBSERVACIONES
MAH.| 31X% | 120 - - 180 1:40 Edad: 49 afios Sexo: Fernenino
6XH9 | 140 - 1:160 - Contagio por consumo de queso fresco.
8191 1:40 - 1:80 - No present6 cultivo positivo
141191} 140 - 1:80 -
21 V191 - - - -
20 VII9 120 - 1:40 -
18IX91§ 140 - 1:40 -
30X91{ 120 - 1:40 -
29X11911 120 - 1:40 -
HIRN 1:40 - 1:40 -
7IVS2 | 120 - 1:40 -
3vVi2 - - - -
14193 120 - 1:40 -
AM. [ 15VIS0] 1:320 1:160, 1:320 1:640.
20VII90| 1:320 1:40 1320 1:40 Edad :55aflos Sexo : Masculino
7VII9| 1:640 - 1:640 - No present6 cultivo positivo
121X90 | 1:320 - 1:320 -
261X90| 140 1:40 1:40 1:40
17X90 | 1.320 1:320 1:160 1:160
5X190 | 1:320 1:320 1:320 1:320
12X190[ 1:320 1:320 1:320 1:320
11091 | 1640 - 1:640 -
2191 120 - 120 -
15IVI1] 1:640 - 1:640 -
21IV91| 1640 - 1:320 -
ATA: Aglutinacién en microplaca para B. abortus MEA: Aglutinaci6n en microplaca con 2- ME para B. abortus
ATM: Aglutinacién en microplaca para B, melitensis, MEM: Aglutinacidn en microplaca con 2-ME para B, melitensis.
Determinan anticuerpos totales b &

P




TABLA 10.GRUPO DE INDIVIDUOS CON BRUCELOSIS CRONICA
(CONTINUACION)
DATOS CLINICOS Y SEROLOGICOS

CASO| FECHA| ATA MEA ATM MEM OBSERVACIONES
ATS. | 12IX91) 180 1:40 1:80 1:40
1X91 1:160 1:40 1:160 .40 Edad: 24 afios Sexo: Femenino
14 X911 1160 1:20 1:80 1:40 | Cultivo positivo de B, melitensis en la 4a, muestra
13XI191| 1:80 1:20 1:80 1:20 Fiebres nocturnas, dolores de cabeza. Infeccion
NXI9| 180 1:40 1:80 1:40  {accidental por ingestién de queso, anteriprmente
8192 1:80 120 1:80 1:40  Ino presentaba cuadro clinico de brucelosis.
29192 | 140 1:20 1:40 1:20 Present6 una tendencia ondulante con respecto a
271192 1:80 1:20 1:80 1:.20 los tftulos reportados acompafiados de molestias
191192 1:80 - 1:40 - menores (fiebre, dolor de huesos).
30V} 180 120 1:80 1:20
4VIN| 140 1:20 1:40 1:20
17VII9 120 - 1:20 -
5X192 1:40 1:20 1:40 -
19X192] 1:20 - 1:40 -
11 XI192| 140 1:20 1:40 1:20
8193 1:40 1:20 1:40 -
22193 1:40 - 120 -
29VH93| 1:40 - 1:40 -

ATA: Aglutinacién en microplaca para B. abortus

ATM: Aglutinacién en micoplaca para B. melitensis.

Determinan anticuerpos totales

MEA: Aglutinacién en microplaca con 2- ME para B. abortus

Dy

MEM: Aglutinacién en microplaca con 2-ME para B, melitensis,
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EN LA IET. a) Titulos obtenidos en 1as pruebas de ATA y ATM durante la evolucién de la enfermedad (1, 2 y 3, muestras
sometidas a IET). b} Esquema del patrén obtenido en la IET con los 4 antigeros estudiados.



CUADRO 11. GRUPO DE INDIVIDUOS VACUNADOS
DATOS CLINICOS Y SEROLOGICOS

CASO | FECHA | ATA | MEA | ATM| MEM OBSERVACIONES
AMC | 3X8 1:40 ND | 140 } ND
3X9% 1:20 120 | 120 | 120 Edad: 24 afios  Sexo : Femenino
23191 1:40 - 1:40 - |La vacuna fué intramuseular, consistente de 2 dosis
5IVH 1:40 ND | 1:20 | ND IPresentd ligero aumento de temperatura cuando se
25V | 180 - 1:40 - ___laplicé Ia vacuna. Present6 fiebres noctumnas y aumen-
| 18VI91 - ND - ND | to Egero del tftulo de anticuerpos cuando tenéa contac-
[7251IX91 | 180 120 | 1:80 - | todirecto con la bacteria, después de haber sido vacuna
11 VIH 93 1:80 1:20 1:40 - da.
AL 3X8 1:320 1:80 | 1320) 140 Edad :25afios Sexo : Femenino

13X189 | 1:160 | 140 | 1:80 | 120 | Enlaler.dosis presentd aumento ligero de temperatu-
151190 1:30 1:40 | 1:80 | 140 12; a 12 2a. dosts present6 sintomatologfa exacervada

| 19M%0 | 180 | 120 | 1:40 | .- | (dolorabdominaly muscular), inflamacién en el hugar
23V9% 1:40 1:20 | 1:40 | 120 |deaplicacién de la vacuna. Posteriormente tuvo con-
1X0%2 [ 140 -1 140 -___| tacto con labacteria sin presentar alteraciones. Dej6 de
15193 1:40 140 | 1:40 | 1:20 [tener contacto con la bacteria 3 afios después de aplica-
3093 1:120 - - - da la vacuna,
X.CB. 3X8% 1:40 ND | 1:40 ND
151190 1:20 - 120 - Edad: 24 afios Sexo: Femenino
25VI%0 | 180 180 | 1:40 - Presentt un ligero aumento de temperatura y anticuer
23191 1:20 - - - pos despusés de aplicarsele la vacuna. Tenfa contacto
5IVa 1:40 ND | 1:20 | ND | conlabacteria en periodos pequefios, presentando ele-
26IVO1 | 120 - - - vacién del titulo.
ATA: Aglutinacién en microplaca para B, abortus MEA: Azlutinacién en microplaca con 2- ME para B. abortus
ATM: Aglutinacién en micyoplaca para B. melitensis. MEM: Agiutinacién en microplaca con 2-ME para B. melitensia.
Determinan anticuerpos totales D anticuepos éi

ND: No determinado
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FIGURA 18. PERFIL DE INMUNOGLOBULINAS MONOMERICAS

INDIVIDUOS VACUNADOS. El 2-ME rompe enlaces disulfuro de la inmunoglobu
lina polimérica IgM, por lo tanto el titulo determinado en estas pruebas corresponden a las inmu
noglobulinas monoméricas ( IgG en su mayoria ).
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FIGURA 20. CORRELACION DEL TITULO DE INMUNOGLOBULENAS TOTALES CON EL PATRON OBTENIDO
EN LA IET. a) Titulos obtenidos en las pruebas de ATA y ATM durante la evolucién de la enfermedad (1, 2 y 3, muestras
sometidas a IET). b) Esquerna del patrén obtenido en la IET con los 4 antfgenos estudiados.
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FIGURA 21. CORRELACION DEL TITULO DE INMUNOGLOBULINAS TOTALES CON EL PATRON OBTENIDO
EN LA IET. a) Tftulos obtenidos en las pruebas de ATA y ATM durante la evoludién dela enfermedad (1, 2 y 3, muestras
sometidas a IET). b) Esquema del patrén obtenido en Ia IET con los 4 antigenos estudiados.



