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RESUMEN.

La enfermedad producida por Dermatophifus congofensis (D. congolensis} es llamada
streptothricosis o demmatofilosis. Esta tiene una distribucion mundial afectando a muchas
especies animales; no obstante, 1a infeccién se observa mas frecuentemente en ganado
boving, ovino, caprino y equino.

La dermatofilosis es responsable de |a muerte de un gran numern de animales que |a
padecen. La infeccibn se manifiesta por una invasién en las capas superficiales de la
epidermis produciendo dermatitis exudativa, picderma superficial v en ocasiones se
desarrolla linfadenitis supurativa o [esidn subdemmal granuiomatosa.

La identificacién de D. congolensis generalmenie se basa en el hallazgo de las
caracteristicas morfoldgicas especificas en la tincion y el crecimiento en los medics de
culivo para D. congolensis; la identificacidn definitiva se hace en base en cierias
propiedades bioguimicas.

Los antigenos de D. congolensis que estan involucrados en una respuesta inmunsoldgica
no han sido bien definidos, el presente irabajo pretende identificar ics antigencs
inmunodominantes en las cepas aisiadas a partir de ovinaos.

Para tal efectc se realizard la identificacion electroforética de ias proteinas que
constituyen a D. congofensis en geles de poliacrilamida dodecil suifato de sodic (SDS-
PAGE); posteriormente se realizaré e reconocimiente de los  antigenos
inmunodominantes por la técnica de inmunotransferencia, para fo cual seran producidos

previamente sueros hiperinmunes en conejo contra este actinomiceto.



|. INTRODUCCIGN.

1.1 GENERALIDADES.

La infeccién provocada por Dermafophilus congolensis {dermatofilosis) es
una enfermedad en la piel que puede ser aguda, subaguda o crénica gue afecta a
un amplio rango de especies animales y al hombre. Esta tiene una distribucidn
mundial con mayor prevalencia en regiones himedas, tropicales y subtropicales
(Zaria, 1993).

La dermatofitosis fue reportada en 1810 por Van Szaceghem (Pospil, 19982).
Esta infeccién fue descerita como una enfermedad especifica del ganada bovine en
el antiguo Congo Belga y al agente que la provoca se le denomind Dermatophilus
cengolensis (D.congolensis) (Helt, et. al., 188 4).

Esta infeccidn es también conocida bajo diferentes nombres dependiendo
ge la especie hospedadora v de su apariencia clinica. Esta fue originalmente
llamada “dermatitis contagiosa” pero debido al ndmero de agentes infecciosos
conocidos que causan dermatitis bovina, el nombre resultaba inapropiado.
Algunos clros nombres empleados como dermatitis nocardial v nocardiosis
cutdnea son errénecs ya que el agente causal es morfolégicamente distinto de
Nocardia. La enfermedad en ovejas es comunmente denominada dermatitis
micotica y 1a infeccidn en ganado bovino se denomina estreptolricosis cutanea,
aunque existen otros nombres locales incluyendo: enfermedad de Senkobe en

Africa central y Kirchi en Nigeria (Zaria, 1993).



E! término dermatofilosis es un nombre coman para esta infeccion en todas
las especies afectadas (Radostits, 1885).

Originaimente el agente etioldgico de la infeccidn fue nombrado
D.congolensis; postericrmente se designd como Actynomices dermatonomus,
Actynomicas congolensis y Streptothnx bovis, actuaimente esta clasificada dentro
de la familia Dermatophifaceae con un $6i¢ género (Austwick, 1985). Alguncs
autores han estudiado e! género Dermatophifus iratandoc de ampliarlo con otras
dos especies D. pedis y D. dermalonomus. No obstante, estudios serolégicos v
bacterioldgices demostraron que estas cepas pertenecen a D congolensis siendo
asi la Unica especie del género (Pijoan y Tortora, 1866).

La dermatofilesis es .considerada por la Organizacion de ias Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacidén (FAQ) como una de las cuatro
principales enfermedades bacteriologicas que afectan al ganado vacuno y otos
animales como ovejas, cabailos y cabras; consecuentermente afecta el desarrolio
de la industria del ganado en regiones tropicales especialmente en Africa en
donde fue reportada también la infeccidn naturzl en camellos (Sanders, et. al..

1981).

ol



1.2 MORFOLOGIA.

El agente causat de la dermatofilosis es una bacteria Gram positiva,
microaerofilica, filamentosa, la cual se encuentra sélo en la epidermis.

