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1. RESUMEN

El inmunoenzayo enzimatico (ELISA) es frecuentemente utilizado para el
diagnoéstico de Brucella ovis, el mejor antigeno para realizarlo es el extracto salino
caliente, con la desventaja de presentar reaccion cruzada a los anticuerpos contra
Brucella melitensis. E| objetivo del presente trabajo fue obtener un antigeno
proteico especifico de B. ovis, que en ELISA presente una elevada sensibilidad y
especificidad. De las distintas fracciones celulares (membrana externa, interna y
citosol), mediante la técnica de PAGE-SDS, se identificaron proteinas de B. ovis,
B. melitensis, Mannheimia haemolytica, Actinobacillus seminis y Haemophilus
somnus. Se realizaron inmunotransferencias con sueros hiperinmunes,
observandose gran similitud en el PAGE-SDS y la inmunotransferencia entre las
bandas proteicas de B melitensis y de B. ovis, sin embargo, se identificaron tres
bandas de reconocimiento de 35, 38 y 81 kDa en B. ovis, que no aparecieron en
B. melitensis, estas proteinas se purificaron por un método de filtracion-
centrifugacion y no presentaron reaccion con los antisueros de B. melitensis, B.
abortus, M. haemolytica, A. seminis y H. somnus. Para estandarizar el ELISA con
estas proteinas purificadas como antigeno, se utilizaron 179 sueros de ovinos con
aislamiento de B. ovis, 74 sueros de ovinos sin aislamiento de B. ovis de hatos
libres de brucelosis y un variado nimero de sueros positivos contra las otras
especies bacterianas. Se obtuvo una sensibilidad del 98% y una especificidad del
100%, con valor de concordancia Kappa de 0.97. Descartandose en el ELISA, una
reaccion cruzada con sueros de B. melitensis, M. haemolytica, A. seminis y
H. somnus. Concluyendo que se logro estandarizar un ELISA con elevados
valores de sensibilidad y especificidad para el diagnostico de B. ovis.

Palabras claves: Brucella ovis, B. melitensis, Ovinos, Proteinas, ELISA.



2. ABSTRACT

The enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) is widely used for Brucella ovis
diagnostic, the major antigens to perform this ELISA is a row B8. ovis hot saline
extract, however this extract produce antibody cross reactions to Brucella
melitensis and other related bacteria. The aim of this work was produce a specific
protein antigen of B. ovis with high sensitivity and specificity for ELISA test.
Specific proteins profiles from different bacteria cell fractions (inner membrane,
outer membrane and cytosol) was perfomed for B. ovis, B. melitensis, Mannheimia
haemolytica, Actinobacillus seminis and Haemophilus somnus by trials of SDS
poliacryamide gel electrophoresis (SDS-PAGE); B. ovis and B. melitensis revealed
a overall similarity; although three main proteins (35, 38 and 81 kDa), only was
detected in B. ovis extracts in comparison with B. meltensis extracts. Specific
antibodies for B. ovis and B. melitensis developed in rabbits was tested by
immunoblotting for each bacteria protein profiles, 35, 38 and 81 kDa B. ovis
proteins was recognized by specific serum and not by B. melitensis sera; no
reaction was found with Mannheimia haemolytica, Actinobacillus seminis and
Haemophilus somnus. The 35 and 38 kDa proteins were purified by Centriprep®
and used for ELISA tests. ELISA test was standardized and statistically tested
using a 2 X 2 contingency tables with 179 B. ovis isolation positive sheep sera, 74
negative brucellosis free sheep sera and positive reference sera to B. melitensis,
Mannheimia haemolytica, Actinobacillus seminis and Haemophilus somnus. In this
system ELISA shown a sensitivity of 98% and specificity of 100%, with an
agreement measured by Kappa of 0.97. No cross reaction was found with the

reference positive sera to other bacterial strains.

Key words: Brucella ovis, B. melitensis, Ovine, Proteins, ELLISA.



3. INTRODUCCION

La brucelosis es una zoonosis que afecta ganado, bovino, ovino, caprino, suinos,
caninos y mamiferos acuaticos. Produce pérdidas econémicas cuantiosas, siendo
estos efectos particularmente apreciables en los paises en vias de desarrollo,
debido a que afecta la reproduccion y la productividad de los animales. Ademas,
es un problema de Salud Publica ya que el humano es susceptible de adquirir la
enfermedad por contagio directo, durante el manejo de los animales o por
ingestion de productos lacteos frescos contaminados (Cloeckaert, 1997).

Existen seis especies del género Brucella: B. abortus, B. melitensis, B. suis, B.
ovis, B. neotomae y B. canis. Son reconocidas tres biovariedades para B.
melitensis, siete para B. abortus y cinco para B. suis. (Corbel, et al., 1984; Verger,
et al., 1985). Con base en estudios moleculares y a que las seis especies de
Brucella descritas estan fuertemente relacionadas, se ha propuesto una sola
especie de Brucella, siendo ésta B. melitensis y convirtiendo las ahora conocidas
especies en biovariedades, por ejemplo B. melitensis biovar abortus (Diaz, et al.,
1998). Cuatro especies son de interés economico: B. melitensis, que afecta sobre
todo al ganado caprino y ovino; B. abortus, al ganado bovino; B. suis, a los cerdos
y B. ovis que afecta a los machos produciendo la epididimitis contagiosa del
carnero y pudiendo infectar a la hembra. B. canis desde los afios 60'S es
importante para los criadores de caninos. Por ultimo, 8. neotomae afecta a la rata
del desierto (Neotoma lepida). Las infecciones cruzadas son de importancia en la
epidemiologia de la Brucella, sobre todo en B. abortus, B. suis y B. melitensis. Las
cepas de Brucella, aisladas hace cinco anos de mamiferos marinos, parecen no
adecuarse por completo a ninguna de las especies anteriormente descritas, por lo
que se ha propuesto la creacién de una nueva especie, denominada B. maris
(Jahans, 1997). Por el momento, esta nueva especie todavia no ha sido aceptada
en forma definitiva.

B. melitensis y B. ovis estan presentes en nuestro pais, B. melitensis es el agente
primordial de la brucelosis afectando principalmente al ganado caprino y bovino,
mientras que B. ovis afecta a la especie ovina, en particular al carnero



produciendo la epididimitis contagiosa. B. melitensis puede transmitirse al hombre
y no se ha reportado que B. ovis infecte al humano (Alton, ef al., 1988).

Brucella ovis es el agente etiologico de la epididimitis contagiosa del carnero, una
enfermedad infectocontagiosa que afecta de forma natural a la especie ovina. Esta
enfermedad se caracteriza por una inflamaciéon del epididimo en los carneros, con
la consiguiente disminucion de la fertilidad de los mismos. Ademas, aunque no
muy frecuentemente, puede producir abortos tardios en las hembras y un aumento
de la mortalidad perinatal (Cleon and Schweitzer, 1989).

La epididimitis ovina ha sido primordialmente asociada a Brucella ovis,
Actinobacillus seminis y a una gran variedad de microorganismos que incluyen
Histophilus ovis, Actinobacillus actinomycentencomitans, Actinomyces pyogenes,
Bacteroides spp., Brucella abortus, Chlamydia psittaci, Corynebacteriurm
pseudotuberculosis, Erysipelotrix rhusopathiae, Eschericha coli, Hemophillus
sommnus, Moraxella spp., Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida,
Pseudomonas spp., Salmonella abortus ovis, Staphylococcuus spp y
Streptococcuus spp. (De Long et al, 1979; Walker et al. 1986; Genetzky, 1995).
Se han descrito dos cuadros de epididimitis; uno afectando a animales adultos
donde el agente mas frecuente es B. ovis y otro en animales virgenes provocada
por bacilos pleomodrficos gram negativos (que incluye A. seminis, H. ovis, otros
Actinobacillus 'y Haemophillus). Por lo tanto, se describen dos diferentes
entidades patologicas, dependiendo de la actividad sexual del individuo (Bulgin
and Anderson, 1983). De aislamientos realizados en carneros adultos y virgenes
se encontré que el 96.3% de los adultos con lesiones de epididimitis fueron
positivos a B. ovis, mientras que A. seminis se aisldé en animales virgenes en un
75% e H. ovis en todos los aislamientos de los carneros virgenes (Walker et al/,
1986). Encontrandose una presencia relevante de A. seminis en semen con
alteraciones de éste y una baja fertilidad (Low et a/,1995), cuando B. ovis se logra
prevenir por vacunacion con B. melitensis Rev 1 (Van Tonder, | y 1 1979).

El diagndstico de la brucelosis ovina, puede ser clinico, bacteriologico, serolégico
o mediante técnicas de biologia molecular. Para el estudio bacterioldgico pueden
utilizarse una serie de pruebas de laboratorio. La utilizacion de muestras



correctamente tomadas y la existencia de medios de cultivo selectivos, permiten
realizar con éxito el diagnodstico bacterioldgico en la inmensa mayoria de los
casos. En el diagnostico serolégico se han utilizado diferentes pruebas, pero las
de mayor sensibilidad y especificidad han sido: Fijacion de complemento (FC),
Inmunodifusion doble en gel (IDG) y Ensayos inmunoenzimaticos (ELISA).

4. ANTECEDENTES

En 1952 en Nueva Zelanda, se aislé a partir de carneros afectados de epididimitis,
un microorganismo gram negativo cocobacilar que, inoculado por via intravenosa
o prepucial, producia lesiones genitales en el carnero (Mc Farlane et al., 1952). En
1953, un microorganismo semejante fue descrito en Australia (Simmons y Hall,
1953) y Nueva Zelanda (Buddle y Boyes, 1953). Posteriormente, la infeccion fue
descrita en numerosos paises (Blasco, 1983), entre ellos México (Pérez et al.,
1979).

El microorganismo aislado en 1953 por Simmons y Hall, fue considerado como
una cepa mutante de B. melitensis (Buddle y Boyes, 1953). Sin embargo,
posteriormente Buddle lo denominé B. ovis porque contenia antigenos comunes
con cepas rugosas de B. abortus y B. melitensis, aunque no poseia los antigenos
A y M de las cepas lisas (Buddle, 1955). Este mismo autor propuso Ila
denominacion alternativa de “B. brucei var. ovis australasiae”. Otros autores lo
incluyeron dentro del género Neisseria por semejanzas en su metabolismo (Meyer
y Cameron, 1956) o dentro de Haemophilus, debido a la existencia de ciertas
propiedades en comun (Kennedy et al., 1956).

En 1962 y 1966, el Subcomité Internacional de Taxonomia rehusd admitir este
microorganismo como Brucella (Jones, 1967). Sin embargo, sobre la base de las
relaciones antigénicas entre B. melitensis y B. ovis (Diaz et al., 1967) y el analisis
de los acidos nucleicos (Hoyer y Mc Cullough, 1968), varios autores
recomendaron su inclusién dentro del género Brucella, lo que finalmente fue
aceptado por el Subcomité Internacional de Taxonomia en 1970 (Alton et al.,

1988).



Se ha descrito la presencia de Brucella ovis en Alemania, Francia, Hungria,
Australia, Nueva Zelanda, Espafia, Rusia, Republica Checa y Eslovaca, Rumania,
Estados Unidos de América, Canada, México, Argentina, Peru, Uruguay, Chile y
Brasil (Blasco, 1990).

En México esta presente, pero se desconoce su distribucién. El primer trabajo en
México se realizd en 1974 en donde se encontro que de 380 sueros de borregos
del Estado de Tabasco, el 2.6% fue positivo a la prueba de fijacion de
complemento (Suarez et al.,, 1974). No fue sino hasta 1979 en que lograron aislar
a la bacteria de sementales Suffolk en el Estado de Guanajuato, los cuales habian
sido importados tiempo atras de los Estados Unidos de Ameérica (Pérez et al.,
1979). En un trabajo realizado en el Estado de México, donde se aislo la bacteria,
se presentd una seropositividad del 35% con la prueba de IDG en este hato, la
fertilidad en hembras era del 40% y habia un 8% de abortos (Boix, 1987). En
estudios seroldgicos realizados en el 1987 y 1989 en los Estados de México y
Tlaxcala, el porcentaje de hatos positivos fue del 47% y del 23.5%
respectivamente. Ademas, se han tenido informes de la enfermedad en el Estado
de Hidalgo y el Distrito Federal, mencionandose en un trabajo de 1997, que el
2.4% de los animales son reactores positivos a la prueba de IDG y el 20.5% son
rebanos con animales positivos, esto se realizo en ocho de los principales estados
productores de ovinos (Jalisco, México, Tlaxcala, Hidalgo, Guanajuato, Nuevo

Leon, Puebla y Veracruz) (Nunez et al. 1997).
4.1 CARACTERISTICAS BACTERIOLOGICAS

El género Brucella se constituye por bacilos cortos o cocobacilos gram negativos,
inmoéviles, no esporulados y que no presentan capsula evidente. Ademas, es un
parasito intracelular facultativo que se localiza preferentemente en células
fagociticas y que se observa en racimos dentro del citoplasma de las células
infectadas. Debido a estas caracteristicas, se ha dificultado el tratamiento y hace
‘que la enfermedad evolucione hacia formas cronicas (Corbel y Brinley-Morgan,
1984). Algunas de sus especies, B. melitensis, B. abortus, B. suis y B. neotormae,



presentan caracteristicas de superficie propias del fenotipo liso (S: “smooth”). Pero
también existen especies que carecen de un lipopolisacarido liso (B. ovis y B
canis) por la ausencia de la cadena O, que les hace parecerse a las mutantes
rugosas de las especies lisas, denominadas especies rugosas (R: “rough”).