CUADRO1I2. GRUPO DE INDIVIDUOS CONVIVIENTES
DATOS CLINICOS Y SEROLOGICOS

ATA MEA ATM MEM

OBSERVACIONES

A B . = =

Edad: 35 Sexo: Masculino

Antecedentes de brucelosis, Orquitis.

Consumo de queso, requesén y helados frescos.

1:40 1:40

Edad: 13 afios Sexo : Femenino
Fiebres y sudor nocturnos, diarrea. Padeci6 tifoidea
C de leche, heladc quilla frescos.

Presuntiva brucelosis, pero no fué cultivo positivo.

1:40 1:80 1:40

. Edad : 16 afios Sexo: Masculino.
Fiebre, cefalea y anorexia. Sudoracién nocturna.
Ingestién de leche y mantequilla frescos.

Se le diagnostict brucelosis anteriormente.

Edad : 18 afios Sexo :Masculino
Anorexda, adelgazamiento. Consumo de queso y
Tequeson.

ATA: Aglutinacién en microplaca para B. ebortus
ATM: Agiutinacién en micropleca para 8. maltensis,
Determinan anticuerpos iotales

MEA: Aglutinacién en microplaca con 2- ME para B. abortus
MEM: Aglutinacién en microplaca con 2-ME para B, meiteals,
B inan anti




INDIVIDUOS CONVIVIENTES
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Figura 22a. Esquema delos patrones obtenidos enla IET contra los RCM. Las letras A,
B, Cy D indican el individuo estudiado.
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Figura 22b. Esquema obtenido en la IET contra LPS. Las letras A, B, C y Dindican el
individuo estudiado.
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CUADRO 13. GRUPO DE INDIVIDUOS CON REACCION CRUZADA
) {COLERA)
DATOS CLINICOS Y SEROLOGICOS

CASO R.B. ATA MEA ATM MEM OGAWA INABA
1 - 1:40 - 1:40 - 1:2560 15120
2 - - - 120 - 1:80 1:160
3 - - - I:ZQ - 1:1280 ‘ 1:840
ATA: Aglutinacién en microplaca para B, ebortus Determinan anticuerpos totales
ATM: Aglutinacién en microplsca para B. melitensis. Determinan anticuerpos totales
MEA: Aglutinacién en microplaca con 2- ME para B. abortus D i icuerp
MEM: Aglutinacién en microplaca con 2-ME para B, melitensis Dx inan anticuerpos

RE: Rosa e Bengala
INABA: va{bﬂmmhy.mmplﬂlh
OGAWA: Anticuerpos Vibriocidas contra Y. cholerse serotipo Ogawa



INDIVIDUOS DE REACCION CRUZADA (V. cholerae)

P RCH LPS RCM LPE
iy 99s  M16_ 993 M6 99s wig 99 WMI6
H * —
NdaGe — - o
Y5 .
e~ '
M e
18— & i
| L) ! N
i : ' o
_’ LI J i | ! 2 , ;

Figura 23. Esﬁuema obtenido en 1a IET contra los 4 antigenos estudiados. El niimero
1y 2 indican el individuo estudiado.



7.0 DISCUSION

La electroforesis en geles de poliacrilamida se ha convertido en una herramienta Gtil
en los laboratorios para analizar y purificar proteinas (43), pero también ha sido de
gran ayuda en el estudio de la estructura del LPS (27). Tanto las protefnas como los
LPS poseen cargas eléctricas dandoles 1a capacidad demigrar bajo 12 influencia de un
campo eléctrico, por lo tanto un LPS se puede separaren muchas fracdones a;n ayuda
de ésta téenica, .

Las condiciones demA utilizadas en los primeros ensayos de electroforesis eran altas
(60 mA) para las dimensiones del gel (7 por 8 cm) lo que provecaba un calentamiento
del mismo, adem4s de una disparidad en el corrimiento. La resistencia al flujo de la
corriente es funcién de la concentracién del medio (A-B) y del tampon a utilizar, lo
que determinaré la corriente y por lo tanto el calentamiento generado por un voltaje
determinado. El tamafio de poro del gel formado por el entrecruzamiento de la A-B
disminuyeal aumentar la concentracién dela misma. Al usar mayor concentraciénde
A-B se tenia una mayor resistencla del medio y mayor produccién de calor. Por lo
anterior era importante que se variara la concentracién de A-B en los geles y la
corriente aplicada.

Para determinar el porcentaje de A-B se busc6 que la distribudén de los diferentes
fracciones del antfgenoen el gel estuvierabien proporcionado, esdecir quelasbandas
de todos los pesos moleculares se distribuyeran adecuadamente en la superficie del
gelutilizando como patrén los marcadores de PM. Tambiénsi el patrén electroforético
se observaba completo ya que si se dejaba correr més tiempo del necesario algunas
fracciones protefcas de bajo PM se salian del gel. Una disminucién en la corriente
eléctrica, asf como una concentracién mayor (13.5%) de A-B; permitfa una mejor
distribuci6n delas protefnas en el gel, ya quelos poros son més cerrados y porlotanto
las partfculas pueden ir acomodandose con mejor eficacia.
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Aun asf el patrén electroforético del RCM-16 no se lograba visualizar en la misma
forma que los otros, Estudics anieriores indican que hay presenciade complejos LPS-
Protefnas en extractos celulares lo que sugiere una fuerte interaccién entre ellos (13,
19),ésta interaccién puede subsirtiratin cuando el extracto se purifique con proteasas,
el barrido observado en el RCM-16 podrfa deberse a la presencia de estos complejosr,
en el RCM los cuales no permiten una resoludén adecuada (21).

Shagger y Von Jagow (1987) describieron el sisterna SDS-PAGE- tricina donde se
utiliza en lugar de glicina 1a tricina en el buffer del catodo, lo que aumenta la resolu-
cién particularmente de proteinas menores de 20 Kda y LPS en geles de formato
pequefio (28); porlo que se tomé en cuenta para realizar ensayos con cada uno de los
antfgenos, resultando que la concentracién éptima para los RCM es de 12%.

En el caso de los LPS, en diferentes estudios se ha observado que el aumentar la
concentracién de A-B en el gel separador, ayuda a tener una mayor resolucién de los
perfiles del LPS (22) sobre todo en la zona de la cadena O, ésta cadena al ser rica en
aziicares es poco tefiida por el azul de coomasie (34, 45) pero sf por la tincién de plata
(17, 22, 27, 45} lo que nos ayudé a visualizar el corrimiento electroforético de ésta
motécula,

PATRONES FLECTROFORETICOS

a) RCM 99s

El perfil electroforético puede observarse en la fig- 7 asf como su PM aparente enel
cuadro 7. De las 13 fracciones proteicas obtenidas, 10 son las que se encuentran en
mayor concentracién ya que son bastante visibles conla tincién 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 protefna de 53.7 Kda (banda 1) se pueden distinguir
algunasproteinas que por su baja concentracién y cercania no se pudieron identificar.