Esta bacleria presenta caracteristicas especiales en cuanto a su forma de
reproduccion. El estado infectivo son cocos moviles llamados zoosporas que son
straidos hacia lesiones microscopicas del estrato cémeo donde profiferan hasta
formar filamentos largos mal nombrados micelios; estos filamentos se dividen
hasta formar paquetes de zoosporas las cuzles pueden permanecer en las
costras formadas y pueden sobrevivir por pericdos muy prolongades cuando las
condiciones son favorables, estos paquetes son liberados produciendo nuevas
infecciones {Pijoan y Tortora, 1988).

L.a germinacion de la espora da lugar a un micelio de fiiamentos estrechos
y puntiagudos con ramificacidn laterat en angulo recto. Al trazarse los tabiques
longitudinales, los ilamantos se abren desde su digmetro inicial de 0.5 a2 1.5 um,
siempre adelgazandose distaimente, La formacién de enjambres de zoosporas
cocoides modviles completa el ciclo, tal como se ilustra en 1a figura 1 (Nicolet,

1985).

Ea



Figura No 1,

Ciclo evolutivo de D.congolensis.

(Nicotet, 1985).

1.3 PATOGENIA.

Existen muchas incognitas sobre el conocimienio de la pa‘.ﬁgenia de la
dematofilosis, se sabe que las costras y escamag de animales infectados
generalmente contienen elementos vivos de L.congofensis; cuando los animales
estdn sanando las costras y escamas se desprenden, sugiriendo que un animal
contaminado podria infectar a ofros {Pijoan y Tortora, 19868). No obstante, puede
presentarse una inhibicién de D.congolensis por sustencias producidas por
bacterias encontradas soLre la piel de animales sangs. Se ha reportado que la
piel de borregos sanos contiene actividad inhibitoria para el crecimiento in vifro de

D.congofensis (Kingali, et. al; 1990).

en



Estudios efectuados en Australia demosiraron que D.congofensis sobrevive
muy poco cuando cae en Un ambiente dende existe competencia microbiana. El
conocimiento de esta enfermedad sugiere que en |la mayoria de ios casos un
animal enfermo es la fuente de infeccidn. Ademés se ha sugerido que la
transmision del agente puede esiar dada por vectores tales como garrapatas,
moscas y otros artropodos. No obstante, queda mucho por estudiar a cerca de la
transmisién de} agente de un hospedador a otro. Algunos otros factores tales
como humedad prolongada por Hluvias constantes, o bien pequefas lesiones en la
pie! favorecen la presentacion de la enfermedad (Pijoan y Tortora, 1986).

La infeccién por D.congolensis ocurre cuando &l organismo vence ias tres
barreras que profegen ia piel: 1) fa epidermis donde se encuentra ! pelo o la
lana, 2) la capa cerosa o sebo, y 3) al estrato coérneo. Cuando el microorganismo
atraviesa estas barreras se multiplica en ia epidermis la cual se separa de la
dermis como un resultado de infillracion, caracterizada por la formacion de
exudado. E! organismo se encuentra rara vez en la dermis, excepto cuando
infecta foliculos capilares. Se ha reportado que Iz hifa de D.congolensis es
invasiva y ejerce la fuerza mecanica necesearia para penetrar las células
epidermales (Zaria, 1993).

Los mecanismos de invasidn puedsn ser blogqueadcs mediante |a
estimulacién de anticuerpes especificos de sotipo IgM e 1gG2 que favorecen la
inmovilizacion de las zoosporas en la superficie de la piel en rumiantes

previamente inmunizados {Jenkinson, et al; 1989).



La hifa es la etapa del ciclo bioldgico mas estrechamente refacionada con
‘a permanencia del microorganismo vivo en a epidermis.

Andlisis de ias caracteristicas bioquimicas, morfologicas y de cultivo fuercn
estudiadas para establecer su relacion con factores de palogenicidad. Asi se
tiene que cepas que presentaron actividad hemolitica y enzimatica asociada
contra caseina vy lipidos tienen relacién con la infectividad (Ellis, et. al; 1993).