Para su aislamiento primario, B. ovis crece en el medio de Thayer-Martin (Thayer y
Martin, 1964), modificado con la adicion de nitrofurantoina, vancomicina, colistina
°y nistatina (Alton et al., 1988; Brown et al., 1973), en agar sangre o en agar soya
tripticasa enriquecida con un 5-10 % de suero animal (De Long et al., 1979). La
incubacion debe realizarse a 37°C en un 10-20 % de CQO;. Las colonias aparecen
entre cuatro y siete dias, son grisaceas y circulares, con bordes enteros y
regulares, convexas y de superficie brillante; el centro es opaco y la periferia
translicida y por su morfologia es practicamente imposible distinguirlas de las
colonias de las especies lisas del género Brucella (Alton et al. 1988). El germen es
catalasa positivo y oxidasa negativo. No produce H>S, ni hidroliza la urea y no
reduce los nitratos a nitritos. Requiere CO- para crecer. Oxida los aminoacidos L y
D-alanina, L-asparagina, L-acido glutamico, D y L-serina. No oxida la L-arabinosa,
D-galactosa, D-glucosa, D-ribosa, mesoeritritol, D-xilosa, L-arginina, D vy
L-citrulina, D y L-ornitina y L-lisina. Su crecimiento es inhibido por violeta de metilo,
pero se muttiplica en presencia de fucsina y tionina. Los cultivos no son lisados por
los fagos Tb, WB, M51-S708, Fz, Bk, MC-75, D y R. Sin embargo, los fagos R/O y
R/C son liticos para B. ovis. Es sensible a la penicilina, estreptomicina, tetraciclina
y reacciona con acriflavina (Alton et al., 1988; Corbel y Brinley-Morgan, 1975).

4.2 PROPIEDADES ANTIGENICAS

El género Brucella se caracteriza por tener una envoltura celular compuesta por
una membrana interna y una externa, pared celular y por un espacio periplasmico
intermedio. Este altimo contiene enzimas, entre ellas muchas que destoxifican
agentes nocivos procedentes del medio, proteinas relacionadas con el transporte
de nutrientes, varias enzimas sobre las que actuan los antibioticos p-tactamicos y



como componente estructural importante, un glucopéptido (mureina o

peptidoglicano) responsable de la forma e integridad osmdtica de la bacteria
(Dubray, 1976). La membrana externa contiene, distribuidos asimeétricamente,
fosfolipidos, proteinas y lipopolisacarido (LPS). Es relativamente permeable a
agentes hidrofobos como los colorantes, detergentes y sales biliares, con
diferencias entre especies y biotipos que se reflejan en las técnicas bacteriolégicas
de tipificacion. Es resistente a los péptidos catiénicos bactericidas presentes en
lisosomas y fluidos corporales (lisozima, lactoferrina, defensinas) y algunos otros

policationes bactericidas como la polimixina B (Freer, et al., 1999). Estas

caracteristicas se relacionan con ciertas propiedades de los componentes de la

membrana externa ya que la envoltura de Brucella contiene, entre otros

fosfolipidos: foasfatidil-colina, que es una sustancia poco comuin en patégenos
gram negativos, asi como lipidos de ornitina. Los fosfolipidos y el LPS de Brucella
poseen acidos grasos de cadena mas larga que lo habitual en los gram negativos
tipicos (Cloeckaert et al., 1996). Es posible que estas caracteristicas se relacionen
con la tincién positiva de las brucelas por el método de Stamp.

En aquellas bacterias gram negativas, que carecen de capsula, el antigeno
inmunodominante de la superficie celular es el LPS, que consta de una parte
glucolipidica (lipido A) y otra polisacaridica dirigida hacia el exterior (Lugtemberg y
Van Alphen, 1983). Esta ultima se divide en dos secciones: el ntcleo, mas interno
y la cadena O. Las especies rugosas, B. ovis y B. canis, en forma natural carecen
de la cadena O, que poseen las especies lisas B. melitensis, B. abortus, B. suis 'y
B. neotomae, aunque pueden perderia por mutacion denominandose mutantes
rugosas o R. La presencia de LPS rugosos (LPS-R), sean naturales o mutantes,
hace que existan dos tipos diferentes de supeirficies celulares. Esta diferencia es
importante, ya que las brucelas habitualmente patdégenas para el hombre
(B. melitensis, B. abortus y B. suis) poseen LPS en fase lisa (LPS-S) y éste es
marcadamente inmunodominante en la respuesta seroldgica (Corbel y Brinley-
Morgan, 1984).

El analisis quimico del LPS de las mutantes R de las especies lisas de Brucellay
su comparacion con las cepas S, sugiere una estructura del nucleo con 2-ceto, 3-



deoxioctulosanato, glucosa, galactosa y quinovosamina y con carencia de heptosa
(Moreno et al., 1984). La cadena O es un homopolimero de N-formil-perosamina,
sin ramificaciones, que llevan los antigenos A y M clasicos de Wilson y Miles
(Bundle et al., 1987; Moreno et al., 1987).

Mediante analisis por electroforesis y tincion de proteinas con plata, o bien
mediante técnicas autorradiograficas o inmunoenzimaticas se pueden detectar
dentro de Brucella ovis los siguientes antigenos: 1. Lipopolisacaridos, LPS-R
(especies rugosas). 2. Proteinas de membrana externa (Omp): Grupo 1 (88 a 94
kDa), Grupo 2 (35 a 39 kDa), Grupo 3 (25 a 31 kDa), presentes en la superficie
(Riezu-Boj et al/, 1990; Cloeckaert, et. al., 1996). Lipoproteina (8 a 9 kDa). Una
proteina de 67 kDa, contra la cual el 85% de los animales infectados con Brucella
ovis presentan anticuerpos. Igualmente importantes son los llamados grupos B, C
yD (21 a22 18 a 19 y 13 a 15 kDa, respectivamente) (Gamazo et al., 1989). 3.
Proteinas Periplasmicas: BCSP31, Superoxido dismutasa Cu-Zn, BP26 (Omp).
4. Proteinas Citoplasmicas: proteinas de Estres (GroEL, GroES, DnaK, HtrA),
proteina ribosomal L7/L12, proteinas Ssb y UvrA, bacterioferritina, proteinas de
funcién desconocida (p15, p17 y p39) (Cloecckaert, 1997; Mbai, et al., 1996). Los
componentes citoplasmaticos solubles no ofrecen, ninguna particularidad
antigénica con respecto de los otros gram negativos. ElI anadlisis por
inmunoelectroforesis con sueros policlonales no revela diferencias cualitativas
entre las distintas especies de Brucella examinadas y por el contrario, demuestra
que no existen antigenos solubles comunes con otras bacterias gram negativas,
incluidas aquellas con las que hay reacciones cruzadas entre los LPS-S.

4.3 EPIZOOTIOLOGIA Y EPIDEMIOLOGIA

La epididimitis ovina, suele aparecer en un rebano tras el ingreso de animales
infectados, la probabilidad de que los animales del rebaro se infecten depende
fundamentalmente de la via de infeccion, de la dosis infectante y de algunas
caracteristicas intrinsecas de los animales, tales como la edad, sexo y la raza

(Genetzky, 1995).



El padecimiento es mas comun en los grandes rebarfos, ya que generalmente
poseen un alto numero de sementales de diversas edades mantenidos
continuamente en contacto, siendo menos frecuente en los pequenos rebafos, en
donde es remplazada con mayor frecuencia toda la poblacion de carneros y el
namero de sementales es reducido (Bagley et al/., 1985).

La transmision directa de carnero a carnero también se da con frecuencia en los
periodos de confinamiento prolongado, transmitiéndose B. ovis a través de la
mucosa rectal. Sin embargo, es a través de la via oral como se producen la mayor
parte de los contagios durante la estabulacion. En condiciones experimentales la
infeccion puede transmitirse a través de las vias oral, conjuntival, prepucial,
intravenosa, intratesticular, nasal y subcutanea, teniendo mejores resultados
cuando se efectda por la via conjuntival y la prepucial simultaneamente. Usando
estas vias y con dosis de 5 x 10® unidades formadoras de colonias (ufc) de B. ovis,
se reproduce la infeccidon en alrededor del 90 % de los carneros desafiados.
(Cleon and Schweitzer, 1989).

La transmision directa de carnero a carnero se da con frecuencia en los periodos
de estabulacion prolongada de los animales en recintos poco espaciosos a traves
de la mucosa rectal. Sin embargo es a través de la via oral como se producen la
mayor parte de los contagios, debido a que se lamen el prepucio unos a otros, y
puesto que los carneros infectados excretan millones de bacterias por el semen y
por las secreciones genitales, el riesgo de contagio es muy elevado. Los carneros
infectados eliminan B. ovis en el semen incluso durante mas de cuatro afos
después de la infeccion. En condiciones naturales una misma oveja suele ser
repetidamente cubierta por varios carneros, lo que facilita la diseminacion de la
infeccion. Esta via podria, sin embargo, tener mayor importancia en las
condiciones de manejo en México, con empadres no controlados y condiciones de
hacinamiento en los corrales de encierro nocturno, donde puede producirse la
monta de una oveja por mas de un macho en un corto periodo de tiempo (Blasco y
Barberan, 1998).

La edad constituye un factor importante en la epidemiologia de la enfermedad.
Varios autores concuerdan en que los animales de mayor edad son mas
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afectados, especialmente los carneros maduros y sexualmente activos (Beeman et
al., 1982). Sin embargo, esta afeccién también puede ocurrir en los carneros
jovenes de entre seis y doce meses de edad que no han sido utilizados para
apareamiento; en tal situacion se ha aislado con mayor frecuencia Actinobacillus
actinomycetemcomitans (Bulgin y Anderson, 1983). Las hembras se ven afectadas
mas frecuentemente entre uno y los cuatro afnos (Jensen, 1974). En relacion ai
sexo, varios autores han demostrado el papel predominante que juega el macho
en la transmision y distribucién de la enfermedad (Burgess ef al/., 1982). En Chile
se ha estimado la prevalencia en machos del 16 % y de hembras de 1.02%

(Pinochet, 1985).

4.4 PATOGENIA Y CUADRO CLIiNICO

B. ovis no es tan invasiva como otras especies del género, pero resiste a la
fagocitosis de las células del sistema reticulo endotelial y aunque las
manifestaciones de la infeccion sean unicamente genitales, puede ser aislada del
bazo y otros tejidos, en ocasiones sin lesion aparente (Jubb y Kennedy, 1974).
Brucella ovis penetra en los tejidos a través de las mucosas oral, conjuntival,
nasal, peneana o rectal y después por via linfatica, alcanza los ndodulos linfaticos
mas proximos al lugar de entrada. Si las bacterias no son destruidas, se difunden
por todo el organismo a través de la via hematogena. El periodo de incubacion no
se conoce en la infeccion natural, se menciona que es de uno a dos meses (Webb
et al.,1980). En la fase inicial de la enfermedad puede observarse un aumento de
la temperatura (hasta 41.7°C), mal estado general, anorexia y la libido puede estar
disminuida, aunque en condiciones de campo estos signos suelen pasar
desapercibidos.

B. ovis entra al organismo y produce una bacteremia alojandose en los nodulos
linfoides, el epididimo es el 6rgano blanco de la bacteria, debido probablemente, a
la presencia de azucares como el eritritol o a que en la lesién traumatica del
epididimo hay liberacion de histamina y pequefos cantidades de fluidos ricos en

proteinas. Favoreciendo con esto colonizacion de los microorganismos y
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agravando el cuadro inflamatorio (Montana, et al., 1998). También estos
traumatismos pueden causar la ruptura de los conductos epididimales, iniciando la
formacion de un granuloma espermatico mediado por factores autoinmunes sin la
presencia de bacterias (Bulgin et al., 1990; Saravanamuthu, et al., 1991). Una vez
establecida, presenta inflamacion y la bacteria puede diseminarse a vesiculas
seminales o permanecer en epididimo y salir en la eyaculacion (Cleon and
Schweitzer, 1989; Cloecckaert, 1997).

La epididimitis infecciosa es el aumento de tamaro del epididimo, generalmente
unilateral y ocasionaimente bilateral. Los testiculos pueden crecer hasta cuatro
veces su tamano normait, tiene consistencia firme principalmente en la region de la
cola aunque también hay alteraciones en la cabeza del epididimo. Las
alteraciones en el cuerpo del epididimo, aunque existan, son raramente percibidas
por palpacion (Alton ef al., 1988).

Los carneros infectados pueden presentar una disminucion del numero de
espermatozoides y de su motilidad, llegando incluso a la azoospermia. Ademas,
aumenta el numero de espermatozoides anormales y de células inflamatorias en el
semen (Blasco, 1990; Folch et al.,, 1981). Hay baja calidad del semen, presencia
de granulomas espermaticos y fibrosis progresiva del epididimo.

En las ovejas B. ovis produce alteraciones en la circulacion placentaria, que al
interferir con la nutricion fetal provoca el nacimiento de corderos de poco peso y
viabilidad. Puede producir abortos tardios en las hembras, un aumento de la
mortalidad perinatal, aumento en el intervalo entre partos y por lo tanto, reduccion

en el numero de nacimientos (Blasco, 1990).

4.5 DIAGNOSTICO

Los métodos para diagnosticar la enfermedad se pueden clasificar en clinicos,
serolégicos y bacteriolégicos.

