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RESUMEN

En México, para la prevencion de la brucelosis se aplicaba la vacuna
de Brucella abortus cepa 19. El uso de la vacuna de Brucella abortus
RB51, fue autorizada a partir de 1997. Existe la posibilidad de que la
cepa RB51 por ser una cepa rugosa mutante de B. abortus no sea tan
estable dentro de un organismo. El objetivo de este trabajo fue
demostrar cambios en el perfil de corte con endonucleasas de
restriccion del ADN y de proteinas de membrana externa (PME) de las
cepas vacunales C-19 y RB51 de Brucella abortus al recuperarlas a
partir de cuyes inoculados. Para este fin se utilizaron 3 grupos de
cuyes raza Harley de 200 gr de peso, a los cuales se les inoculé 0.5
ml via intraperitoneal de vacuna C-19 y RB51, el tercer grupo se
mantuvo como control inoculando SSF. Se recuperaron las cepas a
los 7, 14, 21, 28 y 35 dias post inoculacion, a partir de macerados de
bazo e higado. La obtencion de proteinas de membrana externa a
partir de las cepas aisladas se realizd por ultracentrifugacién
utilizando N-Lauril-Sarcosina y HEPES. Se procedidé a hacer el
corrimiento electroforético en geles de poliacrilamida al 10%. Se hizo
extraccion de ADN por la técnica de fenol-cloroformo y se cortaron
con 5 endonucleasas: EcoRI, EcoRV, Pstl, HindIIl y BamHI. Se
hicieron corrimientos electroforéticos en geles de poliacrilamida al
5%. Los geles se tifneron con Nitrato de Plata para analizar los perfiles

de PME y corte. El analisis de los geles se hizo por observacion



directa arrojando los siguientes resultados: el ADN cortado con EcoRI
presentd variaciones en el perfil de corte en una cepa de RB51
aislada del higado de un cuye a los 7 dias post-inoculacién entre los
2000 y 2200 pb. La enzima PstI cortdé el ADN de C-19, pero no lo hizo
en ninguna cepa de RB51 ni recuperada ni la cepa vacunal. Con las
demas endonucleasas se observé un patron de corte similar. Por otro
lado, las PME mostraron cambios importantes en los perfiles. El
cambio en los perfiles de proteinas y de corte con endonucleasas de
restriccion en wuna cepa de RB51 puede ser indicativo de
modificaciones en el genoma de la bacteria, por lo que faltaria
determinar si estos cambios estdn asociados a variaciones en la

patogenicidad de la cepa vacunal.

Proyecto finaciado por:
Fondos Mixtos CONACyT-Gobierno del Estado de Zacatecas.
ZAC/4190

Proyecto SAGARPA-CONACyYT: 2004-23.



INTRODUCCION

Generalidades

La brucelosis es una enfermedad infecciosa causada por bacterias del
género Brucella, que afecta al hombre y a las diferentes especies
animales, especialmente al bovino y pequefios rumiantes
constituyendo una zoonosis de importancia econdmica y para la salud
publica mundial. Brucella abortus, causante de la enfermedad en
bovinos, es la que mayores pérdidas econdmicas ha producido a la
ganaderia a nivel mundial debido a que hay menor produccién de
carne y leche, ademas del retraso considerable en el desarrollo de los
hatos, ruptura de lineas genéticas, pérdida de becerros,
mantenimiento de animales improductivos, etc.,?? y se caracteriza
por producir abortos en el Gltimo tercio de la gestacion, infertilidad,
nacimiento de crias débiles, en los machos orquitis y epididimitis con
eliminaciéon de la bacteria a través del semen.?® Esta enfermedad
causa hasta el 65% de los abortos en vacas, cerdos, ovejas y

cabras.?®

Las bacterias que pertenecen al género Brucella, se agrupan en ocho
especies, que se diferencian entre si por su virulencia. Se sabe que
las cepas lisas son: Brucella abortus (siete biotipos) infecta
preferentemente al ganado bovino, mientras que Brucella melitensis
(tres biotipos) infecta al ganado caprino y ovino, Brucella suis (cinco

biotipos) al porcino; las cepas rugosas son: Brucella neotomae infecta



a la rata del desierto y Brucella ovis al ovino, Brucella canis a perros’.
Recientemente se ha descrito a Brucella pinnipedialis y Brucella ceti**
2>/ 26 como causantes de la brucelosis en mamiferos marinos. Las
mas virulentas para el hombre son Brucella melitensis, Brucella suis y
Brucella abortus; aparentemente Brucella ovis y Brucella neotomae

no son patdgenos para el humano®’ y se han tenido reportes

recientes de infeccién con las brucelas marinas.>?