Santos, Vestreate y Winter (1984) reportan protefnas de membrana externa en 49 cepas
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deB. abortus y las clasifican en 3 grupos; pero las que predominan en todas las cepas
Yy queseencuentran enmayorconcentracién son de 40 Kda y 30 Kda respectivamente.
(38,48, 49). El perfil electroforético obtenido en éste estudio presents proteinas que se
acercan a estos valores:

banda 3PM 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 porel
método de obtencién del extracto proteico no solo se tienen PME sino otras protefnas
que constituyen la pared celular aunque en menor concentracién. Para poder afirmar
que son las mismas protefnas es necesario aplicar otras técnicas més especificas de

purificacién para aislarlas y estudiarlas individualmente.

b) RCM-16

Lacaracterfstica principal ensu patrén electroforético esla presenda de una proteina
de PM bajo (18.6 Kda) en una alta concentracién por lo que se puede aprediar en la
tinci6n de plata (Fig. 7c, banda 10). Aunque en algunos corrimientos electroforéticos
se alcanzan a percibir 2bandas en vez de una, debido a su alta concentracién y gran
cercania, generalmente s6lo se ve una fraccién.

El perfil general se diferencia en 2 grupos o secciones; uno con protefnas de menor
concentracion y que por lo tanto no se distinguen facilmente, que tienen PM conun
intervalo de 70.8-29.5 Kda (parte superior del gel) y el otro de 18.6 -15.2 Kda en el que

esti la protefna de 18.6 Kda (cuadro 7) antes mencionada.

Santos, Verstreate y col. (1984) reportan en B. melitensis M-16 los 3 grupos de PME
encontrados en B. abortus ademds 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 ]a banda No.4 conun PM aproximado de 47.86 Kda. muy cercanaa la
protefna re;-)ortada por Santos (38).

Los perfiles electroforéticos de B. abortus 99s y de B. melitensis M-16 son diferentes
en cuanto aniimero y concentracién de proteinas ya que mientras el primero t iene 13
bandas bien definidas y concentradas, el ultimo tiene solo una (PM=18.6) con ésta
caracterfstica y otras de PM mayores a 24 Kda pero de baja concentracién y poco
perceptibles (en algunos corrimientos no se visualizaban). La membrana externa
celular de Brucella consiste de una lfnea externa de Protefna-LPS y forman la porcién
més exterior (2, 12). El extracto salino proteico por su forma de obtencién contiene
estos elementos superficiales de la pared celular. Ei problema que implicé el relizar la
separaci6n adecuada del antfgeno protéicode B. melitensis sugiere que los complejos
proteina-LPS podrian ser mds fuertes que en B.abortus, ya queambos extractos fueron

purificados con proteasas y en B. aborfus no se presenté éste problema.

c)LPS

Enla electroforesis para LPS el SDS probablemente se une a la region del Ifpido A (27,
45); se ha reportado un comportamiento similar en el campo electrofotético al de las
proteinas pero sus caracteristicas de migracién dependen de su tamafio y no de su
carga (21) por lo cual pa-ra identificar los componentes desconocidos de un LPS se
comparasu localizacién conel componente correspondiente aun LPS-Sdeestructura
oconecida tal como S, typhimurizm o E.coli 0111:BA (17, 45).

El perfil electroforético del LPS de Brucella no presenté el patrén caracteristico en
forma de "escalera de mano” {(con unidades repetitivas de la cadena O) observado en
corrimientos realizados junto con con E, coli. O:26: B6y E. coli 127: B8, en ésta
investigacién.

La composicién y el niimero de aziicares dela cadena "O" afecta lamovilidad electro-
forética del LPS y esto produce las diferencias en los perfiles obtenidos de los LPS de
E.coli y Brucella.. Hitchcock & Brown (22) proponen que la movilidad se incrementa
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conforme la longitud de a cadena O disminuye si bien tambien influye la concentra-
cién de A-B utilizada. Para B. aborfus se tiene un corrimiento hasta la distanciaen la
que migra el marcador de PM de 14 Kda, mientras que el LPS de B. melitensis migra
sélo 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 seobservan 5 bandas de PM alto y 1a correspondiente a un i’M de66
Kda es la més gruesa y la que tiene mejor definicién. Con la tincién de AgNO, esta
banda se observa de diferente color a las demés (es mucho més café), lo que nos hizo
pensar que se podrfa tratar de una protefna fuertemente unida al LPS en forma de
complejos ya quese ha reportado quemuchas veces persiste la presencia de complejos
Protefna-LPS, atin si se les realiza una purificacién con proteasas y por lo tanto co-
migran al someterlos a la SDS-PAGE (13, 17, 22, 49). Esto se confirmé al aplicar por
separado las tinciones de AgNO, para protefnas y Azut decoomasie ( ya se mendoné
anteriormente que no tifie LPS) al LPS-M16 y ver que ésta banda era la tinica visible

en los corrimientos. 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 con las grificas de
los tftulos de anticuerpos obtenidos en 4 pruebas diferentes:
a) aglutinacién en microplaca para B. abortus

b) aglutinacién en microplaca para B. melitensis

©) aglutinacién con 2- ME para B. abortus

d) aglutinacién con 2- ME para B. melitensis

Laspruebasay bnos da el tftulode inmunoglobulinas totales (IgM, IgG y tal vez IgA)

~

ya que hay una aglutinacién de todas ellas ; mientras que las pruebas ¢ y d solo nos

indica el titulo de IgG ( se sospecha que también involucra IgA aunque en muy bajo
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grado) ya que la presencia del 2-ME rompe enlaces disulfuro de las IgM impidiendo
que tengan su actividad aglutinante.

a) Grupo de brucelosis aguda

De los 4 casos estudiados 1 report6 cultivo negativo, 2 positivos a B. melitensis y1a
B.abortus . Comparando las graficas de tftulos de Ac totales y parciales ( Fig. 9ala 13)
podemos ver que los Ac’s que se producen en mayor proporcién al inicio de la
enfermedad son las IgM seguidas delas IgG y conforme se recupera el paciente éstas
ultimas tienden a desaparecer, éste comportamiento concuerda con lo que reportan
otros autores (13, 29).

En todas las gréficas el tftulo de los anticuerpos reportados en la ler. muestra estd
arriba de 1:80 esto se debe a que la muestra es obtenida generalmente cuando se

presentan los sfntomas clinicos y para entonces ya hubo una respuesta inmune (16).

Los titulos altos de Ac’s de este grupo se detectan entre1y 4 semanas para después
disminuir y desaparecer. El titulo bajo de IgG indica que laenfermedad no estd activa
después de este intervalo. El caso C.C.L presenté mayor intensidad en la [ET en las 3
muestras con los 4 antigenos que los otros 3 casos, esto puede deberse a que presenta
titulos bastante mas altos (1:5120 para B. melitensis y 1:2560 para B.abortus). El proce-
soinfeccioso fué bastanteintenso yaqueala4a. semanadisminuyeron notablemente
el titulo de anticuerpos, pero a pesarde estola intensidad del color de las bandas no
disminuyé.