El diagnostico clinico puede realizarse mediante la palpacion del contenido
escrotal, sin embargo, no tiene valor definitivo para el diagnostico de la infeccion
por B. ovis, debido a que existen animales infectados que no presentan



manifestaciones clinicas o una epididimitis puede aparecer como resultado de un
traumatismo o por la infeccion de otro microorganismo (De Long et al, 1979;
Walker et al. 1986; Genetzky, 1995). Por lo tanto, es necesario recurrir a pruebas
seroldgicas y bacterioldgicas para establecer un diagndéstico preciso.

El aislamiento del agente etiologico constituye el diagndstico directo confirmatorio,
en animales vivos. La muestra mas recomendable es el esperma recogido tras la
electroeyaculacion con las maximas precauciones de asepsia, bien en bolsas de
plastico o mediante hisopos tomados directamente de la cavidad prepucial (Blasco
y Marin, 1990). Aunque raramente, B. ovis puede producir brotes de abortos en
ovejas, en este caso, puede aislarse también a partir de hisopos vaginales y de
leche (Grill6 et al., 1999).

A la necropsia de animales sacrificados, los organos mas adecuados para el
diagnostico bacteriologico son: higado, pulmdon, ganglios linfaticos, bazo,
epididimo, vesicula seminal, testiculo, glandulas bulbouretrales y las glandulas
sexuales accesorias (Blasco y Marin, 1990; Ficapal, 1993; Acosta, 2001). Otras
muestras son las membranas fetales, los abortos y el contenido estomacal de los
fetos y/o los corderos recién nacidos de hembras con infeccion natural (Libal y
Kirkbride, 1983).

El diagnostico serologico con basa en la demostracion de anticuerpos contra
antigenos de B. ovis, ya sean células completas o sus extractos. La hidrofobicidad
del LPS-R, influye en que no sea un antigeno adecuado en la mayoria de las
tecnicas serologicas. El antigeno de eleccion para estos fines es el extracto salino
caliente (HS) obtenido de B. ovis (Cloeckaert, 1997). La razén es que este extracto
esta enriquecido en aquellos componentes de superficie de mayor relevancia
antigénica (LPS-R y proteinas del grupo 3), agrupados en micelas mixtas (Riezu-
Boj, et al.,1990). Estos agregados tienden a sedimentar lentamente en solucion
acuosa, pero son mucho mas estables que sus constituyentes antigénicos por
separado, precisamente porque su agregacion en micelas enmascara las
secciones mas hidrofobicas de los mismos.

Se han empleado una gran variedad de pruebas serolégicas como son: FC, IDG,
Aglutinacion y Hemagilutinacion indirecta, ELISA vy la prueba de
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inmunofluorescencia (IF). Las pruebas mas empleadas son FC, IDG y ELISA
debido a sus altos valores de sensibilidad y especificidad (Ficapal, 1993).

LLa FC tiene adecuada sensibilidad y especificidad, sin embargo, presenta
inconvenientes tales como la existencia de reacciones falsas negativas (Mbai et
al., 1996) y falsas positivas (Afzal, 1984). Tiene, ademas, inconvenientes practicos
como son la necesidad de inactivar los sueros, la dificultad para realizarla con
sueros hemolizados o con poder anticomplementario y la existencia de fenédmenos
de zona (Ris et al., 1984).
Para la deteccion de anticuerpos precipitantes frente a B. ovis se han utilizado
varias técnicas de precipitacion en gel. La mas utilizada es IDG, con antigenos
solubles. Esta prueba es muy simple y barata y utilizando HS como antigeno se
obtiene una sensibilidad similar o superior a la de la FC, siempre que se realice en
las condiciones 6ptimas (Ficapal, 1993; Marin et al., 1989). La desventaja es que
es una prueba cualitativa, que puede variar segun la apreciacion del técnico y que
debe estandarizarse para su uso masivo.
La técnica mas utilizada para el diagnostico es ELISA de tipo indirecto realizada
en microplacas de poliestireno (Marin et al., 1998). Las principales diferencias
entre las distintas técnicas residen en el tipo de antigeno y substrato utilizado. Al
igual que en otras pruebas seroldgicas, la sensibilidad y especificidad del ELISA
dependen del tipo de antigeno que se utilice. El antigeno soluble HS de B. ovis, es
muy usado en la técnica de ELISA. Lo que ha mejorado su sensibilidad, pero no
su especificidad comparado con las pruebas de IDG y FC con el mismo antigeno
(Alonso-Urmeneta et al., 1998; Marin et al., 1999; Mbai et al., 1996; Chin and
Carring, 1991). Sin embargo, existen sueros de animales infectados que son
negativos en ELISA y positivos en IDG y viceversa. Por el contrario, el uso
paralelo de la FC no mejora la sensibilidad de la IDG ni del ELISA (Alonso-
Urmeneta et al.,, 1998; Chin and Carring, 1991; Marin et al., 1999).
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4.6 CONTROL Y PROFILAXIS

Se han utilizado diversos métodos de control de la epididimitis en borregos
jovenes, basandose en la eliminacion de todos aquellos que presentan lesiones
epididimales; con la identificacion de los agentes causales de las lesiones;
produccion de bacterinas trivalentes contra los principales agentes aislados (8.
ovis, A. seminis y H. somnus), utilizacion de vacunas como de B. melitensis Rev 1
y la de B. abortus Cepa 19 y administracion de antibidticos en el alimento (Bulgin,
1990).

La eliminacion de los carneros con epididimitis detectadas por palpacidon no puede
erradicar la enfermedad por existir carneros infectados que no presentan
alteraciones testiculares macroscopicas (Webb et al., 1980) El empleo conjunto de
las técnicas serologicas, bacterioldgicas y la palpacion antes y después de la
época de apareamiento, detecta el mayor numero posible de carneros infectados y
permite reducir la infeccion desde el 30 % a menos del 1 % en aproximadamente
un afio (Blasco y Marin, 1987).

Las inmunizaciones mas utilizadas contra la infeccién por B. ovis son las
bacterinas, inoculadas solas o asociadas a las vacunas cepa 19 de B. abortus y
Rev 1 de B. melitensis. Las bacterinas utilizadas, se han aplicado en programas
de control y revacunacion con la inclusion de farmacos en los alimentos de 100 mg
de sulfametazina y 150 mg de oxitetraciclina por dia, durante cuatro meses. En
estos casos se logrdé la reduccion de la epididimitis en todos los tratamientos:
bacterina sola, bacterina-antibioticos y antibidticos solos (Bulgin, et a/., 1990). Sin
embargo, las bacterinas de B. ovis, en general, tienen una eficacia limitada,
porque no son completamente efectivas en prevenir y controlar la infeccion, y
ademas, presentan inconvenientes importantes, como el costo de la revacunacion
anual e interfieren con las pruebas de diagnodstico y el incremento de la actividad
inmunitaria exacerba las lesiones epididimales en los animales infectados
(Genetzky, 1995). Algunos autores recomiendan el uso de bacterinas contra B.
ovis, cuando la prevalencia de la enfermedad en el hato supera el 15% (Ley,
1993). La inoculacion simultanea de B. abortus S19 y las bacterinas de B. ovis

15



incrementan la proteccion conferida por las bacterinas solas (Mc Gowan, 1979).
Sin embargo, la cepa 19 puede colonizar los 6rganos reproductivos del macho
causando epididimitis (Van Hereden y Van Rensburg, 1962), puede ser excretada
en el semen (Buddle, 1962) y puede ser también responsable de cojeras (West et
al., 1978).

La cepa Rev 1 de B. melitensis, ha sido la vacuna mas eficaz, esta es una
revertiente en fase lisa de una mutante estreptomicina-dependiente. Por ser
atenuada para la oveja (no para el hombre), ha sido empleada para la vacunacion
contra B. melitensis y B. ovis en ovinos.

La vacuna Rev 1 estimula la sintesis de anticuerpos contra los antigenos utilizados
en el diagnodstico de la infeccion por brucelas en fase S y, en mucho menor grado,
con las pruebas de B. ovis empleadas habitualmente (FC y IDG con HS). Si se
vacuna a los tres o cuatro meses de edad, en la mayoria de los animales la
reaccion no persiste mas de seis meses (Garcia-Carrillo, 1981). Sin embargo, en
algunos carneros pueden persistir titulos en FC durante mas de un afo
(Fensterbank et al., 1982). Esta interferencia de la respuesta postvacunal se
minimiza si se emplea la via conjuntival (Marin et a/.,, 1990), ya que la mayoria de
los animales vacunados se hacen seronegativos a los 4-6 meses tras la
vacunacion

La revacunacidn no mejora el nivel de proteccién, presenta inconvenientes
practicos e induce una respuesta serologica duradera frente a antigenos lisos, por
lo que no es recomendable (Blasco y Marin, 1987). Aunque se ha citado que la
vacunacion de carneros adultos no da buenos resultados, otros investigadores han
demostrado que la vacunacion de carneros adultos con B. melitensis Rev 1

confiere un significativo nivel de proteccion (Marin et al., 1990).
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5. JUSTIFICACION

En muchos paises la especie ovina es econémicamente importante por su lana y
como fuente de proteina (carne y leche). Especialmente en lugares donde, por
factores ambientales, socioculturales u otros, el medio no es apto para otro tipo de
explotacion pecuaria. Las enfermedades infecciosas disminuyen la eficiencia de
los rebafios. Entre éstas, la brucelosis cobra especial relevancia por que causa
baja reproductividad del rebafio, siendo especialmente importante Brucella ovis,
agente causal de la enfermedad conocida como epididimitis del carnero.

El diagnostico definitivo de la enfermedad solo puede lograrse a través del estudio
bacteriologico, lo que es dificil y fuera de la capacidad de muchos laboratorios en
Meéxico. Sin embargo, un diagnostico adecuado puede lograse cuando las técnicas
serolégicas son usadas en combinacidon con observaciones clinicas e historia
epidemiologica.

En México el diagndstico se realiza con la técnica de IDG, que tiene el
inconveniente de ser cualitativa o se utiliza FC que presenta dificultades de
ejecucion y estandarizacion (Blasco, 1990). Por lo que, es recomendable usar
técnicas de diagnostico que tengan mayor sensibilidad y especificidad y que sean
reproducibles y rapidas, como la de ELISA.

El HS, compuesto por LPS-R y proteinas del grupo 3, es el antigeno utilizado
recientemente en pruebas como IDG y ELISA. Presenta la ventaja de tener alta
sensibilidad y especificidad, las que pueden variar segun la prueba serologica que
se utilice, su principal desventaja, sobre todo en paises como México, donde la
brucelosis causada por brucelas lisas, es un problema endémico, es que da
reaccion cruzada con anticuerpos contra brucelas lisas, lo que interfiere en el
diagnostico (Cloecckaert, 1997). Por ello, para mejorar la sensibilidad y sobre todo
la especificidad en el diagndstico de B. ovis, es necesario contar con una fraccion
proteica con alta especificidad, que pueda utilizarse como antigeno y producirse

facilmente.
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6. HIPOTESIS

Algunas proteinas celulares de B. ovis son adecuadas como antigenos para

realizar un ELISA de elevada sensibilidad y especificidad.

7. OBJETIVOS.

7.1 OBJETIVO GENERAL

Obtener un antigeno proteico especifico de Brucella ovis, que al ser utilizado en

ELISA, presente una elevada sensibilidad y especificidad.

7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a)
b)

<)

d)

e)

Obtener diferentes fracciones subcelulares de B. ovis.

Identificar proteinas especificas de B. ovis utilizando electroforesis.

Evaluar el patron de antigenicidad de las proteinas por inmunotransferencia,
determinando su especificidad ante microorganismos filogenéticamente y
etioldgicamente relacionados.

Obtener sueros de animales con cultivo positivo de B. ovis y sueros de
animales libres de la enfermedad. Asi como sueros con anticuerpos contra
microorganismos filogenéticamente relacionados como las brucelas lisas,
Mannheimia haemolityca, Actinobacillus seminis y Haemophilus somnus.
Estandarizar una ELISA para el diagnostico serolégico de B. ovis en ovinos,

determinando los valores de sensibilidad y especificidad.

18



8. MATERIAL Y METODOS

8.1 Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

Se utilizaron las cepas de B. ovis Reo 198 independiente de CO; y una cepa de
campo; de B. melitensis 16 M, la Rev 1 y una cepa de campo; M. haemolytica
denioinada cepa OWV20, Actinobacillus seminis ATCC 15768 y Haemophillus
somnus ATCC 2336. Todas procedentes del cepario del laboratorio de
bacteriologia del CENID-Microbiologia. Las cepas se mantuvieron congeladas en
leche descremada estéril a —70°C y para su uso rutinario, en placas de agar
brucela o de agar sangre (Difco, USA).

Para la propagacion bacteriana de B. ovis y B. melitensis se inocularon placas de
agar brucela, las cuales se sembraron en forma masiva. Se incubaron, durante
siete dias aproximadamente a 37°C. Posteriormente, se corroboré la identidad del
crecimiento bacteriano con tincion de gram y pruebas bioquimicas (Teixeira et al.,
1997; Zygmunt et al., 1990).

Las cepas de M. haemolytica, H. somnus y A. seminis, fueron inoculadas en
placas de agar sangre 10%. Estas se incubaron de 48 a 72 horas a 37°C.