Salud Puablica

A la brucelosis en el humano se le conoce como: “Fiebre del
Mediterraneo”, “Fiebre de Malta”, “Septicemia de Bruce” y “Fiebre
Ondulante”; y en los animales se le conoce como “Fiebre de Bang”,

“Aborto Contagioso” y “Aborto Infeccioso”.*

En humanos, el periodo de incubacién puede ser de 1 a 3 semanas y
constituye una enfermedad debilitadora caracterizada por fiebre,
escalofrios, cefalea y dolor muscular o articular. Como promedio, la
recuperacion ocurre de 1 a 3 meses, aunque la debilidad permanece
por un periodo mas prolongado. En cursos cronicos, la fiebre puede
mostrar un patron ondulante y de ahi el apelativo de “fiebre
ondulante”. Cuando la enfermedad es aguda se presenta toxemia
extrema, trombopenia y endocarditis que pueden llevar a la muerte

del individuo.3> 38: 46, 48, 63



Caracteristicas del agente

Con base en los estudios bacteriolégicos realizados en México, se
conoce la existencia en bovinos de las siguientes biovariedades de
Brucella abortus: 1, 4, 5y 6, siendo la biovariedad 1 la mas frecuente

y la biovariedad 4 la mas virulenta para el hombre.!8

Todas las especies de Brucella son intracelulares facultativas y cada
especie tiene su huésped natural, que a la vez sirve como reservorio

de la infeccién.>!

La bacteria es un cocobacilo Gram negativo. Es lisa, inmoévil y no
capsulada. Mide de 0.5 x 0.6 a 1.5 pm. Para su aislamiento se utilizan
medios que contienen peptonas o triptonas adicionados con extractos
de levaduras, suero o sangre; existen medios comerciales que relnen
éstas caracteristicas (agar triptosa, medio Farrell, Agar Brucella,
Medio bifasico). En el aislamiento primario las colonias son
usualmente lisas, de apariencia opaca y de un didametro de 2-3 mm.
La bacteria es de crecimiento lento y normalmente las colonias
caracteristicas se ven después de 3-5 dias de incubacion en
microaerofilia 6 10% de CO,. No fermenta los hidratos de carbono. El

pH para que la bacteria crezca favorablemente es de 6.6 a 7.4.% 19 3¢

42, 47, 57



Brucella resiste la congelacion (hasta -70°C con crioprotectores) y
descongelacion varios anos pero son destruidas por las temperaturas
de pasteurizacién y calentamiento a 60°C durante 10 minutos, por
desinfectantes como fenol, formol y cloro. In vitro puede variar su
sensibilidad a los antibidticos, pero generalmente la afectan la

estreptomicina, eritromicina y las tetraciclinas.*?

A diferencia de otras bacterias Gram negativas, Brucella spp. no
produce exotoxinas, no tiene capsula que la proteja de la fagocitosis,

ni muestra una aparente variacién antigénica.?® 2% >4

La morfologia de Brucella descrita por Dubray y Plommet,>> no se
aparta sustancialmente de la estructura clasica de las Gram
negativas, distinguiéndose el citoplasma y la envoltura celular
integrada por la membrana citoplasmica, el espacio periplasmico y la

membrana externa.l’

Algunos autores opinan que la membrana externa de Brucella es
responsable, al menos en parte, de la capacidad de multiplicarse en
el interior de los fagocitos, el peptidoglicano es similar a las
enterobacterias pero se encuentra frecuentemente asociado a la

27,54

membrana externa, como en el caso de E. coli.”



A diferencia de las enterobacterias, la membrana externa de Brucella

contiene fosfatidilcolina y no fosfatidiletanolamina,?

8 esto explicaria

en parte la resistencia que presenta a la polimixina B, ademas de que

el antibiético no se une al lipopolisacarido (LPS).!’

Brucella abortus contiene tres grupos de proteinas principales de la

membrana externa:

Grupo 1: de peso molecular de 88-94 kDa, posiblemente
relacionadas con ciertas funciones de la biosintesis de la propia
envoltura.