El reconocimiento Ag-Acen la TET con 1os RCM se localizd en la parte superior con
las bandas de alto peso molecular excepto el caso C.C.L. En el caso ML el recono-
cimiento hacia el RCM-99s y RCM- BM fué igual en intensidad (ligera coloracién);
peropresentan mayor reconocimiento hada LPS. En los casos |.5.Cy C.C.L reconocen
las bandas protefcas del RCM-99s de 53.7 a 38.02 Kda (bandas 1 a la 4) y para B.

melitensis la banda de 47.9 Kda (banda 4) . Para el caso LM el reconocimiento para
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RCM-16 ¢s de las 4 bandas de mayor PM y para B. abortus las bandas de 53.7, 36.3 y
23.4 Kda.

En todos los casos el reconocimiento fue mayor hada los LPS atin enel caso LM en el
que el cultivo bacteriano fué negativo. La respuesta encontrada es dirigida hadia la
parte caracterizada como cadena O pero del LPS- BM ya que ni siquiera en el casoM.L
en el que la infeccién se debid a B.abortus hubo mayor respuesta hacia esa entidad,
esto es interesante ya que los tftulos reportados para las Ig totales en el caso M.L son
semejantes hacia las 2 entidades mientras que en las Ig monoméricas (en su mayoria
IgG) se ve una preferencia hacia B. aborfus, sclo que los tftulos son muy bajos con
respecto a los Acs totales lo que nos indica que las IgM son las que incrementan los
Htulos, esto se ve apoyado por el conocimiento de que el LPS activa la produccién de
IgM. Hay que tomar en cuenta que el caso M.L habfa tenido contacto con el género
Brucella por cuestioneslaborales desde antes dela infeccién, por lo tantoes probable
que haya existido una respuesta inmune previa a la enfermedad.

Bradstreet et al. observaron que ta IgM persiste en una infeccién subclfnica. Titulos
bajos de IgG algunas veces han sido detectados en pacientes previamente expuestos
abrucela, en la ausencia de signos cifnicos de infecci6n (51). Ademds se ha visto que
sujetos de riesgo laboral (veterinarios, quimicos‘) tienen un aumento en fos titulos de
anticuerpos pero no manifestaciones clnicas de brucelosis lo que sugiere una in-
feccién de bajo nivel (39). Por lo tanto un titulo de 1:160 o 1:320 sugiere brucelosis
cuando se acompafia de un curso clinico compatible en un paciente con una historia
deexposicién potencial, pero tienen menor significado diagnéstico en grupos respec-
tivamente expuestos a Brucella (1),

Enlos 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 conla declindén de
los tftulos de anticuerpos. Por Gltimo, en ninguno de los casos después de la decaida
de ttulos de IgG se observan ttulos altos para indicar una enfermedad activa (16} lo

que sugiere que los tratamientos aplicados fueron apropiados y no se prolongélaen-
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fermedad ya que en promedio alas 10semanas (2 1/2 meses) la presendia delgGera
minima,

Conlo anterior se puede dedudir que:

a).- Lamayorrespuestade Ac’slo provocanlos LPS y las inmunoglobulinas presentes
en mayor proporcién son las IgM, esto puede relacionarse con el hecho de que el LPS
activa preferentemente la produccién de estos anticuerpos.

b}.-En la respuesta hacia lo.s RCM es predominante la identificacién hacia protefnas
de peso molecular mayor a pesar de que se encuentran en menor concentracién que
1as de bajo peso molecular otras, esto nos indica que la concentracién de las fracciones

protefcas o LPS del antigeno no inftuyen en su antigenicidad.

b) Grupo de Brucelosis crénica

La caracterfstica principal que Hene este grupo es la poca intensidad de las bandas
reconocidas para todos Ios Ag“senlas 3 muestrasdecada caso. Esto va deacuerdocon
los titulos relati vamente bajos que constantemente se presentaron duranteel cursode
laenfermedad (con excepcién al caso A.M en el que en algunas muestras presenta un
ttulo de 1: 640). A pesar de lo anterior la afinidad que present6 hacia los Ag’s fué
minima ya que solo reconocié en la 2a y 3a muestra las protefnas 1 y 2 del RCM-99s
(53.7 y 47.86 Kda respectivamente). Bl caso anterior (A.M) y el caso M.A.H no
reportaron cultivo positivo y el caso A.T.S fué cultivo positivoa B. melitensis pero
aljgual que en el grupo deindividuos agudos se ve que el cultivo positivo o negativo
no influye en la intensidad o mayor reconocimiento de bandas.

El caso M. A.H reconocié Jas proteinas 3, 4, 5 det RCM-16 en 1a 1a. y 2a. muestra y en
la 3a. muestra las proteinas 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 dej LPS.

En cuanto a los ttulos 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
tuvomayores titulosde ariﬁcuerpos totales para B. melilensis peronohuborespuesta
para Ig parciales; ni para B. abortus . Esto es debido a que 1a IgM puede persistir con
o sin la presencia de anticuerpos IgG. El aumento o disminucién de la respuesta
inmune puede ser detectada aun si no correlaciona con las manifestaciones clfnicas
{39). Han reportado que la brucelosis crénica est4 asoclada generalmente con tftulos
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 pacientesenuna
recalda tienen un aumento de tftulos de IgG pero no cambian sus tftulos de IgM (51).
Otros autores hanencontrado que enlas recaidas se observan aumentos de IgM elgG.
Pellicer y col. (35) encontraron que la recaida est4 asociada con un aumento de tftulos
delgGelgA peronc delgM. Estotltimo estd deacuerdo a nuestros resultados ya que
hay aumento de las 2 Ig. En el caso A.T.S los tftulos de anticuerpos se presentan en
titulos bajos a lo largo de 1 afio sin que se presente un aumento significativo de tftulo.
Estos titulos de anticuerpos pueden existir durante afios sin que haya una infeccién
declarada (15).

¢) Grupo de vacunados

La vacuna utilizada fué la fraccién Pl, ésta fraccion fué obtenida de la extraccién con
fenol de células deslipadas, Desde 1967 se han hacho experimentos en poblaciones
humanas expuestas a lafraccién Pl, encontréndose quehay un dréstico decrecimiento
en la prevalencia de brucelosis en humanos; pero el mecanismo por el cuil la
vacunacién ha tenido un efecto benéfico no se ha determinado. En humano induce
un bajo pero significativo aumento de tftulos de anticuerpos anti-brueia encon-
trandose IgG, IgM e IgE (39).

Cuando seempez6 a utilizar ésta vacuna su ventaja era el estar libre de LPS-S, pero se
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encontré que la respuesta serol6gica en animales a pruebas dependientes de LPS-S
tene funcién protectora (14, 36).