8.2 Obtencion de fracciones celulares

LLas bacterias de B. ovis y B. melitensis fueron cosechadas en solucion
amortiguadora de fosfatos pH 7.2 (PBS) y ajustadas en un espectrofotometro a
una longitud de onda de 610 nm y una concentracion de 10° ufc/ml. Una cantidad
de 1.5 ml de la suspension bacteriana fue centrifugada a 6 000 Xg durante 15
minutos. Se desecho el sobrenadante y el paquete bacteriano fue resuspendido en
30 ul de amortiguador de Laemmli, para posteriormente ser utilizadas en la

inmunoelectroforesis.

Las cepas de B. ovis Reo 198 y de B melitensis 16M, se cosecharon con HEPES
(acido H-2-hidroxietilpiperazina-N-2-etanosulfénico) 10mM pH 7.5, diluyéndose
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hasta obtener una absorbancia de 0.4 a 600 nm, se centrifugaron a 29 000 Xg
durante 15 minutos a 4 °C. El! paquete celular se lavd por dos ocasiones con
HEPES y se centrifugdo nuevamente. Al término de ésta, se resuspendio con 40 ml
de HEPES y 10 m! de inhibidores de proteasas (PMSF 0.1 My EDTA 1 mM).

El paquete celular se sonicé (ULTRASONIC PROCESOR Continued), utilizando 10
pulsaciones de 10 segundos cada uno y se centrifugdé a 1 770 Xg por 15 minutos
para la remocion de restos celulares. Se recuperé el sobrenadante y se
ultracentrifugdé a 150 000 Xg por una hora a 4 °C (Beckman L8-M).
Correspondiendo el sedimento a las fracciones de membranas (membrana externa
y membrana interna) y el sobrenadante al citosol. El paquete se resuspendio con
10 ml de una solucion de Sarcosyl al 1% en HEPES 10 mM y se mantuvo en
agitacion suave durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd a
150 000 Xg por una hora a 4°C. El paquete obtenido contiene las proteinas de la
membrana externa y el sobrenadante las proteinas de la membrana interna. La
pastilla se resuspendido en HEPES 10 mM por medio de un homogenizador
manual. De los sobrenadantes (membrana interna y citosol) se hicieron alicuotas
de 20 mi, guardandose a -70°C hasta e! momento de su uso (Riezu-Boj et al.,

1990).

8.3 Separacion cuantitativa de las proteinas unidas a compuestos organicos

A 100 ul de cada fraccion celular (membranas externas, internas y citosol) de
Brucella ovis y Brucella melitensis se le agregaron 400 pyl de metanol, se
homogenizaron y se centrifugaron por 10 segundos a 14 000 Xg. Después se le
agregaron 100 ul de cloroformo y nuevamente se homogenizo y se centrifugo.
Para la separacion de la fase organica se adicionaron 300 ul de agua destilada,
se agitd y centrifugd por un minuto a 14 000 Xg. La fase superior se removio
cuidadosamente y se desechd. A la fase restante le fueron adicionados 300 pul de
metanol, se agitaron y centrifugaron por dos minutos a 14 000 Xg. EI
sobrenadante fue removido y el paquete de proteinas, se secd bajo flujo de aire
y se guardé a -70°C hasta su uso (Riezu-Boj et al., 1990).



8.4 Cuantificacion de proteinas

El contenido de proteinas totales fue determinado por colorimetria, utilizando el
método de microtitulacion de Bradford (Bradford, 1976). Cada vial de proteina se
solubilizé con 100 pl de amortiguador. Se construyd una curva de referencia con
albumina sérica bovina de 1 a 10 uyg/ml en PBS. 10 gl de muestra de proteina
fueron mezclados con 190 ul de reactivo de Bradford. Esto se realizdé para cada
fraccion celular de Brucella ovis y Brucella melitensis y para los extractos totales
de Actinobacillus seminis, Haemophilus somnus y Mannheimia haemolytica. La
lectura se realizd en un lector de microplacas de ELISA (Immunoskan plus) a 405
nm.

Para conocer la concentracion de proteina de cada una de las muestras, se
correlaciond la absorbancia obtenida con la proteina en la curva estandar de
albmina sérica bovina. El calculo matematico que se utilizé para obtener la
cantidad de proteina en los 10 pyl de muestra fue la regresion lineal.

8.5 Preparacion del suero hiperinmune de conejo contra Brucella ovis

Se utilizé suero hiperinmune en conejos contra las células completas de Brucella
ovis, para ser utilizado como antisuero en la técnica de inmunotransferencia
(Riezu-Boj et al., 1990).

Seis conejos Nueva Zelanda de 3 Kg de peso fueron utilizados, cada animal fue
inoculado via intravenosa con 9 X 10® ufc/mi, el in6culo fue estandarizado en un
nefeldmetro de Mc Farland y se utilizaron las siguientes dosis: 0.5, 0.5, 1.0y 1.0
ml, respectivamente, a intervalos de cuatro dias entre cada dosis aplicada. Se
sangraron a los animales via intracardiaca, cuatro dias despues de la uitima
inoculacion, y por centrifugacion a 6 000 Xg durante 15 minutos se obtuvo el
suero, el cual se conservo en congelacion a —20°C en alicuotas de un mililitro en
tubos de plastico debidamente identificados. El suero fue titulado por IDG,
haciendo diluciones dobles de éste y utilizando como antigeno HS (extracto salino)



de B. ovis. Para su utilizacién en la inmunotransferencia, el suero fue diluido en

PBS-Tween 20-Albumina sérica bovina.

8.6 Electroforesis en gel de poliacrilamida Dodecil sulfato de sodio (PAGE-
SDS)

La separacion de las proteinas, se llevd a cabo en geles discontinuos de
poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS) en condiciones no
reductoras, por el método de Laemmli, 1970, de forma que las posiciones de las
diferentes proteinas en el gel fueran en funcion de sus tamanos moleculares. Para

ello se empled una camara de electroforesis vertical con placas de 8 x 10 cm

(Gibco MiniVv8).

Preparaciéon de la muestra.
Basandose en la concentracion de la proteina, se calculdé la concentracion

necesaria de la proteina que se colocé por pozo en el gel de poliacrilamida.
Equivalente cada uno de estos volumenes a una concentracidon de proteina de 10
ug/ml. Esto se hizo para las proteinas de membrana externa, membrana interna y
citosol de Brucella ovis y Brucella melitensis y los extractos totales de Mannheimia
haemolytica, Actinobacillus seminis y Haemophilus somnus. Para cada cantidad
de muestra se agregd un volumen igual de amortiguador de muestra y se coloco
en Bano Maria a ebullicion, durante un minuto, para lograr la desnaturalizacion de

la proteina en presencia de SDS. (ver anexo)

Preparacion de los geles (PAGE-SDS) y corrimiento electroforético.

Se prepararon geles de poliacrilamida dodecil sulfato de sodio al 10, 12.5 y 15 %,
(Laemmli, 1970). Entre las placas de vidrio, se coloco el gel de corrimiento o de
resolucidon (ver anexo). Para obtener una optima resolucion de proteinas, se
preparé el gel concentrador, el cual se colocd en la parte superior del gel de
corrimiento. Después de polimerizar, el gel fue colocado en la camara de
electroforesis que contenia amortiguador de corrimiento. Se retird cuidadosamente
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el peine y se colocaron los marcadores de peso molecular con rango de 10 a 220
kDa y las muestras en cada pozo de B. ovis: Reo 198 (membrana externa, interna
y citosol), una cepa de campo y el HS, de B. melitensis; la 16 M (membrana
externa, interna y citosol), Rev 1 y una cepa de campo, de M. haemolytica OV20,
A. seminis ATCC 15768 y H. somnus ATCC 2336. Asi como una cepa de campo
de estos microorganismos.

Se establecio el patron electroforético, repitiendo varias veces la prueba. De cada
corrimiento que se realizd, se hicieron dos geles, uno para ser tenido con azui de
Coomassie y el otro para ser transferido a membranas de nitrocelulosa para
realizar la inmunotransferencia. El corrimiento fue a 80 Volts en el gel
concentrador y posteriormente a 120 Volts y 400 mA, hasta verificar que la
muestra completara el recorrido en el gel! de corrimiento, lo cual se realizé en dos

horas.

Tincion de los geles de poliacrilamida

Después de finalizar la electroforesis, uno de los geles fue colocado en un
recipiente que contenia solucién azul de Coomassie en un volumen suficiente para
cubrir el gel completamente, la tincion se llevo a cabo por 24 horas en agitacion.
Posteriormente, el exceso de colorante del gel se elimind con solucién
destefiidora, hasta lograr apreciar con claridad las bandas proteicas y fue
conservado en acido acético al 10 %.

El! peso molecular de las proteinas fue estimado por su posicion en el gei,
comparado con un estandar de proteinas conocido (marcador de peso molecular),

corrido en el mismo gel, utilizando el coeficiente de movilidad relativo o Rf.
8.7 Inmunotransferencia

Después de separar las proteinas por electroforesis en PAGE-SDS, Las proteinas
fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa, utilizando como metodologia el
sistema de emparedado, que consistio en colocar en una rejilla, en el siguiente
orden: una esponja o fibra sintética, papel filtro, gel de poliacrilamida, membrana



de nitrocelulosa, papel filtro y esponja o fibra (ver anexo). La rejilla preparada fue
colocada en la camara de electrotransferencia, la cual contenia un amortiguador
de transferencia, vigilando que el papel de nitrocelulosa estuviera del lado del
anodo. La transferencia se llevé acabo durante una hora a 400 miliamperes (mA)
(Towbin y Gordon, 1984).

Terminado el tiempo de corrimiento, la membrana de nitrocelulosa se colocé en un
recipiente para ser tratada con leche descremada al 5% por 24 horas, con la
finatlidad de bloquear y que no se presentaran uniones no especificas de las
proteinas del suero. Se retiré la leche descremada, se lavo la membrana en tres
ocasiones con PBS-Tween 20 por 15 minutos cada una y se incubé toda la noche
en agitacion a 4 °C con suero hiperinmune contra B. ovis diluido 1:25 en PBS-
Tween 20.

A continuacion se quité el suero y la membrana fue lavada por tres ocasiones con
PBS-Tween 20 por 15 minutos en agitacion entre cada lavada. La membrana se
sumergidé completamente en Proteina A conjugada con peroxidasa, diluida 1:2000
en leche descremada al 2 % y con agitaciéon fueron incubadas por dos horas a
37°C o toda la noche a 4 °C. Nuevamente se hicieron los tres lavados con PBS-
Tween 20, y dos lavados mas con PBS pH 7.2 por 15 minutos.

Para el revelado se utilizé 3,3-Diaminobenzidina (DAB) al 0.05% (20 mg de DAB)
en 40 ml de acido fosférico 50 mM a pH 7.4, el cual se agitdé por 40 minutos y se
filtr6. A esta solucion se le agrego lentamente 1.2 ml de solucién NiCo (20 mg de
NiClz y 20 mg de CoCl; en 2 ml de H>0). La solucion DAB se agrego en el
recipiente que contenia la membrana de inmunotransferencia, ésta se puso en
agitacion suave, se agregaron para el revelado, 400 yl de H>0; (peréxido de
hidrogeno), hasta que fueron visibles las bandas de identidad y se pard la reaccion
con agua destilada fria.

También, se realizaron inmunotransferencias con los extractos totales y las
fracciones celulares antes mencionadas, tratando las membranas de nitrocelulosa
con sueros positivos contra B. melitensis, contra A. seminis, contra H. somnus o

contra M. haemolytica.
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8.8 Obtencion de proteina purificada.

Por un mecanismo de filtracidon-centrifugacion denominado Centriprep (amicon,
millipore), se realizé la concentracion y purificacion de proteinas. Inicialmente la
muestra de cada vial de las fracciones celulares de B. ovis fue resuspendida con
300 uyl de PBS hasta obtener un volumen final de 15 ml. Este fue colocado en el
tubo Centriprep de 50 kDa, se centrifugé a 2 600 Xg por 10 minutos y el filtrado se
colectd para posteriormente ser puesto en el tubo Centriprep de 30 kDa, éste fue
centrifugado y colectado. Por ultimo, el filtrado se le determind el contenido total
de proteinas por el método de microtitutacion de Bradford.

Con este procedimiento, se concentraron las proteinas de 35 y 38 kDa que por
inmunotransferencia se habian identificado anteriormente. Para corroborar la
presencia y concentracion de estas proteinas, se realizd de igual manera la
electroforesis e inmunotransferencia de las proteinas purificadas, utilizando como
primer anticuerpo, de manera separada suero contra B. ovis, B. melitensis, A.
seminis y M. haemolytica. Como conjugado, Proteina A conjugada con peroxidasa
(metodologia anteriormente descrita en las dos secciones anteriores).

8.9 Coleccion de sueros positivos y negativos de B. ovis.

Se trabajé con 179 sueros de ovinos con aislamiento de B. ovis procedentes del
banco de sueros del Proyecto de Brucelosis del CENID-Microbiologia, INIFAP, que
estaban almacenados a —70 °C. Ademas, se hizo la recoleccion de sueros
negativos de hatos libres de epididimitis, sin vacunar. Asi como, sueros negativos
y positivos de B. abortus, B. melitensis, A. seminis, H. somnus y M. haemolytica.
Por ultimo, se consiguieron sueros conocidos positivos y negativos de B. ovisy B.
melitensis.