Grupo 2: de peso molecular de 36-38 kDa, equivalentes a las
porinas de otros microorganismos Gram negativos formando un
estado nativo de agrupaciones triméricas por las que penetran
ciertos solutos. Existen dos genes, omp2a y omp2b que
codifican para estas porinas, pero sélo el segundo parece
expresarse in vitro.

Grupo 3: de peso molecular de 25-31 kDa y codificados en los

genes omp25, el Unico expresado en Brucella, y omp31.°°

Han sido caracterizadas numerosas proteinas de membrana externa,

interna, citoplasmicas y periplasmicas de este microorganismo.

Algunas son reconocidas por el sistema inmune durante la infeccién y

sb6lo se han reportado en Brucella, por lo que se han hecho varios



trabajos en los que se usan como antigenos especificos para
diagnéstico e inclusive se han estudiado como posibles

inmundgenos. % 2% 34,70

La molécula de LPS es el principal componente de la membrana
externa de Brucella y posee propiedades bioquimicas y bioldgicas que
lo diferencian del LPS del resto de las bacterias Gram negativas,

especialmente en cuanto a su contenido en acidos grasos.??

Transmision

La transmision de la enfermedad ocurre por contacto directo o
indirecto con animales que se encuentran eliminando la bacteria en
sus secreciones y la ruta de transmisién mas usual es la oral, aunque
puede resultar por via conjuntival, genital, por inhalacién o

transmitirse al feto in utero.'®

La transmisién al humano sucede a través de productos lacteos
elaborados con leche no pasteurizada, como quesos; estos ultimos se
consideran la mayor fuente de infeccidn. La transmisidn por aerosoles
es posible tanto en el campo, el laboratorio y en los rastros; a causa
de esto, la brucelosis es considerada como una enfermedad
ocupacional entre los vaqueros, veterinarios, matanceros y técnicos

de laboratorio.



Patogenia

Poco después de haber penetrado en el organismo por las vias antes
descritas, los microorganismos son englobados por las células
fagocitarias en cuyo interior sobreviven, se multiplican y son
transportados a los linfonodos regionales. Ahi, los microorganismos
siguen multiplicdndose tras su diseminacién hematdgena. La bacteria
se situara en el interior de los macréfagos que se encuentran en los
testiculos, epididimo y vesiculas seminales en el caso de machos; y si
es una hembra gestante, en el feto, fluidos fetales y placenta.® En
ésta ultima, ocurre una reaccién piogranulomatosa y el aborto se
presenta en la segunda mitad de la gestacidon. Las vacas abortan
usualmente una sola vez y aunque se desarrolla un cierto grado de
inmunidad los animales permanecen infectados y las brucelas pueden
ser excretadas en leche, orina y en subsecuentes pariciones en
grandes cantidades. Ademas que permanecen viables en agua, suelos

himedos, orina y leche por mas de 4 meses.!°

Vacunas

En cuanto a la prevencién de la brucelosis se desarrollaron vacunas,
de las cuales, la cepa 19 (C-19) de Brucella abortus que es una cepa
de baja virulencia, fue desarrollada en 1923 y aprobada en 1941, ha
sido ampliamente usada en el ganado bovino desde esa fecha y se ha
elaborado en México desde 1951. Una caracteristica es su habilidad

para inducir anticuerpos especificos en suero y leche, contra la



cadena O del LPS, los cuales interfieren en la interpretacion de los
resultados de las pruebas diagndsticas de rutina; la eficiencia de la
inmunidad celular otorgada es relativa y oscila segun distintos
autores alrededor del 70%.°® Con la finalidad de solucionar el
problema del diagndstico se desarrolld6 la cepa RB51, la cual
esencialmente no tiene cadena O o contiene cantidades insuficientes
de ésta molécula para inducir la produccién de anticuerpos especificos
en animales inmunizados, y por lo tanto no genera anticuerpos que
alteren la interpretacion de las pruebas  diagndsticas
convencionales.®”” ®® La vacuna RB51 fue desarrollada en 1981. La
cepa RB51 fue seleccionada a partir del crecimiento de la cepa de
Brucella abortus 2308 en presencia de penicilina y rifampicina,
porque se observd previamente en otros estudios que la adicién de
este antibidtico al medio tiende a provocar que Brucella abortus vire a
cultivos rugosos.®® Se empled para denominarla la “R” por ser una
cepa rugosa, la “B” por Brucella y “51"” corresponde a una
nomenclatura interna del laboratorio que la desarrollé. La cepa RB51
es una cepa atenuada, con una mutacién en el gen wboA que estd
involucrado en la virulencia,®® como lo indican los ensayos efectuados
en raton, cobayo, caprino y vacuno, de los cuales se elimina en un
espacio de tiempo relativamente corto con capacidad abortiva baja o
nula, cuando se emplea en protocolos de vacunacién de una sola