Durante crecimientes in vifro la hifa secrela antigencs y enzimas
protecliticas en el medio de cultive. La actividad proteolitica se ha asociade a la
virulencia de D.congolensis (Ambrusen, 1996). Se puede presentar una invasion
bacteriana secundaria y producir una supuracidn extensa y una toxemia severa
(Radostis, 1985), o bien producirse una infeccion simultérea por virus. Se ha
reportado que la dermatofilosis puede estar asociada con el virus de ectima
contagiosc en borregos (Terora, et al; 1991).

La dermatofilosis en ovinos, afecta las partes cubiertas con lana. Los
signos temprancs de la infeccion son observados como édreas eritematosas
seguidas de exudado con formacion de costras las cugles se separan de la piel
cuando la lana crece; es posible que estas costras permanezcan unidas a la lana,
o bien si ias fibras de 1a 1ana se rompen las cosiras pueden desprenderse. En
cases cronicos las costras y 1as fibras unidas 3 ellas pueden permanecer pegadas

a la piel produciendo con ello un engrosamiento y endurecimiento de [a misma.



Si es removido <sle material es comun observar (lceras con puntos
hemorragicos que le dan la apariencia de fresa, de ahi que a esta infeccion se le
de el nombre de pudricién en fresa o Dermatitis proliferativa {Pijoan y Tortora,
1588).

En las etapas subsecuentes de la infeccién ocurre una extensa
proliferacion en la rafz del foliculo capilar, lo cugl probablemente represente e!
sitio inicial de infeccidn en la enfermedad nstural {Radostis, 1985). Resultados
experimentales han establecide que D. congolensis causa granulomas y abscesos
en la epidermis (Jubb, et al; 1985). Las lesiones granulomatosas consisten de
colonias bacterianas en el centro rodeada principalmente por neutrdfiios,
macréfagos y células epiteliales {(Momotani, et. ai; 1984).

En la respuesta inflamatoria mediada principalmente por neutréfilos, se
inhibe la penetracion profunda de D. congolensis. A las 24 horas pos-infeccion, la
regeneracion epidermal se establece y después de 36 horas la epidermis esta
totaimente regenerada. La presencia de la bacteria estimula un proceso de
queratinizacion prematura en la epidermis debido a la produccion y excrecion de
exoenzimas capaces de degradar queratina {Hanel, et al; 1991) asi [a bacteria
invade el epitelio convirtiendo al folicule capifar en un reservoric permanente
estimuidndose asi otra respuesta inflamatoria (Jubb, et. al; 1985},

La dermatofiicsis afecta la reproduccion animal en varias formas, en 1983
se reportaron algunos casos de esterilidad en toros que presentaban infeccion

escrotal generalizada y espermatogénesis ancrmal.



Las vacas pueden sufrir de atrofia de ovarios como resultado de un efecto
debilitante general provocado por la infeccidn (Samui y Hugh-Jonese: 1990).

Se ha observado también gue |as lesiones que se presentan en el vientre
de las vacas a menudo afecta ias ubres provocando con esto la formacién de
costras haciendo casi imposible que amamante a 1905 animales lactantes, esto
eventualmente conlieva a un bajo crecimierio de los animales lactantes y puede
resultar tetal para animales jévenes {Samui y Hugh-Jones; 1980).

En humanos, la enfermedad ha sido reconocida en varias formas y algunos
investigadores creen que D.congolensis puede estar asociade con gueratolisis
humana (Loyd and Walker. 1693). Ademas se ha observade en humanos gue la
dermatofilosis produce una dermatitis pustular dolorosa aguda. Recientemente [a
bacteria ha sido identificada microscopicamente en la lesion de queratdlisis
gemostrandose que es e agents causal de esta enfermedad asintomatica erosiva
la cual es confinada primeramente al estrato coémeo de la piel (albrecht, et. al,
18741, Sin embarge ta enfermedad no es muy reportada en humanos, por lo tanto
se tiene poco conocimiente de la relacidn de este agente infeccioso en humancs

{Noble, 1880},

[¥e]



1.4 EPIDEMIOLOGIA.

La enfermedad es mas comun en regiones tropicales v subtropicales donde
puede provocar grandes pérdidas econdmicas, por ejemplo, se ha reportado que
la dermatofilosis afecta el ganado bovino teniendo un gran impacto principalmente
en la produccién de leche en ganado en Zambia (Samui and Hugh-Jones; 1990).