En los 3 casos estudiados se observa un comportamiento de produccién de anticuer-
pos semejante hacia B.abortus yB.melitensis yen generalson titulos menores de 1:80.
El caso AL es el que presentd sintomalogfa aguda después de la aplicacién de la
vacuna (dolor de huesos, sudoraciones nocturnas) y un t{tulo 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 hacia fracciones proteicas de B. aborius  se dirigen mds frecuente-
mentealasbandas1,2,3ysoloelcasoX.C.Bhadia las protefnas 5, 6,7. Para B. melitensis
coinciden en el reconocimiento hacia las bandas 1-5 y el caso A.M.C a la banda 8.
Para el LPS el caso AM.C y X.C.B conforme transcurrela respuesta inmunol6gica se
da la respuesta contra el LPS ya que hasta la tercera muestra di6 positividad. El caso
A.L da reacccién contra la regién de alto peso rolecular del LPS en la fase principal
de la reacdén y en la dltima muestra no se tiene reconocimiento hacia antigeno
alguno, coincidiendo con el hecho de que el titulo de anticuerpos totales es bajo (1:40)
y no hay respuesta contra IgG.

En forma general la respuesta de IgG fué muy baja y la respuesta mayoritaria puede
decirse que fué de IgM. Es importante mencionar que al transcurso del tiempo hay
produccién de IgM pero no de IgG esto nos indica que la enfermedad no estd en
proceso activo y que la IgM se produce en forma constante pero baja. No se puede
asegurar que este grupo tuviera una respuesta preferente hadia algtin antigeno en
particular, perosegiin los titulos reportadosla respuesta inmunogénica noseestimulé

en gran parte por la aplicacién de la vacuna.



d) Grupo de convivientes

Sololos casos By D presentaron respuestas hacia los antfgenos; y en forma mayorita-
riaalosdetipoprotefco, ya queen el reconocimiento de LPS la intensidad es muy baja.
El caso B no reporta titulo de anticuerpos con las pruebas serolégicas de rutina, pero
sf presenta reconocimiento hacia el RCM-16 y RCM-99s y en bandas de peso
molecular tanto alto como bajo. Los tftulos bajos en este grupo de personas indican

que solo tienen una pequefia estimulacién inmunogénica ante el desaffo de la bacte-
ria. El rebafio con el que esté en contacto este grupo present6 una respuesta positiva
hacia las pruebas confirmativas de la presencia de brucela por lo que estas personas
han tenido contacto constante con los antfgenos brucelares, y estos desafios estimu-
laron anticuerpos de memoria y tal vez de protecci6n para que no tuvieran un cua-
dro dlfnico severo. Esto también puede estar afectado por la eficacia del sistema
inmune de cada persona para atacar a la brucela, el in6culo y 1a edad (24); aunque la
resistencia adquirida de modo natural a la brucelosis es s6lo relativa, ya que la
reinfeccién es frecuente y la presencia de anticuerpos cirulantes no asegura la

inmunidad ni evita la bacteremia (15).

e) Grupo de reaccién cruzada

Se presenté en forma minima un reconocimiento antigénico hacialos LPS. Lo anterior
indica que ésta técnica es mds especifica con respecto a las serolégicas ya menciona-
das, ya que presemtd en la IET una respuesta muy baja. En otros trabajos ya han
reportado que las reacciones cruzadas serolégicas presentes en cepas lisas de Brucella
y V.cholerae se deben a determinantes antigénicos comunes que se encuentran ensus
respectivos LPS (36, 37). Pero en este trabajo a pesar de que se estudiaron personascon
Htulosaltosa V. cholerae (caso 1) no presentaron una reaccién significativa en laNC
hacialos antfgenos estudiados. Estas personas también tuvieron reconocimientohacia
brucela pero en titulosbajos por lo que no podemos dedir que padezcan la enfermedad

yaque tampoco tuvieron cultivo positivo; ésto tal vez se deba a que tuvieronun fugaz
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contacto con la bacteria sin desarrollar la enfermedad ya que el inSculo tal vez fué
pequefio y por lo tanto estimularon anticuerpos que en estos casos y de acuerdoa los
cuadros correspondientes son de tipo IgM ya que las pruebas de MEA y MEM
resultaron negativas. Otra posible explicaci6n para los ttulos obtenidos contra
Brucella esel siguiemnte: el LPS estimula preferentemente la produccién de anticuer-
pos de tipo IgM los cuales son poco afines para el reconodmiento antigénico, por lo
tanto, en un determinado momento puede reconocer algiin antigeno semejantealos

deV. choleraz , a diferendia de la IgG, los cuales son més afines hacia el antigeno

) Grupo de control negativo .
No hubo reconocimiento hacia ningtin antfgeno por parte de los sueros negativos tra-

bajados, lo que descarta la posibilidad de una respuesta inespecifica de la técnica.

Como algo adidonal para este estudio, algunos sueros de los que se trabajaron se
enfrentaron a un sonicado de la cepa RB51 (cepa B.abortus 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 reaccién positivaindicaba que el LPS no influfa gran-
demente con la respuesta inmunoldgica y si daba negativa que no existia reaccién
hacia protefnas.

Se present6 solo una pequefia respuesta hacia el antigeno en 2 sueros de los 5
estudiados lo que no es significativo como para concluir que la respuesta involucre

solo protefnas.



8.0 CONCLUSIONES

-Las condiciones éptimas encontradas para cadauno delos antfgenos enlatécnicade
electroforesis son las siguientes:

Antigeno ug/pozo % A-B Sistema Corriente/gel
RCM-99S 20 12 Tricina-SDS 45 mA
RCM-M16 25 12 Tricina-SDS 45mA
LPS-BA 20 12 7 Laemmli 15mA
LPS-BM 5 12 Laemmli 15mA
Sonicado RB51 42 12 Laemmli 45mA

Las condiciones encontradas para la electrotransferencia son vélidas para todos los

ant{genos: 30v  300mA 6OW T=25h 4°C

- Los RCM de las cepas B. abortus 99s y B. melitensis M-16 comparten 9 bandas
protefcas con semejantes P.M,, dividiendose en 3 grupos: 54-43 Kda (3 bandas); 34-23
(4 bandas); y 19-15 (2 bandas). Pero la concentracién protefca de la cepa B. abortus es
mayor conrespecto a B. melitensis yaquelatinicabandabiendefinidaeslade18.6Kda.
Los antfgenos LPS no presentan el patrén electroforético caracterfstico en forma de
"escalera®, observado en corrimientos electroforéticos de otras gram negativas.

- El grupo de individuos con brucelosis aguda presenta una mayor respuesta inmu-
nolégica (principalmente IgM) hacia el LPS, y contra protefnas de alto peso molecular
(54-48 Kda).

- El grupo de individuos con brucelosis crénica se caracteriza por una respuesta
inmune baja en general ya que sus tftulos serol6gicos durante el periodo evolutino
de la enfermedad no se modificaron significativamente; tanto para LPS como para

protefnas.



-Convivientes. los resultados parecen indicar que el contacto constante y prolongado
(en dosis menores) con los antfgenos brucelares, no son capaces de desarrollar Ia
enfermedad en la mayoria de las veces y solo activan en forma ligera la produccién de
anticuerpos los cuales podrian servir como proteccién.