La obtencion de muestras se realizd con tubos con vacio para extraccion de
sangre, a partir de la vena yugular de los carneros, siendo la cantidad extraida de
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6 a 8 mililitros. Una vez coagulada, se procedid a centrifugarlas para la separacion

del suero, que fue almacenado en alicuotas a —20°C.
8.10 Prueba de inmunodifusion doble en agar (IDG)

Se realizaron las pruebas de IDG para el diagndstico de B. ovis con antigeno HS
de B. ovis, utilizando cajas de Petri con gel como soporte. El gel se preparé con
agarosa al 1%, en 5§ ml de amortiguador de boratos pH 8.3, 95 ml de agua
destilada y NaCl al 11 %. La roseta utilizada estaba formada por seis pocillos
periféericos de 6 mm de diametro y uno central de 4 mm con una separacion entre
ellos de 3 mm. En el pozo central se depositaron 12 ul del antigeno HS y en los
pozos circundantes se colocaron 16 pl de sueros problema y controles positivo y
negativo. Como sueros control negativo se usaron sueros de animales libres de B.
ovis y B. melitensis. Como sueros control positivo, se emplearon los de animailes
que resultaron con cultivos positivos. Las lecturas se realizaron a las 72 hrs.

8.11 Seleccion de sueros positivos y negativos de B. ovis, por aislamiento

del microorganismo.

En el cuadro 1, se muestran como se agruparon los sueros para ser utilizados en
la estandarizacion del ELISA para el diagndstico de B. ovis. Se emplearon 328
sueros: 179 positivos y 149 negativos a B. ovis. Los aislamientos fueron
confirmados con el examen bacteriologico, tincidon de Gram y Ziehl-Neelsen
modificada y pruebas bioquimicas caracteristicas. Ademas, de las muestras de
sangre se obtuvo el suero para realizar la prueba de IDG con antigeno para B.
ovis, resultando, 126 sueros positivos, 53 de estos como débiles positivos y 74

negativos.
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CUADRO 1. Sueros que se recolectaron para ser utilizados posteriormente en la
estandarizacion del ELISA para el diagnéstico de B. ovis. Estos incluyen sueros
negativos y positivos de B. ovis y B. melitensis. Asi, como sueros positivos de B.
abortus, M. haemolytica, A. seminis 'y H. somnus.

SUEROS
. (328)

POSITIVOS
(179)

NEGATIVOS
(149)

179 Sueros de ovinos con aislamiento
Bacteriologico de B. ovis

74 Sueros de ovinos de hatos libres de B. ovis,
sin aislamiento y sin vacunacion contra
brucelosis

35 (+) Sueros de B. melitensis con aislamiento
bacteriologico

10 (+) Sueros de B. abortus de bovinos

10 (+) Sueros de M. haemolytica

10 (+) Sueros de A. seminis

10 (+) Sueros de H. somnus

. TREIS COW
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8.12 Estandarizaciéon de reactivos de la técnica de ELISA.

Para la realizacidon y estandarizaciéon de la técnica de ELISA, se tomaron en
cuenta los siguientes factores: adsorcién y concentracion del antigeno, controles
positivo, negativo y del conjugado, concentracion optima del conjugado, tipo de
substrato, tiempos de incubacién, pH de los reactivos, tiempo de lectura e
interpretacion de resultados.

Como fase sdlida o inmunoadsorbente, se utilizaron microplacas de poliestireno de
96 pozos, de fondo plano y de una capacidad de 350 microlitros (Nunc Inc.
Dinamarca).

Para |la adsorciéon del antigeno en las microplacas, se probaron diferentes
soluciones amortiguadoras, como: Solucidn salina fisiologica (SSF) pH 7.2,
Solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7.2 y amortigudor de carbonatos
0.1 M pH 9.6 (ver anexo). En volimenes que variaron de 100 a 200 ul,
incubandose durante toda la noche a 4°C o durante dos horas a 37°C.

Se determind la cantidad de antigeno minimo necesaria para la realizacion del
ensayo, en las placas de poliestireno mediante una titulacion en bloque, utilizando
diferentes diluciones del antigeno frente a diferentes diluciones de los sueros
positivos y negativos de referencia. Esto se llevd a cabo mediante una reaccion de
ELISA Indirecto, realizando entre cada paso tres lavados con PBS-Tween 20. Se
utilizaron concentraciones de proteina de 1, 2.5, 5 y 10 ug/mi en amortiguador de
carbonatos, se distribuyd la solucion a razén de 100l por pozo e incubo toda la
noche a 4°C, enseguida se agregaron 100 ul de leche descremada al 2% y se
incubod toda la noche a 4 °C, posteriormente se agregaron diferentes volimenes
de los sueros positivos y negativos, desde 50, 100, 150 y 200 p!. El conjugado
(Anti-IgG de ovino marcada con peroxidasa) se utilizé a una dilucién de 1:2000,
distribuyendo 100 ul por pozo e incubando a 37°C por una hora. Por ultimo, se
agregaron 100 ul de sustrato ABTS- H>O: (acido 2,2-azinobis-3-etilbenzotiazolina
sulfonico-peroxido de hidrogeno) y se incubo de 15 a 60 minutos. Una vez
realizado, se escogid la dilucion maxima de antigeno que permitiera tener la mayor
diferencia entre los sueros controles positivo y negativo.
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Para determinar la concentracién optima del conjugado (Anti-lIgG de ovino
marcada con peroxidasa), se probaron diferentes diluciones de! conjugado (desde
1:50 hasta 1:8000), frente a sucesivas diluciones de los sueros positivos y
negativos (desde 1:50 hasta 1:1000) en placas tapizadas con el antigeno a su
concentracion 6ptima. Aquella dilucion del conjugado que produjo menor reaccion
inespecifica (color de fondo) con muestras negativas e implicé una clara distincion
de las muestras positivas, fue la elegida.

Del sustrato ABTS se probaron diferentes tiempos de incubacion, realizandose
lecturas seriadas bhasta encontrar el adecuado, que fue aquel donde se
encontraron mayores diferencias de color entre sueros positivos y negativos de
referencia. La lectura se realizé en un lector automatico de ELISA a 405 nm.

8.13 Desarrollo de la técnica de ELISA indirecta

Se diluyd el antigeno (proteina purificada) a una concentracion de 10 ug/ml en
amortiguador de carbonatos 0.1 M pH 9.6. Distribuyendo la solucidon anterior a
razdn de 200 pl por pozo e incubando la placa a 4 °C toda la noche en agitacion
suave.

La solucion con el antigeno no adsorbido fue eliminada, se realizaron cuatro
lavados con 100 ul por pozo de PBS-Tween 20, cada lavado se dejo en agitacion
por 15 minutos cada uno.

Después de los lavados, se agregaron 100 ul por pozo de leche descremada al
2 % en PBS pH 7.2 y se incubaron las placas por 1 hra 37 °C.

Transcurrido el tiempo, se retiré la leche descremada y nuevamente se realizaron
4 lavados con PBS-Tween 20.

Se agregaron 200 ul de los sueros problema, controles positivo y negativo, asi
como control del conjugado y blanco y se incubaron por 1 hr a 37 °C en agitacion
suave. Cada suero problema que se utilizo, se trabajo por duplicado. Los sueros
problema que se utilizaron fueron de: B. ovis, B. melitensis, B. abortus, A. seminis

y M. haemolytica.
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Posteriormente se lavd la placa y se agregaron 100 yl de conjugado anti-igG de
ovino marcado con peroxidasa en una dilucion 1:3000, incubandose durante 1 hra
37 °C en agitacion suave.

Se lavo la placa en tres ocasiones y se colocaron 100 ul de substrato, la placa fue
incubada a 37°C por 30 minutos con agitacion suave. El substrato se preparé con
5.5mg de ABTS en 50 mide solucion amortiguadora de citratos 0.05 M pH 4
y 19 yl de H>0O, al 30 %. La lectura se realizé en un lector de ELISA con un filtro
de 405 nm.

Con el conjunto de valores de absorbancia obtenidos tras la lectura de las placas,
se calculd el punto de corte, a partir de la distribucion de las muestras positivas y
negativas en funcion de las frecuencias y los valores de absorbancia.
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Ademas, se calculd la sensibilidad y la especificidad de la prueba de ELISA
comparada con los aislamientos a partir de una tabla de 2 x 2 o tabla de
contingencia, usando el programa Win-Episcope, Ver 1.0 (Frankena et al.,
Wageningen, The Netherlands & Zaragoza Spain; Greiner y Gardner, 2000):

Aislamiento
A. No. de positivos verdaderos

4+ - B. No. de falsos positivos
+ A B A+B C. No. de falsos negativos
ELISA C D c+D D. No. de negativos verdaderos
A+C B+ D N N. No. de muestras

Sensibilidad (%)= A/ (A + C) x 100

Especificidad (%) = D/ (B + D) x 100

Los valores de concordancia del ELISA, se calcularon mediante el analisis Kappa
a partir de la tabla de contingencia:

OP- EP
Kappa= ———— OP. Proporcion observada
1—-EP EP. Proporcién esperada
A+ D
OP =
N
(A+C)(A+B)+(B+D)(C+D)

NZ
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9. RESULTADOS

9.1 Fracciones celulares
Se realizé la obtencidn de los distintos microorganismos, de los cuales se

determinoé la concentracion de proteinas (cuadro 2).

Cuadro 2. Concentracion de proteina que se obtuvo de las fracciones celulares de
B. ovis REO 198 y de B. melitensis 16M. Ademas, de los extractos totales de M.
haemolytica, A. seminis, H. somnus, B. ovis cepa de campo, B. melitensis Rev 1,
B. melitensis cepa de campo Yy antigeno HS de B. ovis.

Concentracion

Microorganismo mg/ml

Fracciones celulares
* Brucella ovis REO 198

membrana externa 2.5
membrana interna 2.3
citosol 1.7

* Brucella melitensis 16 M

membrana externa 2.4
membrana interna 1.9
citosol 1.2

Extractos totales

* Brucella ovis cepa de campo 2.3
* Brucella ovis antigeno HS 1.6
* Brucella melitensis Rev 1 1.6
* Brucella melitensis cepa de campo 1.7
* Mannheimia haemolytica 2.0
* Actinobacillus seminis 0.80
* Haemophillus somnus 0.75
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9.2 Caracteristicas de las fracciones celulares y extractos totales

El gel del corrimiento electroforético (PAGE-SDS) de los extractos de membrana
externa, interna y citosol de B. ovis y B. melitensis y de los extractos totales de
M. haemolytica, A. seminis, se presenta en la Fig. 1. En B. ovis, se observa la
presencia de los tres grupos de proteinas de la membrana externa que han sido
reportadas (Riezu-Boj et al.,, 1990). De los grupos 1, 2 y 3 (grupos B, C y D) que
reportaron Gamazo et al., en 1989, solo se logran identificar los grupos 1y 2 (By
C), y de membrana interna y citosol predominan proteinas de 40 a 90 kDa. De!
extracto de membrana externa de B. melitensis, resaltan las proteinas con peso
molecular de 38 y de 68 a 90 kDa y de las proteinas de membrana interna
destacan las de 68 a 90 kDa. En M. haemolytica, se observan proteinas de 15 a
30, de 40 a 60 y de 70 a 90 kDa. Por ultimo, en A. seminis resaltan seis bandas

proteicas, de 12, 15, 38, 50, 70y 76 kDa.
9.3 Inmunotransferencia con suero hiperinmune de conejo contra B. ovis

Los resultados de las inmunotransferencias se presentan en las Figs. 2, 3y 4. El
suero obtenido contra B. ovis fue utilizado a una dilucion de 1: 25. Como se
observa en las tres figuras, se indica con una flecha, el reconocimiento de dos
bandas, tanto en membrana externa, interna y citosol de B. ovis, con un peso
molecular de 35 y 38 kDa. Las cuales no aparecen en las fracciones celulares de
B. melitensis. En la Fig. 2, a partir de un gel preparado al 12.5% destaca ademas
la presencia de la banda de 35 kDa en el extracto total de B. ovis. En la Fig. 3 se
presenta un gel al 15 % senalandose con flechas del lado izquierdo, la presencia
de una banda de reconocimiento de 81 kDa. Por ualtimo, en la Fig. 4, se presenta
una inmunotransferencia con extractos proteicos de varias cepas bacterianas
contra el antisuero de B. ovis en donde aparecen las bandas de identidad de 35y
38 kDa en las fracciones celulares y los extractos completos de B. ovis y no en los
extractos de M. haemolytica, H somnus, A. seminis y el antigeno HS de B. ovis.
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Fig.1. PAGE-SDS al 12.5 %, tefiido con azul de Coomassie. De las fracciones
celulares: membrana externa (E), membrana interna (I) y Citosol (C) de B. ovis
(Bo) y B. melitensis (Bm). Asi, como los extractos totales (ET) de M. haemolytica
(Ph) y A. seminis (As). Electroforesis del marcador de peso molecular (PM).