El dafic a la lena provoca severas perdidas econdmicas representadas por
una disminucién del 3%% de su valor y un 40% en e valor de Ia piel (Radostis,
1985). Ademas, esta enfermedad tiene gran impacto en la reproduccion del
ganade vacuno, produccién de leche y carne (Samui y Hugh-Jones, 1890; Wiikinson,
16790,

Estudics realizados en ganado en Africa reportan porcentajes de
prevalencia de aproximadamente el 15% con un porcentaje de infeccion del 100%
en algunos rebafos. En climas templados la enfermedad es esporadica, pero
puede representar un factor de considerable importancia econdmica en manadas
y rebafics donde existen factores predisponentes gue resulten en una alta
prevalencia de la enfermedad {Radostis, 1885).

Animales de fodas las edades son susceptibles, incluyendo lactantes de
pocas semanas de nacidos. En los animales jévenes la infeccidn inicia en el
hocico probablemente debide al contacto directo con el cuerpo de la madre al
momentoa de alimentarse (Radostis, 1885). 8e han comprobade
experimentatmente que la ma! nutricidn de animales jdvenes influye en una mayor

predisposicion a la infeccidn por D.congolensis (Sanders, et. al; 1880), afectando



también los resultados obtenides en la aplicacién de vacunas {Sanders et. al,
1991).

Se sabe que la susceplibilidad de los animzles esta dada peor las
deficiencias en los mecanismos de inmunidad inespecifica. Sasaika y coi. en 1893
han enfatizado que defectos en la inmunidad mediada por células granulociticas,
macréfagoes v células NK incrementan la susceptibilidad a la dermatofilosis en
ratones gnotohidticos con deficiencia inmune congénita; en contraste, agusllas
ratones atimicos con defictencia de células T fueron mencs susceplibles a

padecer ia infeccion (Sasairka, et. af; 1983).

1.5 INMUNCLOGIA.

La inmunclogia de la dermatofilesis no esta bien entendida; no obstante
estudios en ta meteria se han enfécade principalmente a la serologia como
evidencia. gsi como también a la investigacion de sus componentes antigénicos
coma posible herramienta para el diagnostico. La evaluacidn de |a respuesta
inmunitaria durante la infeccién por D.congolensis puede proveer valicsas
herramientas para el diagnostico de fa infeccion . El uso de técnicas de biologia
melecular y de anticuerpas monocionales para estudiar ios antigenos de L.
congolensis asi como [a evaluacidn de la respuesta inmunoldgica puede ayudar a
establecer un diagndstico efective para aquellos animales que presentan

dermatcefilosis (Zara, 1993: How, et al; 1988},



Para el examen microscépico de las muestras es necesario preparar frotis
gruesos tedidos con el colorante de Giemsa aungue también se puede utilizar
azut de metileno ¢ colorante de Wright. El material clinico puede ser cultivade por
estria directamente a un medio sdlido o bien, puede ser puiverizado primeramente
en un mortero, diluyéndose con sclucidn salina fisiclogica y después ser
inoculado. Para su crecimiento, la badleria requiere de un medio enriquecido
como agar sangre o agar BHI {Fijoan y Torcra, 1986}, No crece en medios de
Sabourzud ni en medios gue contengan antibidticos (Bailey y Scotts, 1630). A
pesar de esta condicidn, se han desarrollado dos medios para el aislamiento de
D.congolensis los cuales contienen combinaciones de metanosuifonato de
colisting, acido nalidixico, nistatinag y verde de malaguita {(\Wekhe, S N; 1989).

Se ha reportado que las cepas de D.congolensis crecen bien
aerdbicamente a 37°C en los medios selectivos mencionados anteriormente. Se
ha observado también un crecimiento abundante empleando medio de Loeffler,

Las colonias ohservadas son irregulares de color grisdceo con una textura
granular y presentan B hemdlisis después de 24 horas a 37°C en agar sangre
(Bailey and Scofts, 1990} Las coionias de aislamientos frescos comienzan a
hacerse mucoides aproximadamente a las 72 horas (Lennette, 1987). Las pruebas
bioguirnicas como catalasa, ureasa, hidrélisis de caseina, entre otras representan
una buena herramienta en el diagndstico acertado de D.congelensis (Carter and

Cole, 1980). Se ha propuesto también que el empleo de la técnica de

[F¥)



contrainmunoelectroforesis resulta ser un método dtil v efectivo en el diagndstico

de la infeccidn por esta becteria (Makinde and Majiyagbe, 1982).