- En los vacunados no se puede concluir si la vacuna indujo la produccién de anti-
cuerpos en particular hacia algiin antfgeno, ademés de que los anticuerpos no se
produjeron en una concentracién significativa.

- La reaccién cruzada con V. cholerae presentada en los sueros trabajados puede

congiderarse nula en la téenica de IET (Western blot).

- El aporte del LPS hacdia la produccién de respuesta inmune en los individuos
estudiados es mayor con respecto a las protefnas.

- Los resultados obtenidos apoyan el conocimiento de que el LPS es un factor
importante en la produccién de una respuesta inmune por lo que es necesario
continuar con el estudio dela respuesta que involucre al LPS. La técnica de IET en és-
te estudio no presents inespecificidad por lo que podria ser una nueva alternativa
como prueba de rutina en el laboratorio.



9.0 APENDICE
Determinacién de protefnas por el método de PIERCE-BCA

El reactivo de ensayo de Pierce- BCA es altamente sensible para la cuantificacién
espectrofotométrica de proteinas. Este sistema combinala reaccién de proteinas con
el i6n Cu*? en medio alcalino produciendo un idn Cu ** el cual reacciona selectiva-
mente con el Acido bicincondnico (BCA). El producto de reaccién ptrpura formado
por lainteraccién de 2 moléculas de BCA con 1 ién cuproso (Cu*') es soluble en agua

y exhibe una fuerte absorbancia a 562 nm.

BCA &
Reactivo de ensayo - i
para proteinas -Cao \ 7 Coo
PROTEINA + CU+2 —b /Cu\
OH. H0 -coog coo-
i/

Complejo BCA-Cu*!

Figura 24. Representacién de la reaccién quimica que se lieva a cabo en la cuantifi-
caci6n de protefnas.

BCA { Ac. bicinconinico )} PM: 3688.27

Figura 25. Estructura quimica del &cido bicinconinico
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El diagnéetico serolégico de rutina en el laboratorio de brucelosis del DNDRE, abarca:
RB, ATA, ATM, MEA y MEM.

Todas estas prucbas detectan anticuerpos contra LPS y utilizan como ant{geno
extractos celulares. El criterio para determinar si son positivas es la presencia de una
reaccién de aglutinacién.

Laaglutinacién es una reaccién inmunolégica entre antigenos y anticuerpos, siendo
el antigeno particulado lo que facilita la visibilidad de la unién Ag-Ac al formarse
agregados microscdpicos. Con la ayuda de estareaccion se puede estimarel titulode
Ac’s por medio de diluciones (37).

Aglutinacién en microplaca para B. abortus yB. melitensis (ATAy ATM)

Se emplea como antigeno la célula completa. La aglutinacién se debe a anticuerpos
1gM e IgG, pudiendo contribuir 1as IgA. Un titulo elevado constituye un indicio de
infeccién, los titulos bajos o reaccién negativa no la excluyen, ya que en infecciones
localizadas y procesos en fase ardnica los titulos son bajos y hasta negatives. En el
laboratorio de Brucelosis, el titulo que se considera como indicativo de enfermedad
es de >1:160 (tomando en cuenta que una 2a. muestra ser4 mayor en titulo ) (13, 29,

37.

Aglutinacién en microplacacon 2-mercaptoetanol para B. abortus y B.melitensis
(MEA, MEM )

Esuna prueba semejante a la anterfor variando solo enla presencia del 2- ME, el cual
esun agentereductor capaz de inhibirla actividad aglutinante delasIgM rompiendo
sus enlaces disulfuro. Por lo tanto ésta prueba determina en su mayorfa IgG. La

positividad esindicadora deunainfeccién activa y estaria dada por IgG e IgA (13,37).



Rosa de Bengala (RB) _

Es més de tipo cualitativo. Ha suplido a la prueba de Huddleson ya que ésta iiltima
daba falsos positivos. Detecta IgM elgG. Utiliza como antfgeno una suspensi6n de B.
abortus 11195, quese tifie con el colorante Rosa de Bengala. Por mediode ésta prueba
no se puede saber si la infeccién es reciente o pasada y no cuantifica Ac’s contra
antfgenos de brucela, por lo tanto se procegle a realizar pruebas complementarias
como son las de ATA Y ATM (5, 13, 37).

Electroforesis

Las protefnas pueden separarse muy bien segiin sus pesos moleculares utilizando
electroforésis en geles de poliacrilamida (PAGE), en condiciones desnaturalizantes.
La mezcla de proteinas se disuelve en un medio con SDS (detergente aniénico que
rompe las interacciones no covalentes en las protelnas nativas), tambien se afiade 2-
ME o DTT parareducirlos puentes disulfuro y as( se pierde definitivamentela estruc-
tura primaria (42).

Los aniones de SDS se unen a la cadena principal a razén de 1 molécula de SDS por
¢/2 amino4cdidos, lo que da al complejo SDS-Proteina una carga negativa aproxi-
madamente proporcional ala masa dela protefna. Al serla carga negativa (adquirida
por la fijacién del SDS) muy superiorala carga propia dela protefna nativa, ésta carga

se considera despreciable,

Las proteinas pequefias se desplazan més rapidamente a través del gel quelas gran-
des, las cuales permanecen artiba, cerca del punto de aplicacién de la muestra. El de-
splazamiento de la mayorfa de las cadenas polipeptidicas es proporcional al logar-

itmo de su masa (algunas protefnas ricas en az\icares migran de forma anémala (42).



Las separaciones electroforéticas se realizan casi siempre sobre geles de polia-
crilamida por 3 razones principales:

-Los geles suprimen las corrientes de conveccién producidas por pequefios gradientes
de temperatura, favoreciendo una separacién més efectiva.

- Son qufmicamente inertes y se forman con fadilidad mediante polimerizacitn dela
acrilamida. Escogiendo distintas concentraclones de acrilfamida y metil bisacrilamida
(reacrivo querealiza enlaces cruzados) se pueden conseguir tamafios de poro contro-
lados. Fig. 26 a.

Los geles sirven de tamices moleculares que potendializan la separacién. Las molécu-
las m4s pequefias que los poros del gel se desplazan facilmente a través de é); las
moléculas mayores quelos poros permanecen casi inmoviles. Las de tamafio interme-
dio se desplazan con diversos grados de dificultad (42) Fig. 26 b.



rllo H o ..‘.Qo

il Lol ® ° se®
HC=C-C-NH, + {CH,=C-C-NH-),CH, Py
acrilamida metilbisacrilamida
$,0,% (persulfato)
( 2 S0, . (radical sultato libre)
v
CONH, CONH,
I t
-CH,-CH-CH,- CH-CH2- CH-
!
COI;IH

CH2
CONH
- CH, G - CH, - GH- CH2- CH -
CONH, CONH,

Figura 26. Las separaciones en gel de acrilamida-bisacrilamida tiene como ventajas a) El tamaito del poro puede controlarse de acu
a la concentracién utilizada de acrilamida- bisacrilamia y b) Son tamices moleculares que potencializan la separacién (42).