34



FIG. 2. Inmunotransferencia de un gel al 12.5 % de las fracciones celulares:
membrana externa (E), membrana interna (I) y Citosol (C) de B. ovis (Bo) y
B. melitensis (Bm). Asi, como los extractos totales (ET) de ambos. Utilizando
suero anti-B. ovis obtenido en conejo. Marcador de peso molecular (PM).
Indicandose con una flecha una banda de identidad de 35 kDa que aparece en las
fracciones y extractos totales de B. ovis y no en B. melitensis.
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FIG. 3. Inmunotransferencia de un gel al 15 % de las fracciones celulares:

membrana externa (E), membrana interna (I) y Citosol (C) de B. ovis (Bo) y
B. melitensis (Bm). Asi, como los extractos totales (ET) de A. seminis (As).
Utilizando suero anti-B. ovis obtenido en conejo. Marcador de peso molecular
(PM). Indicando con flechas dos bandas de identidad de 35 y 38 kDa en las
fracciones de B. ovis que no aparecen en B. melitensis ni en los extractos totales

de A. seminis.
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FIG. 4. Inmunotransferencia de las fracciones celulares: membrana externa (E),
membrana interna (1) y Extracto salino (HS) de B. ovis (Bo); membrana externa (E)
y Rev 1 de B. melitensis (Bm). Asi, como los extractos totales (ET) de A. seminis
(As), M. haemolytica (Mh) y H. somnus (Hs). Utilizando suero anti-B. ovis obtenido
en conejo. Marcador de peso molecular (PM). Indicando con flechas dos bandas
de identidad de 35 (Flecha clara) y 38 (flecha oscura) kDa de las fracciones y
extractos totales de B. ovis que no aparecen en B. melitensis ni en los extractos

totales de los microorganismos antes mencionados.
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9.4 Inmunotransferencia con sueros contra B. melitensis.

En las inmunotransferencias de las proteinas de las fracciones celulares y los
extractos totales de todas las cepas ya mencionadas se utilizé un antisuero, ya
sea contra B. melitensis, M. haemolytica, A. seminis o contra H. somnus. En estas
inmunotransferencias hubo reaccion de los sueros con las diferentes fracciones de
B. ovis y B. melitensis. Asi como con los extractos totales de M. haemolytica,
A. seminis y H. somnus. Se observo la presencia de bandas de identidad en todos
los casos. Sin embargo, no hubo reaccion con las proteinas de 35 y 38 kDa que se
identificaron en las inmunotransferencias con antisuero contra B. ovis (Fig. 5).
Entre los que destaca ademas, la reaccion con proteina del grupo 3 del extracto
salino (HS) y la ausencia de reaccidon con las proteinas de 35 y 38 kDa. Esto
mismo resultados se presentaron cuando se udtilizaron los sueros contra

M. haemolytica, A. seminisy H. somnus.
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FIG. 5. Inmunotransferencia de un gel al 12.5 % de las fracciones celulares:
membrana externa (E) y membrana interna (l). Asi como el Extracto salino (HS) de
B. ovis (Bo); membrana externa (E) de B. melitensis (Bm) y los extractos totales
(ET) de A. seminis (As), M. haemolytica (Mh) y H. somnus (Hs). Utilizando un

suero de ovino contra B. melitensis.
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9.5 Concentracion de proteina por el método de filtracion-ultracentrifugacion

El sistema Centriprep, permitié concentrar las proteinas de membrana externa,

estas fueron cuantificadas por el método de microtitulacion de Bradford,

obteniéndose una concentracion de 1000 ug/ml. Posteriormente, de éste paquete
de proteinas, se realizd la electroforesis y la inmunotransferencia con suero
hiperinmune de conejo contra B. ovis y con suero de ovino positivo a B. melitensis,
como se observa en la Fig. 6, se identificaron las proteinas de 35 y 38 kDa vy
cuatro bandas de identidad, perteneciente a proteinas del grupo 2, aunque estas
se presentan en menor concentracion, utilizando antisuero contra B. ovis. No hubo
reaccidon, dada por la presencia de bandas de identidad, cuando se utilizé el
antisuero contra B. melitensis. Se realizaron las inmunotransferencias con suero
contra H. somnus, M. haemolytica, A. seminis, B. melitensis y B. ovis. (Fig. 7),
observandose que no hubo reaccion de ningan antisuero con las proteinas que se

concentraron de B. ovis xomo se muestra en los carriles 1.
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Antisuero contra
kDa PM B. ovis B. melitensis

FIG. 6. Inmunotransferencia de las proteinas concentradas por el método
Centriprep. Empleando suero contra B. ovis y B. melitensis.

Antisuero contra
kDa PM A. seminis B. ovis B. melitensis
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Fig. 7. Inmunotransferencia de las proteinas concentradas por el meétodo
Centriprep de B. ovis (1), extractos totales de B. ovis (2) y células completas
B. melitensis (3). Utilizando suero contra A. seminis, B. ovis y B. melitensis. Las
flechas sefialan las proteinas de 35 y 38 kDa de B. ovis obtenidas por filtracion-
ultrafiltracion.
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9.6 Estandarizacion del ELISA indirecto

En la titulacion se determind la cantidad de proteina minima necesaria para la
realizacion del ensayo que fue de 10 pg/mi. El conjugado que se utilizé fue anti-
IgG de ovino conjugado con peroxidasa y la concentracion éptima del conjugado
fue de 1:3000.

El substrato utilizado fue ABTS y el tiempo de incubacion idéneo de 30 minutos,
teniendo una lectura rapida y simultanea de todos los pozos de la placa. Se realizo
la interpretacion de resultados con los valores de absorbancia, controles positivo y
negativo conocidos y se calculd el punto de corte para tener la distribucion de las
poblaciones conocidas como positivas y negativas de B. ovis (Fig. 8). Teniendo
como muestras negativas las que presentan absorbancia menor de 9 y como
positivas las que presentan absorbancia mayor de 12, estos resultados se
presentan en base de 1 x 102 Se estudiaron posibles reacciones cruzadas con
sueros de B. melitensis, M. haemolytica, A. seminis y H. somnus, las cuales no se
presentaron debido a que la absorbancia fue menor de 9. Se busco la
repetibilidad con el maximo de muestras posibles, realizando tres repeticiones por
duplicado, con resultados semejantes en todos los casos, teniendo una variacion
minima en los resultados. Si bien la prueba agrupa claramente a los animales
positivos, el grado de dispersion con los sueros positivos fue mayor que en los
negativos. Se calculo la sensibilidad y especificidad de la prueba utilizando una
tabla de 2 x 2. Teniendo como criterio de absorbancia las muestras negativas con
una densidad optica menor de 9, eliminando cinco falsos positivos y como
muestras positivas una absorbancia mayor de 12, presentandose tres animales
infectados que no fueron diagnosticados correctamente. Tomando como criterio de
positividad la absorbancia de 9 eliminando cinco sueros falsos positivos, la
Sensibilidad fue del 98.1% y la Especificidad del 97.5% y tomando como
positividad una absorbancia de 12, eliminando los tres falsos negativos la
sensibilidad fue del 98.2 % y la especificidad del 100 %. Por ultimo, se determind
la concordancia entre los aislamientos y ELISA con et valor de Kappa el cual fue
de 0.97 (Frankena et al.,, Wageningen, The Netherlands & Zaragoza Spain).
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FIG. 8. Distribucion de los valores absorbancia (base 1 X 10'2) leidos a 405 nm
de 328 sueros positivos y negativos en funcion de la frecuencia, evaluados en
ELISA indirecto, usando como antigeno las proteinas de 35 y 38 kDa de B. ovis.
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10. DISCUSION

La composicion y la expresion de las proteinas de membrana externa de las
bacterias gram negativas estan reguladas entre otros factores por las condiciones
de cultivo (Osborn, 1980). Por tal motivo, para evitar variaciones en los cultivos, se
emplearon las mismas condiciones de mantenimiento y desarrollo para las cepas
bacterianas utilizadas, corroborando las caracteristicas fenotipicas con resultados
satisfactorios.

Se logré hacer la separacion de las membranas externa e interna y citosol de
B. ovis Reo 198 y B. melitensis 16 M. De estas fracciones, en las
inmunotransferencias se identificaron proteinas especificas de B. ovis que no
aparecieran en las fracciones de B. melitensis y para comprobar una posible
reaccion cruzada entre ambas. La mayoria de los trabajos previos reportan solo
grupos de proteinas de la membrana externa y no de las otras fracciones
(Cloeckaert, et al. 1996; Riezu-Boj, et al. 1990; Chin y Bernadette, 1990). Donde
se reconocieron tres grupos de proteinas de la membrana externa con un rango
de peso molecular para el grupo 1, de 88 a 94 kDa, grupo 2 de 35 a 39 kDa y
grupo 3 de 25 a 31 kDa. Ademas, se reporta una banda de 48 kDa caracteristica
de B. melitensis. Basandose en esto, lo hecho en este trabajo coincide con los
reportes previos ya que en la electroforesis de geles de poliacrilamida tefido con
azul de Coomassie (Fig. 1), se observa la posicion de las bandas proteicas de
membrana externa pertenecientes a los grupos 1, 2y 3.

El método de microtitulacion de Bradford, utilizado para la cuantificacion de
proteinas, es un método rapido y sensible que detecta concentraciones menores
de 1ug de proteina (Bradford, 1976), a diferencia del método de Lowry que es mas
compleja y en donde se necesita mayor cantidad de albumina sérica bovina como
estandar (Lowry et al.,, 1951). Basandose en el método de Bradford y a una
cantidad aceptable de paquete celular para realizar la extraccion, se logré obtener
una buena concentracion de las fracciones celulares y de los extractos totales de
los diferentes microorganismos. Por otro lado, las proteinas identificadas de
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M. haemolytica, A. seminis y H. somnus, coinciden con las reportadas por otros
autores (Stephenes, et al., 1983; Kerstens y De Ley, 1975). Siendo la principal
diferencia en que para A. seminis se reportan proteinas de peso molecular de 26 a
94 kDa (Healey et al., 1988), utilizando en la extraccion un detergente, el n-octyl-
D-glucopiranosil para su obtencion y en éste trabajo se identificaron solo seis
proteinas predominantes.

Las pruebas serologicas mas eficientes para el diagndéstico de B. ovis en muchos
paises son FC, IDG y ELISA. Sin embargo, la inmunotransferencia actualmente se
puede utilizar como una herramienta de confirmacion. Utilizando complejos mixtos
de B. ovis como antigenos, derivados por la extraccion de proteinas de las
bacterias con SDS y 2-mercaptoetanol (Kittelberger, et al., 1997) o proteinas
especificas de membrana externa.

De estos extractos proteicos, se han identificado antigenos inmunodominantes o
bandas de identidad caracteristicos de B. ovis: una de 63 kDa de B. ovis HS, tres
proteinas de membrana externa de 17, 19 y 29 kDa y el LPS-R, utilizando sueros
de hatos libres y sueros positivos con aislamiento de B. ovis (Kittelberger, et al.,
1997), las cuales también se identificaron en las inmunotransferencias realizadas,
con excepcion del LPS-R (Figs. 2 y 4). Ademas, estos investigadores utilizaron
dos tipos de detergentes (Sarcocyl y Triton X-114-base) para la extraccion de las
proteinas de membrana. Expresaron los resultados en funciéon de la sensibilidad y
la especificidad para la prueba de inmunotransferencia. Obteniéndose una
especificidad del 100 % con ambos detergentes. Sin embargo, la sensibilidad fue
del 97 % en promedio cuando se utilizé Sarcocyl y con Triton X-114-base
disminuyeron los valores de sensibilidad entre 28 % y 35 % en algunas bandas de
identidad. Es por ello, que se utilizé la metodologia con Sarcocyl, teniendo
resultados satisfactorios.

Las inmunotransferencias, indican que las proteinas contenidas en las fracciones
de B. ovis (membrana externa, interna y citosol), presentan reaccién con el suero
hiperinmune de conejo contra B. ovis y con el suero de B. melitensis, asi mismo,
proteinas de 8. melitensis presentan reaccién con ambos sueros. Teniéndose por
lo tanto, una reaccidn cruzada entre ambas cepas. Afzal et al., en 1987 utilizando
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sueros contra B.ovis y contra B. melitensis, observaron una reaccion cruzada entre
ambas cepas, principalmente de proteinas de la membrana externa del grupo 2.
Sin embargo, en las Figs. 2, 3, y 4 de éste trabajo, se observa también una
reaccion con proteinas del grupo 1 y 3 de ambas cepas. En estas figuras, también
se observa reaccion del suero hiperinmune contra B. ovis con algunas proteinas
de A. seminis, M. haemolytica, H. somnus y el antigeno HS de B. ovis. Esta
reaccion cruzada que se identifica, es la que no permite dar un diagnéstico preciso
diferencial entre B. ovis, B. melitensis y las demas bacterias por ELISA. En el caso
del extracto salino caliente (HS), que es el antigeno utilizado para el diagnoéstico
de B. ovis en diferentes pruebas serologicas, incluyendo el ELISA (Marin et al.,
1998) este presentd reaccion con el suero contra B. ovis, principalmente de
proteinas de! grupo 3 y el suero contra B. melitensis con proteinas del grupo 2 de
membrana externa (Gamazo, et al., 1989).

La presencia de las bandas de identidad de 35, 38 y 81 kDa de B. ovis, que se
observaron en las inmunotransferencias con suero hiperinmune de conejo contra
B. ovis y que no aparecieron con los demas microorganismos, en especial con
B. melitensis, es la evidencia de que utilizando ésta metodologia, se encuentran
proteinas especificas para el diagndstico de B. ovis. Permitiendo posteriormente
separarlas y utilizarlas en ELISA para el diagnoéstico preciso de B. ovis. Las
proteinas de 35 y 38 kDa también, fueron identificadas en inmunotransferencias
(Ebani, et al.,, 2000 y Cerri, et al., 2000), para el diagndéstico de B. ovis, usando
como antigeno el HS de B. ovis y un suero de carnero infectado
experimentalmente contra B. ovis. Sin embargo, en estos trabajos las proteinas
obtenidas no fueron utilizadas con el fin de implementar un diagndstico serolégico
de B. ovis, ni tampoco se realizé una diferenciacion con proteinas de B. melitensis,
por lo que se desconoce su especificidad y su valor diagnéstico.