1.7 TRATAMIENTO.

El tratamiento de la infeccicn se realiza de forma individualizada,
administréndase antibidticos por via parenteral en dosis Unica, generalmente con
resultados efectivos. Tetraciclina (Smg/Kg de peso) y tetraciclina de amplio
espectro {20 mg/Kg de peso} ofrecen excelentes resultados en ganado vacuno y
ovejas. La penicilina vy la estreptomicina en altas dosis (70 mg de estreptomicina y
penicilina procainica G 70.000 unidades/Kg de peso) se ha recomendado con un
100% de eficacia en oveias con infeccién generalizada (Scrivener and Vizar, 1985)

La ciclofosfamida administrada coraimente en dosis de 25 mg/Kg de peso
solo representa un tratamiento efective en el 77% de los casos, cuando esie
tratamiento se combina con penicilina por via parenteral y esfreptomicina el
porcentaje de recuperacion se incrementa hasta 93% (Radostits, 1885).

B.congolensis es susceptible a muchos antibidticos; no obstante, la
reinfeccion es relativamente frecuente debide a que la dosis terapedtica fracasa
para alcanzar al microorganismo en las costras que presentan una distribucion
dispersa. Para controlar |la infeccion, el tratamiento de casos clinicos debe ser
probado con antibidticos capaces de alcanzar niveles séricos bactericidas sin

riesgo de toxicidad para el animal (Hermoso de Mendoza, et. al; 1994).



Los antigenos que nrovocan una resblesta inmunoldgica no han sido bien
definides, estos podrian Larticipar como factores de pategenicidad o virulencia

{Ambrusen, 1885).

1.6 DIAGNOSTICO.

El diagndstico primario de dermatofilosis esté basade en los signos clinicos
de la enfermedad, principalmente en la aparicién de lesiones caracteristicas sobre
el cuempo de animales infectadecs. La demostiracion de la presencia del
microorganismo en una observacion directa al microscopio de una muestra de la
lesidn, tefida con Giemsa es importante para el diagnostico presuntivo (Pijoan y
Tartora, 1986). Ei diagnostico confirmatorio de {a enfermedad se puede hacer
mediante el aislamiente del microorganismo por cultivo en medios bactericldgicos
¥ su posterior identificacion mediante un perfil de pruebas bioquimicas. La
inoculacion de material obtenide de znimales infectados en animales de
laboratorio como conejos, cobayas o ratas se realiza con el fin de provocar la
infeccion experimentalmente; |la evaluacién del tipo de lesién caracteristica de
esta bacteria se emplea como una forma de diagnéstico. Se ha reportado
también que OD.congolfensis puede propagarse en embriones de poilo,
especiaimente si ta fuente de donde se obtiene no esta muy contaminada por
otros microorganismos, adicionaimente puede ser empleado en el diagndstice de

la enfermedad (Zana, 1993).



fl. OBJETIVO GENERAL.

ldentificar mediante  electroforesis e inmunofransferencia  antigenos
inmunocdominantes en cepas de Dermatophifus congolensis aisladas a partir de

rmuestras clinicas de ovinos.

lil, OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Aislar e identificar @ D.congolensis a partir de muestras clinicas de ovinos.

2. Realizar la separacién e tdentificacion mediante corrimiento electroforético de
proteinas de D.congolensis.

3. Producir suero hiperimune en conejo contra 1as zoosporas de D.congofensis.

4. Titular ef suero hiperinmune producido mediante la técnica de ELISA de fipo
indirecta.

5 Identificar mediante inmunctransferencia los antigenos inmunodominantes de

D.congolensis.



IV. JUSTIFICACION.

La infeccidn causada por Dermatophilus congolensis (dermatofilosis) es
una enfermedad que afecta principalmente a ovinos, bovinos y equinos. Esta
infeccidn es de gran importancia econdmica en regiones himedas tropicales
donde produce severos dafics econdmicos afectando  principalmente la
produccion de leche y came. Actuaimente el diagnéstico es de tipo clinico
basdndose en la observacion de las lesiones; sin embargn, este diagndstico no es
configble; es por elle que surge la necesidad de evaluar nueves métodos gue
permitan establecer un diagndstico répido y certero. La evzaluacion de entigenos
especificos asociados con ia infeccidn puede ser una buena altemativa debido a
que la informacion publicada a cerca de |a caracterizacion antigénica de
Dermatophiflus congolensis es minima. Ef presente trabajo pretende definir los
principales  antigencs inmunodominantes de esta  importanie bacteria en

Veterinaria.