Western Blot 0 inmunoelectrotransferencia

Ha sido reconocida como una herramienta 1til no solo para investigacién sino
tambien como técnica de rutina en el serodiagndstico de una enfermedad. La técnica
es tan sensible como el inmunoensayo enzimético estindar, pero es més especifico.
Esta gran especificidad es obtenida debido a la visualizaci6n directa de la reaccién
ant{geno-anticuerpo con antfgenos conocidos aislados del agente infeccioso. La IET
€3 ura combinacién de 3 pasos:

- Separacién de los compor;ent& antigénicos por electroforesis.

- Electrotransferencia del ligando separado por electroforesis Fig. 27 y

- Elinmunoensayo para la identificacién de la reactividad con el ligando.

LalIET es principalmente una témnica cualitativa, El anélisis delos resultados es hecho
en base a 2 criterios:

- La presencia de una banda especifica, de un patrén especifico o de un niimero
minimo de bandas de pesos moleculares.

-Laintensidaddelatindéndelasbandas, puedeser visualmenteo conundensiiémetro.

(-) cétodo

cormmiente
eléctrica

\|
{+) 4nodo

Figura 27. Esquema del cassette de IET. El flujo de corriente va del citodo (-) al
dnodo (+). a) Tapa del cassette; b) alinohadilla de Scotch brite; c) Papel filtro; d)
hojade NC ye)gel (1).



Tincién de plata para LPS y proteinas en geles de poliacrilamida.

El AgNO, del componente principal de la tindén es también wsado para teftir
azticares; sugiriendo que ésta tind6n puede usarse para detectar LPS después de
electroforesis en gel, con &cido pery6dico, seguido de un tratamiento con AgNo,
amoniacal y sub t te un d o}lo de color con una soludién de 4cido

ditrico-formalina. El 4cido peryodico incrementa la sensibilidad de 1a tincién 5 veces
més que si no se usara. El fundamento aiin no se tiene daro pero se cree que el Ifpido

A del LPS es el componente reactivo en ésta tindén.

Lo anterior indica que Ia presencia de cis-glicoles sensibles a peryodatoen el core y
la cadena lateral polisacdrida dela molécula favorecenla tincién. Un LPS hidrolizado
en forma 4cida no es tefiido presumiblemente por que se pierden partfculas de Ac. 3-
desoxi-D-manooctulasénico (KDO) (27, 45).



10. BIBLIOGRAFIA

1.-Balows, A, & Hansler, W. ]. Manual of clinical microbiology. 9a. edition. American
Sodiety for Microbiology. Washington 1991. pags.: 93-98, 460, 461.

2.- Berman, D.T. & Kurtz, R. S. Relationship of Biological Activities to Structures of
Brucellaabortus Endotoxin and LPS. Ann. Inst. Pasteur/Microbiol. (138):98-101.1987.
3.- Bienestock and Begus, A, D. Mucosal immunology. Immunol. (41): 249-263. 1980.
4.- Brade, L; Brandenburg, K.; Kuhn, H.; Kusumoto, S.; Macher, 1.; Rietschel, E. &
Brade, H. The immunogenicity and Anﬁgé:nidty of Lipid A are influenced by Its
Physicochemical State and Environment. Infect. Immun. 55 (11): 2636-2644. 1987.
5.- Buchanan, T. M. & Faber, L. C. 2-Mercaptoethanol Brucella Agglutination Test
Usefulness for predicting Recovery from Brucellosis.]. Clin. Microbiol. 11(6): 691-693.
1980.

6.- Bundle, D. R ; Cherwonogrodzky, J. W.; Caroff, M. & Perry, M. B. The Lipopolysa-
ccharides of Brucellaabortus and B.melitensis. Ann. Inst. Pasteur/ Microbiol. (138):
92-98. 1987.

7.-Bundle, D.R ; Cherwonogrodzky, J. W.; Gidney, M. ].; Meikle, Peter ].; Perry, M. B.
& Peters, T. Definition of Brucella A and M Epitopes by Monoclonal typing reagents
and Synthetic Oligosaccharides. Infect. Immun,'57(9): 2829-2836. 1989,

8.-Bundle, D.R; Cherwonogrodzky, J. W. & Perry, M. B. Characterization of Brucella
polysaccharide B. Infect. Immun. 56 (5): 1101-1106. 1988.

9.-Bundle, D.R. & Perry M. B. Structureand Serology of theBrucellaabortus C-antigen.
Biochem. Society Trans. (13): 980-982. 1985,

10.- Caroff, M.; Bundle, D. R; Perry, M.; Cherwonogrodzky, ]J. W. & Duncan, J.R.
AntigenicS-Tipe Lipopolysaccharideof Brucella abortus 1119-3. Infect. Immun, 46 (2):
384-388. 1984,

11.- Cross, A. S.; Sidberry, H. & Sadoff, J.C. The Human Antibody Response During
Natural Bacteremic Infection with Gram-Negative Bacilli against Lipopolysaccharide

90



Core Determinants. J. Infect, Dis. 160 (2): 225-236. 1989.

12.-Cruz, R. y Calderén, E. Pared Celular de Bacterias Gram negarivas. Infectologia
{11): 675-682. 1982.

13.-Delgado, D. Estructura y propiedades biolégicas dealgunosantigenos de Brucella.
ENBC. Tesis Doctoral. México 1987.

14.- Dubray, G. Protective Antigens in Brucellosis. Ann, Inst. Pasteur/Mirobiol. (138):
84-87. 1987.

15.- Dulbecco, D. Tratado de Microbiologia. SALVAT. Barcelona, Espafia 1988. pags.
:838-842,

16.- Evans, A. S. & Feldman, H. A. Bacterial infections of Humans Epidemiology and
Control. Plenum Medical Book Company. New York and London 1982. Cap. 6. pags:
119-139.

17.-Garin-Bastuji, B.; Bowden, R. A; Dubray, G. & Limet, J. N. Sodium Dodecyl Sulfa-
te Polyacrylamide Gel Electrophoresis and Immunoblotting Analysis of Smooth-
Lipopolysaccharide Heterogeneity among Brucella Biovars Related to A and M
Specificties. [. Clinical Microbiol. 28 (10): 2169-2174. 1990.

18.- Gell, P. G. H. Clfnica inmunolégica. 2a ed. Edit. Salvat. Barcelona 1980.

19.- Goldbaum, F. A.; Rubbi, C. P.,; Wallach, ]. C.; Miguel, E.; Baldi, P. C. and Fossati,
C. A. Diferentiation between Active and inactive Human Brucellosis by Measuring
Antiprotein Humoral Immune Responses. ]. Clin. Micrrobiol. 30 (3): 604-607. 1992,
20.- Hernéndez V., R. Ma. Protefnas de la Membrana Externa de las Bacterias Gram
negativas. Infectologia (8): 371-378. 1983.