Por otro lado, se sabe que M. haemolytica, H. somnus y A. seminis, son
microorganismos que se presentan frecuentemente en los ovinos y pueden
producir la epididimitis ovina. Es por ello, que para corroborar si las proteinas de
35, 38 y 81 kDa de B. ovis eran especificas, se realizaron inmunotransferencias
con antisueros contra cada uno de estos microorganismos antes mencionados,
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incluyendo B. melitensis (Fig. 5). Sin embargo, los resultados no indican una
reaccion de los antisueros de cada bacteria contra las tres proteinas de B. ovis.
Por lo tanto, aparentemente no hay interferencia que afecte el diagndstico de la
enfermedad causada por B. ovis.

El método de filtracion-ultracentrifugacion (Centriprep), es un mecanismo usado
para la purificacion, concentracion y desalacion de muestras bioldgicas en rangos
de volumen de 2 a 15 ml. Es dtilizado como tubo de centrifuga de 50 mililitros y
esta compuesto por un filtro colector que contiene una membrana de celulosa de
baja adsorcion, con limites de peso molecular que son de 3, 10, 30 y 50 kDa. En
funcion de éste se concentraron las proteinas de 35 y 38 kDa, esto se observa en
la inmunotransferencia realizada con antisuero contra B. ovis (Fig. 6). En ella,
también se observa que al utilizar antisuero contra B. melitensis, no hubo reaccion
con las proteinas concentradas, incluyendo las cuatro bandas de identidad de
menor concentracion que aparecieron. De igual forma, para corroborar si las
proteinas de 35 y 38 kDa de B. ovis eran especificas, se realizaron
inmunotransferencias con sueros contra A. seminis, M. haemolytica y B. melitensis
y tampoco hubo reacciéon contra dichas proteinas (Fig. 7). Por lo tanto, las
proteinas obtenidas por el meétodo de ultrafiltracion, fueron utilizadas como
antigeno en la técnica de ELISA por su gran especificidad, ya que no hubo
reaccion con sueros contra B. melitensis, A. seminis, M. haemolytica y H somnus,
en cambio dieron una respuesta clara contra los anticuerpos de B. ovis.

Una proteina de membrana externa de 29 kDa fue identificada como el
componente inmunodominante en infecciones de B. ovis (Kittelberger et al., 1995a
y 1998). Esta proteina, aunque no se separd, se puede observar en las
inmunotransferencias con antisuero contra B. ovis que esta presente,
observandose en los grupos de proteinas de 27 a 31 kDa, que también se
identificaron en los grupos predominantes de 25 a 31 kDa (Riezu-Boj et al., 1990)
y de 27 a 29 kDa (Chin et al., 1991).

Para la estandarizacion del ELISA, se trabajé con 328 sueros. Aparte de los
sueros negativos de hatos libres y positivos con aislamiento de B. ovis y B.
melitensis, ademas se incluyeron sueros positivos de A. seminis, M. haemolytica,
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H, somnus y B. abortus, esto con la finalidad de descartar una reacciéon cruzada
con las proteinas de 35 y 38 kDa de B. ovis que se concentraron, la cual no
ocurrié, ya que al realizarse la prueba presentaron una absorbancia menor de
9 x 102 que fue el valor utilizado como punto de corte. Valor analizado en la
grafica de ELISA (Fig.8), a diferencia de otros trabajos, para estandarizar un
ELISA y realizar la comparacion con otras técnicas, que solo utilizaron sueros
positivos y negativos de B. ovis y no probaron sueros de otros microorganismos
(Alonso, 1995; Vigliocco, 1997; Ebani, et al., 2000 y Cerri, et al., 2000, Nuriez et

al., 1998).

Cuando se determiné el
poblaciones conocidas en cuanto a la absorbancia de las muestras positivas y
negativas de B. ovis. Tomando como sueros negativos a B. ovis, los sueros con
9 x 102 y como positivos los sueros superiores

punto de corte, se obtuvo una distribucion de las

absorbancias inferiores de
de 12 x 102, La técnica de ELISA detecto cinco falsos positivos y tres falsos

negativos. Con estos resultados se presentd una sensibilidad del 98.1% y una
especificidad del 97.5%. Sin embargo, cuando se determinod el punto de corte y se
tomaé en cuenta una positividad de absorbancia de 12, se eliminaron los falsos
positivos y negativos, y la sensibilidad fue del 98.2% vy la especificidad del 100 %.
Los sueros positivos por aislamiento a B. melitenisis a partir del calculo del punto
de corte presentaron una absorbancia menor de 9. Por lo tanto, resultaron
negativos a la Técnica de ELISA utilizando las proteinas de 35 y 38 kDa.

La prueba de IDG con antigeno HS de B. ovis, se utiliza como prueba oficial de
B. ovis en México con resultados satisfactorios, la cual tiene una sensibilidad del
91% y una especificidad del 100% (Nuriez, et al., 1998). En este trabajo la prueba
se realizd en conjunto con las pruebas bacterioldgicas y bioquimicas de B. ovis,
obteniéndose, 126 sueros positivos, 53 como débiles positivos y los 74 negativos,
que fueron los que se utilizaron para la estandarizacion del ELISA.

LLa estandarizacion de la técnica de ELISA fue fundamental para los resultados
que se obtuvieron. El control de cada una de las variables que se tomaron en
cuenta, fueron claves en la realizacion de la técnica, por ejemplo, la mayoria de
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los antigenos utilizados hoy en dia en ELISA indirecto para la deteccidon de
anticuerpos, no son solo proteinas antigénicas las que se obtienen y utilizan. Por
lo que la determinacion de la concentracion proteica por el método de Lowry
(1951), generalmente no da buenos resultados. Es por esto, que se utilizd un
mejor sistema titulacion en bloque, utilizando diferentes diluciones del antigeno
frente a diferentes diluciones de los sueros positivos y negativos (Joint FAO,
1993). Los antigenos utilizados, mostraron en condiciones normales una
capacidad de adherencia al poliestireno adecuada, a diferencia de los antigenos
utilizados por Marin et al/., en 1989, en donde no se adhirieron al poliestireno en
condiciones normales, por lo que tuvieron que recurrir a la evaporacion del
disolvente para fijarlas a la fase solida. Para la adsorcion del antigeno, se
probaron incubaciones durante toda la noche a 4°C y dos horas a 37°C. Los
resultados finales, fueron mas repetitivos cuando se incubaron toda la noche. Por
otro lado, la reaccion enzimatica por el tiempo de incubacién y la temperatura de
37°C en la ditima parte del ELISA, fue favorecida en un tiempo de incubacion de
30 minutos. A diferencia de un tiempo de incubacion de 40 minutos a 37°C (Marin,
et al., 1989) o una temperatura de 20°C por una hora de incubacién (Alonso et al.,
1995). Debido a esto y a que se emplearon los mismos controles, se logré la
repetibilidad y estandarizacion de la técnica de ELISA.

La sensibilidad y especificidad de las pruebas serologicas para el diagnostico de
B. ovis, depende mucho del antigeno utilizado. Se a observado que complejos de
antigenos de superficie solubles en agua, tienen mayor valor diagnéstico que
suspensiones de bacterias completas (Marin, et al., 1989). El HS, es el antigeno
que ha proporcionado mejores resultados diagnosticos en todas las pruebas. Su
solubilidad en el agua y su alto contenido de epitopes de superficie celular
explican el éxito de las pruebas seroldgicas estudiadas. En adicién a los
determinantes del LPS, éste extracto contiene proteinas de membrana externa
que comparten brucelas lisas y rugosas (Gamazo et al.,, 1989). Es por ello, que
tales componentes presentan una reaccion cruzada entre el extracto salino de
B. ovis y los sueros infectados con B. melitensis o sueros de ovinos vacunados
con B. melitensis Rev 1(Rieuz-Boj, et al., 1986; Blasco, et al., 1987). Este
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problema es mas relevante, si existen infecciones de B. ovis y B. melitensis en los
ovinos o si la vacunacion con Rev 1 es utilizada. Ademas, se debe mencionar que
el uso del HS en la prueba de IDG no esta exento de problemas, el mas
importante es la estabilidad del antigeno, que aungque se conserva perfectamente
liofilizado, una vez rehidratado pierde paulatinamente titulo si se mantiene en
refrigeracion o a —20°C o si se sometemos a congelacidon y descongelacion. Esta
falta de estabilidad puede repercutir de forma importante en el diagndstico y en la
repetibilidad, principalmente cuando se conserva la suspension del antigeno
durante un tiempo prolongado y si son pocos los sueros examinados. Ademas, la
prueba no ha sido estandarizada y los resultados pueden solamente interpretarse
cualitativamente (Marin, et al., 1989).

La prueba de fijacion de complemento es la que mas se ha usado como prueba
serologica para el diagnéstico de infecciones de B. ovis. Sin embargo, presenta
inconvenientes practicos y su sensibilidad y especificidad siempre han sido
inferiores a IDG y ELISA (Marin, et al., 1998)

En forma general se ha aceptado que el diagndstico de infecciones por B. ovis
puede ser clinico, bacteriologico, seroldgico y ultimamente se puede hablar de un
diagndstico por técnicas de Biologia molecular (Kittelberger et al., 1997; Cerri, et
al., 2000; Ebani, et al., 2000). Como ya se menciond, la examinacion clinica de
ovinos, a determinado la presencia de alteraciones testiculares macroscopicas con
valores limitados para el diagnoéstico por la existencia de infecciones sin signos
clinicos (Blasco y Barberan, 1990) o simplemente a que otros patdgenos son
responsables de las alteraciones (De long, et al., 1979), limitando con esto el
diagnostico de la brucelosis ovina. En contraste, los resultados bacteriolégico y
serolégicos estan mas estrechamente relacionados con el control de la
enfermedad (Ficapal, et al.,, 1997), datos que fueron corroborados en el presente
trabajo. El numero de animales seropositivos fue significativamente alto cuando
los carneros fueron diagnosticados bacterioldgicamente positivos.

Lo resultados obtenidos en este trabajo fueron similares o superiores a los
reportados por otros autores, presentando una sensibilidad del 98.2 % y una
especificidad del 100 %, esto si comparamos estudios de ELISA en donde la

50



sensibilidad fue menor cuando se utilizo HS como antigeno (Marin, et al., 1989;
Alonso, et al., 1995; Ficapal, et al.,, 1995), cuando se utilizaron células completas
(Chin, et al., 1990; Vigliocco, et al., 1997) y cuando se utilizaron proteinas
citoplasmaticas (Reichel, et al., 1999). Resultados semejantes con HS se han
obtenido, pero con conjugados monoclonales y policlonales (Marin, et al., 1998).
LLa sensibilidad y especificidad fueron superiores a los obtenidos por Nuriez et al.,
en 1997, en donde reportaron una sensibilidad del 97 % y una especificidad del
84 %.

Es necesario reconocer que el ELISA indirecto tiene mayor costo y trabajo
operacional que la IDG, como quedd demostrado en este trabajo. Pero los
estudios comparativos realizados con IDG, FC y ELISA, han demostrado que esta
ultima presenta mayor sensibilidad, repetibilidad y con resultados cuantitativos y
no cualitativos (Ficapal, et al., 1995; Reichel ef al., 1999). Pueden obtenerse
mejores resultados individuales con ELISA que con IDG y FC (Riezu, et al., 1986)
y se han presentado casos en que IDG es capaz de detectar positividad en sueros
que resultan negativos a ELISA (falsos negativos). Por estos motivos, se ha
sugerido que el uso combinado de IDG y ELISA permiitiria mejorar la deteccion de
anticuerpos a B. ovis (Blasco, et al/.,, 1990) y se tendria un 100 % de Sensibilidad.
La utilizacidn de estas proteinas podria prescindir de IDG y se obtendrian los
mismos resultados.

La utilizaciéon de estas proteinas como antigeno aumentan la especificidad de la
prueba, evitando la probabilidad de encontrar reacciones cruzadas con B. abortus,
M. haemolytica, H. somnus, A. seminis y con B. melitensis principalmente.
Ademas, la concordancia entre el aislamiento y ELISA fue buena al presentar un
valor de Kappa de 0.97.

En un futuro estas proteinas pudieran potencialmente ser usados como antigenos
inmunodominantes para diagnostico serologico especifico de B. ovis o profilaxias
vacunal. Esto es debido a que la investigacidon en Brucellosis se enfoca
actualmente en la identificacion de antigenos no lipopolisacaridos (Kittelberger, et
al., 1995; Lindler, et al,. 1996; Letesson, et al,. 1997; Vemulapalli, et al., 2000)
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11. CONCLUSIONES

1. Los meétodos utilizados para la extraccion de las fracciones celulares de B. ovis
y B. melitensis fueron adecuados, teniendo una buena concentracién de proteinas.
Corroborando asi, lo que se ha hecho en otros trabajos.

2. Se evaluo por inmunotransferencia, la antigenicidad de las proteinas extraidas.
Observandose, la reaccion cruzada que existe entre el suero de conejo
ininmunizado con B. melitensis y las proteinas de B. ovis.