V. DIAGRAMA DE FLUJO.

Qbtencidn de muestras clinicas de ganzdo  avino sospechoso de dermatafilzsis.

L 3

Aistamiento e identiificacién de Dermalophilus congolensis.

Produceion y titulacidn de suero hiperinmune tdentificacion electroforética de

en conejo contra D.congolensis. tas proteings de D.congolensis.

Identificacion mediante inmunotransferencia de los antigenes inmuncdominanies de

D.congofensis,




V!, MATERIAL Y METODOS.

8.1 Obtencidn de muestras clinicas de ovinos con probabie denmatoefilosis.
Se realizard |2 toma de muestra de ovinos que sean sospechosos a
dermeatofilosis en los sitios de lesidn donde existan costras o bien tomando lzna

del mismo sitio,

6.2 Aislamiento e identificacién de cepas de Dermatophilus congolensis a

partir de muestras clinicas.

6.2.1 Aisfamiento.

Se tomearan fragmentos pequefos de costras y escamas y se colocaran en
frascos © tubos pequefics, se agregarén 1 mi de agua destilada estéril y se
mantendra durante 3 ¥ horas a temperatura amblente, se inoculardn placas de
agar sangre del sobrenadante y las placas seran colocadas en una campana de
desecacién ala cuzl se le reducird la tension de oxigeno por medio de una vela
encendida, se incubard a 37° C por 24/48 horas esperando la aparicidn de las
calonias después del periodo de incubacidn, Las zoosporas seran resempradas
en agar infusién cerebro corazén (BHI) a 37° C durante 18 horas, posteriormente
seran agitados suavemsnte & 25° C con aireacidn vy se filtrara a través de un filtro
Whatman No 1 para remover restos filamentosos. El filtrado serd favado tres

veces en buffer salino de fosfatos pH 7.2 (PB8) {(Gogolewiski, et. al; 1992).



§.2.2 identificacién.
Las pruebas que se utilizaran en el laboraterio para la dentificacien de
D.congolensis se presentan en la tabla 1.
TABLA 1.

Tinciones y reacciones bioquimicas de D.congolensis utilizadas para su identificacion.

TECNICAS : REACCION

Tincion de Gram +

Tincidn acido-resistente -

Catalasa (H:0-) +

Ureasa +

Armilasa +

Hidrélisis de caseina +
oagulacidn de suero Loeffler's | + {raramente -}

Peplonizacidn de leche +

Produceign de acido:

Glucosa +
et

Lagtesa -
Maltosa *
Sucrosa -

Kilosa .
Fruciosa +

Galaciosa +ivariable

{Carter and Cole, 1990},



6.3 Analisis electroforétice de las proteinas de D.congolensis.

Se realizard la el.ctroforesis en gel de poliacrilamida dodeci suifato de
sodio (SDS-PAGE) con coneentraciones de 7.5-12.5% para el gel de separacion y
de 3 al 4% para el gel de concentracion por el método descrile por Lammii
{Lammli, 1570} como s& describe a continuacion:

Se armara e! molde del gel de electroforesis.

Se prepararé {a solucién del gel separador deseado sin incluir el persulfato
de amonic ni el TEMED, anadir estos reactivos, agitar y vertir 1a sclucidn en &l
molde hasta un nivel aproximado de 34 cm del borde superior de la ranura.
Con mucho cuidado y lentamente pipetear zlcohol isopropilico hasta formar una
fina capa sobre Ia superficie del gel. Dejar polimerizar par 30 - 40 min.
Decantar el agua o butanol y absorber el remanente con un papel filtro sin dafar
la superficie del gel,
Repetir los mismos pasos nara la preparacion del ge! de concentracién.
Colocar el peine de tefién y dejar polimerizar aproximadamente 5 minutos. Los
geles se puede usar inmediatamente o guardar hasta el dia siguiente a 4°C.
Se vierte agua en |os pozos de aplicacion de la muestra y se saca el peine con
muche cuidado.
Anadir el buffer de corrimiento para la electroforesis a las cubetas  superior e
inferior de la camara de electroforesis y hacer un precorrimienio del gel durante

10-15 minutos a 100-125 V.