21.- Hitchcock, P. Aberrant Migration of Lipopolysaccharide in Sodium Dodecil
Sulfate/ Polyacrilamide Gel Electrophoresis. Eur. ]. Biochemn. 133: 685-688. 1983.
22.-Hitchcock, P.J. & Brown, T. M. Morphological Heterogeneity Among Salmonella
Lipopolysaccharide Chemotypes in Silver-Stained Polyacrilamide Gels. . Bacteriol.
154 (1): 269-277. 1983.

91



23.- Izzuj, S.; Morrison, D. C.; Curry, B. & Dixon, F. ]. Effect of Lipid A-Associated
protein and Lipid A in the expression of Lipopolysaccharide Activity. 1 Inmunologi-
cal activity. Immunol. 40 (1-3): 473-482. 1980.

24.- Joint Food and Agricultura Organization. Word Health Organization, Expert
Committe on Brucellosis. Sixth Report. WHQ/Report. Series No. 7490. Geneva, 1986.
25.- Jongh-Leuvenink, J. De; Breede, R.J. W.; Marcelis, J. H.; Bos, M. De & Verhoef, J.
Detection of Antibodies against Lipopolysaccharides of Escherichia coli andSalmonella
R and § Strains by Immunoblotting. Infeq, Immugn. 50 (3): 716-720. 1985.

26.-Kerr, W. R ; Payne, D. J. H.; Robertson, L. & Coombs, R. R. A. Immunoglobulin
Class of Brucella Antibodies in Human Sera. Immunol, (13): 223-225, 1967.

27.- Kropinsky, A. M,; Berry, D. & Greenberg, E. P. The basis of Silver Staining of

Bacterial Lipopolysaccharides in Polyacrylamide Gels. Curr. Microbiol. 13: 29-31.
1986.

28.- Lesse, A.J; Campagnari, A. A; Bittner, W.E & Apicella, M. A. Increased
Resolution of Lipopolysaccharides and Lipooligosaccharides utilizing Tricine-So-
dium Dodecyl] Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis. J. immunol. Meth, 126
(1): 109-117. 1990.

29.- Lopez M.; A. Brucelosis: Avances y perspectivas. INDRE # 6 5.5.A. México, 1991.
30.- Meikle, P. J; perry, M. B; Cherwonogroctzky, J. W. and Bundle, D. R. Fine
Structure of Ay M Antigens from Brucella biovars. Infect. Immun.57 (9): 2820-2828.
1989.

31.- Moreno, E.; Borowiak, D. & Mayer, H. Brucella Lipapolysaccharides and Polysa-
ccharides. Ann, Inst. Pasteur/Microbiol. (138): 102-105. 1987.

32.- Moriy 6n, I.; Gamazo, C. & Dfaz, R- Properties of the Quter Membrane of Brucella.
Ann. Inst, Pasteur/Microbiol. (138): 89-91. 1987.

33.- Morrison, D. C. & Ulevitch, R. J. The effects of bacterial Endotoxins on Host
Mediation Systems. Am. J. Pathol. 93 (2): 527-537. 1978,



34.- Morrissey, J. H. Silver Stain for Proteins in Polyacrylamide Gels: A Modified
Procedure with Enhanced Uniform Sensitivity. Anal, Biochem. (117): 307-310. 1981.
35.- Pellicer, T;; Ariza,, ].; Fo, A.; Pallares R. & Gudiol F. Specific Antibodies detected
during Relapse of Human Brucellosis. ]. Infect. Dis. 157 (5): 918-924. 1988.

36.- Plommet, M.; Serre, A. & Fensterbank, R. Vaccines, Baccination in Brucellosis.
Ann Inst. Pasteur/Mlcrobiol. (138): 117-121. 1987.

37-Ruiz, R, R Investigacibn de reaccion fa_en suer e pacien
oom V. dholerae . Tesis de Licenciatura. UNAM. México 1993.

38-Santos, J. M.; Va'slmat.e, D. R;; Pereyra, V. Y. & Winter, A. J. Outer Membrane
Proteins from Rough. Stains of Four Brucella Spedies. Infect. Immun. 46 (1): 188-194.
1984

39.-Serre, A; Bascoul, s.; Vendrell, . P. & Cannat, A. Human Immune Response to
Brucella infection. Ann. Inst. Pasteur/Microbiol. (138): 113-117. 1987.

40.-Stott, D. L Inmunoblotting and dot blotting. I. Immunol. Meth. 119 (1-2): 153-187.
1989.

41 -Sriranganathan, N.; Baoyle, S. M.; Schurig, G. & Misra, H. Superoxide dismutases
of virulent and avirulent strains of Brucella abortus, Vet. Microbiol. 26: 359-366. 1991.
42 -Stryer, L. Bioqufmica. Tomo I. 3a. ed. Reverté, 5.'A. Barcelona 1988. pp: 43-47.
43.-Towbin, H. & gordon, . Immunoblotting and Dot knmunobinding Curront Status
and Outlook. J. Immunol. Meth. 72 (2): 313-340. 1984.

44.-Towbin, H.; Stachelin, T. & Gordon, J. Electrophoretic Transfer of Proteins from
Polyacrylamide Gels to Nitrocellulose Sheets: Procedure and Some Applicattions.
Proc. Natl. Acad. Sci. 76 (9): 4850-4854. 1979,

45.- Tsai, Chao-Ming & Frasch, C. E. A Sensitive Silver Stain for Detecting Lipopoly-
saccharides in Polyacrylamide Gels. Anal. Biochem. (119): 115-119. 1982,

46-Valle, V., J.G.; Inmunoensayo Enziméticoen papel denitrocelulosa (DOT-ELISA)
como Método Diagnéstico en la Brucelosis Humana, Tesis Licenciatura. UNAM.
México 1992

93



47.-VanDam. AljeP.; Vanden Brink, Heleen G. & Smmenk, R.]. T. Technical Problems
Concerning the use of Immunoblots for the detection of Antinuclear Antibodies. J.
Immuno}. Meth. (129): 63-70. 1990.

48.- Verstreate, D. R. 7 Winter, J. Comparison of Sodium Dodecyl Sulfate-Poly-
acrylamide Gel Electrophoresis Profiles and Antigenic Relatedness Among Outer
Membrane Proteins of 49 Brucella abortus Strains. Infect, Immun. 40 (1): 182-187.1984.
49.-Winter, A. J. Outer Membrane Proteins of Brucella. Ann. Ingt. Pasteur / Microbiol.
(138): 87-89. 1987.

50.- Yeh, Hung-Yueh & Jacobs, D. M. Characterization of Lipopoolysaccharide
fractions and their interactions with Cells and Model Membranes. I. Bacteriol. 174 (1):
336-341. 1992.

51.- Young, E. J. & Carvel, M. J. Brugellosis: Clinical and Laboratory Aspects. Boca
Raton, FLA.: CRC PRESS, INC. 1989.

@

o



	Portada
	Índice
	1.0 Introducción
	2.0 Generalidades
	3.0 Justificación del Estudio
	4.0 Objetivo General
	5.0 Material y Métodos
	6.0 Resultados
	7.0 Discusión
	8.0 Conclusiones
	9.0 Apéndice
	10.0 Bibliografía