3. Esta valoracion permitio identificar tres probables proteinas que estan presentes
en B. ovis y no en B. melitensis, de 35, 38 y 81 kDa, de las cuales las dos
primeras fueron utilizadas en el diagnéstico preciso de la brucelosis ovina causada
por B. ovis por el método de ELISA. Descartandose una reaccién cruzada con B.
melitensis, M. haemolytica, H. somnus y A. seminis.

4. El ELISA con proteinas de 35 y 38 kDa se puede utilizar para el diagndstico de
la epididimitis infecciosa por B. ovis. Debidamente estandarizada, pudiera
presenta una sensibilidad y especificidad superiores a IDG y a FC con proteinas

citosodlicas o HS como antigeno.
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13. ANEXO
1. Agar brucelia

A) AGAar BrucCela..........oooenmeiiiii it ittt cei i eraaeieinraneeianae e s raanans
b) Agua destilada

2. Agar sangre

[S1=T-T- 30 Vo F- T g -T- T a7 | ¢ = R R
Sangre desfibrinada....
P-Yo [VE: Wo (=13 (1= Te = T o o JX « U O

3. Tincién de Gram

a) En un portaobjetos colocar unas gotas de suspension bacteriana y si el
cultivo es sdlido, colocar primero una gota de agua destilada
b) Extender la gota sobre la laminilla
c) Dejar secar las laminillas a temperatura ambiente
d) Pasar la laminilla tres veces por la llama del mechero
c) Agregar cristal violeta por 1 minuto
d) Lavar al chorro de agua
e) Agregar lugol por 1 minuto
f) Agregar alcohol-acetona por 10 segundos
g) Agregar safranina por 1 minuto
h) Lavar al chorro de agua
i) Observar en el microscopio con el objetivo de inmersion (100X)

3. Soluciones para la preparacion de los geles de poliacrilamida-SDS
a) Acrilamida-Bisacrilamida 40%

Acrilamida (Biorad)..........ccccceieiannn... O SPUN ...37.59
N,N-bismetilen acrilamida (Biorad).....c..cccoiiuiiiiiiimiiieiieaiieeeeaaaaaen 109
Aforar a 500 m! de agua destilada

b) Amortiguador Resolving (gel concentrador) pH 8.8

Tris-HCI 1.5 ML e eeaes trizma base 6.0 g
TEMED (N, N, N’, N'-tetrametiletilendiamina)......................... 0.4 % viv

SDS (dodecil sulfato de sOdio)......cccciueiiiiiiiiieciiaiiiniaaeaaaans 0.4 % wiv
Ajustar a pH con HCI 2 N y aforar a 500 mi de agua destilada
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c) Amortiguador Stacking pH 6.8

trizma base 6.0 g
0.11% viv

............................................................................................ 0.11% w/v
Ajustar a pH con HCI 2 N y aforar a 500 ml de agua destilada
4. Preparacion de los geles de poliacrilamida
Gel Resolving

Componentes, Volumen (ml) 10 % 12.5 % 15 % Gel Stacking
Acrilamida:Bis 40% 10.3 12.8 15.4 1.0
Amortiguador Resolving 10.0 10. 10.0 -
Amortiguador Stacking - - - 9.0
Agua destilada 19.3 16.8 14.2 -
Persulfato de amonio 10 % 0.4 0.4 04 0.05
Volumen total (mil) 40 40 40 10

5. Preparacion de membranas de nitrocelulosa

Preparar un sistema de emparedado para la transferencia de las proteinas en el
siguiente orden:

- una hoja de esponja
- una hoja de papel filtro (papel whatmann)
- una hoja de nitrocelulosa
- gel de poliacrilamida
- una hoja de papel filtro
- una hoja de esponja
Reunir el emparedado entre las dos hojas de plastico y cerrar hermeéticamente.

Colocar todo en el aparato de transferencia, vigilando que la nitrocelulosa esté
del lado del anodo.

6. Proteina A conjugada con peroxidasa

proteina A conjugada con PeroXidaSa......c..covuiiiiiiiriiinceciirereereeanmcaccecannnanan 4 nl
P B S PH 7. 2. ittt ireecteeeaeeaeaa e raaaaeaasaeneaacreanaaan 10 ml
W. . ey
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7. Pruebas bioquimicas

a) Acido sulfhidrico
En medio TSI (Triple AzGcar Hierro), se siembra por picadura y estria. Se
Incuba de 24 a 48 hrs. a 37 °C. La prueba positiva se manifiesta por la
aparicion de un precipitado negro a lo largo de la picadura.

b) Catalasa
Colocar una gota de agua oxigenada al 3% en una laminilla, tomar con el

asa una de las colonias y colocarla en la gota de agua oxigenada.
Inmediatamente se produce un burbujeo como resultado del
desprendimiento de O5.

c) indot
Inocular en el medio SIM por picadura 2/3 parte del tubo e incubar 24 a
48 hrs. a 37 °C. agregar el reactivo de Kovac’s. Prueba positiva: se forma un
anillo rojo en la superficie. Prueba negativa: se forma un anillo de cualquier

otro color.

d) Oxidasa
En un trozo de papel filtro (7 cm) se impregna con 2 a 3 gotas de solucion
acuosa al 1% de diclorohidrato de tetrametil-p-fenil-diamina, se agrega una
gota de cultivo. La aparicion de un color purpura intenso en 10 segundos
indica prueba positiva.

e) Reduccion de nitratos
En un medio de caldo nitrato con peptonas y 0.1% de nitrato de potasio se
Siembra por agitacion. Incubar de 18 a 24 hrs. a 37 °C. Anadir 5 gotas de
solucion Ay 5 gotas de solucion B. Resultado positivo: rosado rojo intenso.
Negativo: sin color.

Solucion A Solucion B

250 ml agua destilada 250 ml agua destilada

100 ml de acido acético glacial 100 ml de acido acético glacial

28 ml de acido sulifanilico (0.8%) 2.1 ml de dimetil-alfa-naftilamina (0.6%)
f) Urea

En caldo con sales minerales, 2% de urea y rojo de fenol. Se agrega cultivo
con una asa y se agita. Se incuba de 18 a 24 hrs a 37 °C. Prueba positiva:
coloracion roja. Prueba negativa: coloracion amarilla.
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8. PBS 0.15M pH 7.2

Cloruro de sodio (NaCH)..............ccoeerveeieerans i e 8.0g
Cloruro de potasio (KCl)...................... 3 ) ....0.2g9
Fosfato dibasico de sodio (NaHPO,)....... ...144 g
Fosfato monobasico de potasio (KH2PO4)... ... i 0.24 g
Agua destilada c.b.p...........ccoiiiiiiiiiaini e i eseeeeeiaees 1000 ml
9. Amortiguador Tris-HC! 0.5M pH 6.8 :
TS DASE. it eeeeeeereeaaeaeaaanain e e s 6.0g
Ajustar el pH con HCI 2N y aforar con agua destllada a 100 ml
10. Amortiguador muestra 2X pH 6.8
Tl e ettt et et raeete e castssssaaaneaaciemnassaacannnaansaasen 1.61g
Dodecil sulfato de sodio (SDS)........... A N 20g
Azul de bromotimol........ocooiiiiiii i ieiiccrtineiaaenaian ....0.002 g
GlICEION. ...t crtetrtcceareaiiieiaateiansonesoionisanssnrannnsessesamssrsssasanes 25 g
Agua bidestilada C.D.P....o.ooe i e eas 100 ml
11. HEPES 10 mM pH 7.5 ; ‘
HEPES (Sigma) B P L S 1199

Agua destilada...... ..o e L i i e 1000 mi
12. PMSF 0.1 M

Phenylmethyl sulfony fluoride (PMSF)
Disolver en metanol..........oiiiiiiiiiiiciiricrieeceeeeeciiasionnnan

13. EDTA 1 mM

EDTA (Acido etilendiaminotetraacético)...................... et 37.22 mg
Agua bidestilada C.D.P.. ... e 100 ml

14. Sarcocyl 1%

Sarcocyl ..................... 109
Agua bidestilada C.D.P....ccoieiieiiiiiiriiciiri el it eeteeeearreienoeanaan 100 mi
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15. Amortiguador de lisis
Inhibidores de proteasas (100 mM)
a) DIFP (Disisopropilfluorofosfato)............cc.ovniiiiiinii it

Propilenglicol........c..ccviiiiiiiiiiianiniin.
b) PMSF (Fenil-metil sulfonilfluoruro)...

c) Leupectina.............c...o.llL
Agua bidestilada
d) NEM (N-etilmabimida)..
Tris PH B.6. .ot iiiieeiirttieccaecssaesaen

e) PHMB (p-hidroxi-mercuribenzoato).................... et
Agua bidestilada pH B-10...........criniiiiiiiiiiiininnnnn. eiadeeds

Preparar una solucion con:

De la solucién anterior de inhibidores tomar 62.5 pl + 125 yl de amortiguador
de corrida y aforar a 1.0 ml con Tris pH 8.6.

16. Amortiguador de corrida

Tris 0.025 M.........
Glicina 0.192 M....
SDS...coiiiiiiiaee
PN IV W o 1o [oX=1 £1F- T - TIPS
17. Solucién colorante de proteinas
Metanol al 50%............oomeueeeeeeenns. B s AT NOY 454 ml
Acido acético..................... P S T DAL S POl LR 46 ml
Azul de Coomassie e L T e 129
Se agita por una hora y se filtra. . g
18. Solucion destenidora
MELANOL. .. ..eeeieieeieieeeaeiessnseiene : RN 400 mi
Acido aceético...... e e e e e e 100 ml
Agua destilada. .. ..o e e eaaaas 500 ml
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19. Acido acético al 10%

20. Reactivo de Bradford

21

22. Solucion de bloqueo al2y 5 %

23. Soluciéon de lavado PBS-Tween 20

ACIHO BCEYHCO. .....oeeeeeaeeeeeeeas et ianaTes
Agua destilada..............coooiil

Azul de Coomassie.................. ; Cereeerenennnes 100 mg
Etanol absoluto.............. rreseerereennnens 50 ml
HaPO4 (85 %)............... ...100 ml
Agua destilada c.b.p............ ceerteeeereranans 1000 ml

. Buffer de transferencia

Leche descremada (Svelty)........cccoeeneiniia.l : PO 265g
PBS pH 7.2 (ver incisos anteriores)............. e iesrenscecseasanes 100 mi

Cloruro de sodio (NaCl).......cc.ciiiiiiiiiiiiiiaiannieae : 80g
Cloruro de potasio (KCI). ...t i e e eaeene 02g
Fosfato dibasico de sodio (NazHPOy)........c. i i ik i e aes 144 g
Fosfato monobasico de potasio (KH2PO4).. ....0.24 g
-Tween 20 (SIGIMIA). ... ii ittt ccinmerseidatssssnsbasiiotarsasascsansassnsansnne 500 pl
Agua destilada C.D. P e T e 1000 mi
24. Solucion DAB pH 7.4
Diaminobenzidina (DAB) 0.05%.......... .. 0 o blBrsimiiniL . SO 20 mg
Acido fosforico 50 mMM........cocivimiuieaiiininidal IS e 40 ml
25. Solucién NiCo
Cloruro niquélico... e L i e 30 mg
Cloruro cobaltico..... 3 . .
Agua destilada................ eseeieettenncansinesiennanees
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26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

Amortiguador de boratos pH 8.3

Acido BOrIco (H3BO3a)...ouiiniiiiiiieeeie e cecraee e da i e r e e e e meeeeanae 0.19g
0.72g

Cloruro de potasio (KCI) ... e tirtr et
Disolver y ajustar a pH 8.3 con NaOH 0.2 N y llevar a 100 ml con agua

Bidestilada.

Solucion salina fisioldgica (pH 7.2)

Cloruro de sodio (NaCI) ................................ 0.85g

Agua destilada...........c.cooiiiiiiiiiiiin i e erietieaseeeeesieccaetarnaraniiaaaaans 100 ml

Buffer de carbonatos

Carbonato de sodio (NazCOs)......... S Ly SO 35g

Bicarbonato de sodio (NaHCQO3)..... Cediaierieeeaanaan 56g

Agua destilada..........ooniiiniinei T L 1000 ml

H.O2 (peréxido de hidrégeno) al 30 % -

H202 .............................................................................. 5 },I.'
120

Amortiguador de Citratos

Solucion A.
Acido citrico monohidratado 0.1 M
Agua bidestilada..............cociiiiiiiiiii e S P

Solucion B.
Citrato de sodio dihidratado 0.2 M.......oiiiiiiiiiiciiciriciccieanaas 25.8g
Agua bidestilada. ...t iittei et eeaearaearaeearaaaaaaaas 500 ml

24.3 ml de solucion A + 25.7 mi de solucion B + 50 ml de H>O bidestilada

Solucion ABTS-H>0:

ABTS (acido-2-2-azinobis-3-etilbenzotiazolina sulfénico)................. 5.5 mg
Amortiguador de Citratos

H20-2 E= IR 1 0 B S U U
Conjugado

Anti-1gG de ovino marcado con peroxXidasa..........ccoeeiiviiaeclviiiecciiiaannnns 10 pl
Solucion Buffer de Carbonatos ... i e e aeee 30mi

69




	Portada
	Índice
	1. Resumen
	3. Introducción
	4. Anetecedentes
	5. Justificación
	6. Hipótesis   7. Objetivos
	8. Material y Métodos
	9. Resultados
	10. Discusión
	11. Conclusiones
	12. Bibliografía
	13. Anexo