Preparado el gel, se adicionan tas muestras previamenie preparadas come se
describe a continuacion:

Las zoosporas se resuspenderan en 0.5 ml de PBS a una concentracion de 6x 10°
unidades formadoras de colonia (UFC). Estas serdn digeridas en buffer muestra
{Tris-HCI 0.5M, pH 6.8, Glicerol 10%, SDS8 0.348M; 2 B-mercaptoetanol 0.05%;
azul de bromofenol 0.05%) por ebullicidn durante 5 minutos (Gogolewiski, et. al;
1932).

Aplicar 20 pl de cada muestra y los patrones de peso molecular en los  carrilgs
seleccionados, utllizando para ellp una jeringa Hamilton. Correr la electroforesis a
100-120 V (20-30 mA) hasta que el colorante alcance el final del gel.

Sacar con cuidado el gel de entre los cristales y cofocario en una solucién de azul
brillente de Coomassie R-250 af 1% durante 45 minuto para visuaiizar las bandas
de las proteinas. Posteriormente se decolorardn con la solucidn destedidora 1 |a
cual es una mezcla de metanol, dcide acético y agua (5:1:1.25) durante 1-2 horas.
Para eliminar ef exceso de celorante, el gel se colocard posteriormente en una
solucion destenidora 2 Ia cual esta formada por metanol, &cido acetico y agua

(1:1.4:17.6).



6.3.1 Determinacidn del peso molecular de jas proteinas.

El peso moiecular de las proteinas observadas en el gel serd calculado
mediante una curva estandar de proteinas con peso molecular conecido. Esta
curva estandar de proteinas se realizard trazando e| coeficiente de movilidad
relativa (Rf) de cada proteina esténdar contra ef Logs de su peso molecular en
Kd. El antilegaritmo de ese numero serd el peso molecular de la proteina.

Rf: Desplazamiente que tiene una muestra con respecto a la distancia total que
recorre la muestra {Frente de corrimiente). Esto se puede expresar de 1a siguiente
manera:

Coeficiente de movilidad relativa (Rf)= Dp/Dm.
Dp= Distancia recorrida por las proteinas.

bDm= Distancia total recorrida por la muestra.

€.4 Inmunotransferencia.

6.4.1 Identificacidn de las proteinas antigénicas mediante inmunotransferencia.
Montaje y condiciones de la transferencia. Se cortara un trozo de

membrana de nitrocelulosa y dos de papel filtro ai tamafio del gel obtenido en a

electroforesis, se humedecerd la membrana y el papel en buffer de transferencia.

Se ensamblara el gel electroforético, la membrana de nitrocelulosa y el papel filtro

como se indica en la figura 2. Se colocardn las partes anteriores en la cdmara de

5]
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transferencia cuidando que fa membrana de nitrocelulosa quedara dsl lado Jsl
electrodo positivo,

La transferencia se correra a 18 volis durante 24 horas con flujo de agua
constante para evitar un posible calentamiento. Una vez terminada la

iransferencia , se marcara (a membrana para tener ia orientacion del gel.

6.4.2, Deteecién de fas proteinas transferidas.

Después de la electroforesis SDS-PAGE, el gel sera equilibrado
curante 10 minutos en buffer de transferencia (0.025M Tris base; 0.192M qglicina;
20% propanol) vy las proteinas seran electretransferidas hacia pape! de
nitrocelulosa como o describe Tobwin et al, 1979, Las tiras resultantes serén
lavadas durante 10 minutos en TBS-Tween (0.02M Tris-HCI; 0.5M NaCl; 0.05%
viv Tween 20 pH 7.5 ), e! bloqueo posterior se realizarad durante 80 minutos con
leche descremada (5% pfv en TBS-Tween) y se incubara durante 90 minutos con
i0s sueros hiperimunes contra D.congolensis previamente titulados mediante la
técnica de ELISA de tipo indirecto, se propone realizar dilucicnes dobies del
suero hiperinmune obtemido de conejos; se deben empiear sueros de conejo
come un control positivo y un cant ¢l negative.

Posteriormente, se favaran las tiras por o menos tres veces {15 minutos
cada lavado) y seran enfrentadas con proteina A peroxidada | después del

lavado las bandas de identidad seran reveladas medianie la adicidén de una



solucion que contiene perdxido de hidrégeno y a- cloronaftol . Los marcadores de

peso molecular seran detwotados con negro de amido &' 0.1% (Towbin, 1979).

FIGURA No 2.

Esquema de ensambie del gel / nitrocelulosa para Inmunotransferencia.
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6.5 Produccién de suero hiperinmune contra las zoosporas de
D.congolensis en conejo.

Se inoculara un conejo de raza Nueva Zelanda de aproximadamenie 2.5 Kg
de peso con una preparacion de zoosporas de D congofensis a una concenfracion
de 6x10° UFC en 0.5 ml de PBS previamente emulsificadas con 0.5 mi de

Adyuvante Completo de Freund {ACF) con el siguiente protocolo de inmunizacién:



Dia cero: Toma de muestra sanguinea venosa que seré ¢! control negativa,
Inoculacién por via .M de 6x10° UFC en 0.5 ml de PBS + 0.5 ml de ACF.

Dia siete: Toma de muestra sanguinea vencsa para titular el suero mediante la
técnica de ELISA de tipo indirecio.

Segunda inocuiacién con 6 x 10° UFC en 0.5 ml de PBS + 0.5 ml| de Adyuvante
Incompleto de Freund.

Dia catorce: Toma de muestra sanguinea venosa para titular por ELISA.
Inoculacién de células completas.

Dia veintiuno: Tema de muestra sanguinea venosa para titular por ELISA,

Sangrar por puncion cardiaca.

6.6 Prueba de ELISA de tipo indirecto para la titulacién de los sueros
hiperinmunes.

6.6.1. Preparacién de un extracto soluble de antigenos a partir de una cepa de
D.congolensis.

La preparacion de un extracto de antigenos sonicados se realizara per el métode
descrito por Martinez, et al; en resumen: 50 ml de un cultivo de 7 dias de
D.congolensis en medio de BRi serdn lavados ires veces en agua destilada
estéril por centrifugacion a 1500 g duranie 15 minutos. Las células seran
suspendidas en 15 ml de puffer de fosfalos (PBS 0.1 M, pH 7.2} vy sonicacas en
15 ciclos de 1 minuto con intervalos da un minuto entre cada ciclo en un bafo de

etanci-hielo seco. La suspension serd clarificada por centrifugacion a 2500 g

I
wn



durante 15 minutos obtaniendo asi e anigeno crudo. Una suspensidn

enriquecida de pared ceiular se obtendra por centrifugacion de 15 mi de antigeno

crudo a 20 000 g por 15 minutos y dispersando ia pastila en PBS. La

centrifugacion del scbrenadante remanente a 30 000 g por una hora producird

una pastifla enriquecida en membrana citoplasmatica bacterial. El Jditimo

sobrenzadante después de todas las centrifugacionas constituye la fraccidon de

antigenos solubles de D.congolensis. La determinacion de proleinas se realizard

por el método de Bradiord.

6.6.2. Método de ELISA de tipo indirecto.

La titulacién del suero de coneio se realizerd empleando la técnica de ELISA de

tipo indirecic empleando el métoda descrito por Martinez.

» El antigeno se preparard a una concentracién de 10 pg/mi utilizando buffer de
carbenato/bicarbotato 0.1M, pH 8.5,

» Se sensibilizaran los pozos de poliestireno con un volumen de 100 ul de la
solucion de antigeno.

» La placa se incubard durante 2 horas a 37°C 6 toda la noche a 4°C.

+ Se eliminard [a solucion vertiendo el contenido de los pozos y se seca el
exceso sobre una gasa.

» Laplaca se lava 3 veces con 200 pl por pozo con la solucidn de PBS-tween 20
duranie 5 minutos en cada lavado. Entre cada lavado se sigue como se indica

en el paso anterior.



Se incubari la placa a 37°C durante 30 minutos con 200 ul por pozo de waa
sciucion de leche descremada al 1% en PBS-tween 20.

Repetir ios lavados

Se realizardn diluciones dobles del suero de congje con PBS-tween 20
adicionando un volumen de 100 y! a2 cada pozoe incubandose durante 1 hora a
37°C.

Repetir los lavados.

En cada pozo se depositaran 100 ul de un anticuerpo anti-gamma globulina
total de conejo conjugado con peroxidasa, incubandose a 37°C durante 2
horas.

repetir los lavados

Se colocaran 100 pl de la solucion reveladora (H;0;~a-cloronafte!) duranie
aproximadamente 30 minutos a temperatura ambiente.

La reaccion enzimatica sera detenida adicionando 100 ul de acido sulfirico 2N

en cada pozo. Se leera [a absorbancia a una [angitud de onda de 430 nm.
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