dosis, su capacidad protectora en el vacuno es similar aparentemente

a la C-19,10. 11,22, 59, 60, 66, 68, 71



Segun describen sus creadores la cepa RB51 tiene caracteristicas
rugosas estables; es estable in vitro e in vivo, retiene su habilidad de
crecer en presencia de eritritol, muestra reducida virulencia en el
modelo murino, coloniza el bazo por poco tiempo, provoca
anticuerpos especificos para antigenos de Brucella abortus, pero no
para cadena O. Ademas, la infeccidon con RB51 le da al ratén una
proteccion eficiente ante subsecuentes desafios con la cepa 2308
virulenta. También determinaron que se trataba de una cepa rugosa
porque realizaron pruebas de ELISA usando cristal violeta para tefir a
las bacterias, observaron que las colonias que poseian la perosamida
cadena O como componente de su LPS se tefiian de color purpura y

las colonias rugosas no lo hacian.®®

La virtual ausencia de la cadena O en la cepa RB51 hizo a ésta Uutil
como fuente de preparaciones de componentes celulares para
ensayos de respuesta inmune de animales infectados con otros
agentes de Brucella abortus que son asociados con la cadena O. La
cepa RB51 poseé los grupos 1, 2 y 3 de proteinas de membrana

externa descritas para este género.®®

En el ganado, su efecto protectivo es similar al producido por la C-19,
es rapidamente eliminada del animal y su efecto abortivo es muy
reducido o nulo. Puede ser facilmente diferenciada de otras cepas de

B. abortus por electroforesis en campos pulsados o por reaccion en



cadena de la polimerasa (PCR). Sin embargo, los animales vacunados
con RB51 no reaccionan ante los serodiagndsticos convencionales
para brucelosis.®® A partir de su uso en Estados Unidos se han
denunciado casos de exposicion accidental en humanos a la cepa
RB51. Algunos de estos casos desarrollaron signos de inflamacién en
el sitio de la inoculacion seguido por fiebre intermitente, cefaleas,
mialgias y niveles elevados de transaminasas Yy lactato

deshidrogenasa en suero.!*

La cepa RB51 ha sido aprobada en Estados Unidos para su uso en
programas de erradicacién de la brucelosis. Sin embargo, por la
ausencia de una prueba seroldgica disponible para RB51, los animales
gue han sido vacunados ilegalmente con ésta cepa pueden eludir la

deteccion en ciudades donde la vacunacidon no es permitida.

La C-19 produce buena inmunidad, pero interfiere en las pruebas
seroldgicas al no poder diferenciar entre anticuerpos vacunales y no
vacunales; ademas de no aplicarse en animales gestantes por causar
abortos. La RB51 también tiene buena inmunidad y no interfiere con

pruebas seroldgicas.*?

Si bien la Norma Oficial Mexicana (NOM-053-Z00-1995) para el
control de brucelosis en los animales domésticos no menciona el uso

de la vacuna de Brucella abortus RB51, la Secretaria de Agricultura,



Ganaderia y Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA)
autorizd su produccién, comercializacién, distribucion y aplicacidon por
médicos veterinarios zootecnistas, a partir de 1997 y deja abierta la
posibilidad del uso de la C-19 de B. abortus para la vacunacién de
becerras de 3 a 6 meses de edad con dosis clasica y de vacas adultas

con la dosis reducida.3 2% 21

Todas las vacunas contra la brucelosis ocasionan cierto grado de
placentitis; por lo tanto, no se recomienda vacunar a hembras
gestantes en dareas de baja prevalencia. El riesgo de abortos
ocasionados por la vacuna se incrementa notoriamente después del

primer tercio de gestacién.®?

Debido a que ninguna vacuna es curativa, solo se recomienda
vacunar a los animales seronegativos. No se debe vacunar a los
machos. La RB51 es segura a toda edad, y se puede aplicar en
terneras desde los cuatro meses. Admite una revacunacién en
adultos, obteniéndose asi una inmunidad mas sdlida y duradera a
diferencia de la C-19.%% Cada dosis de vacuna reconstituida contiene
10-34 x 10° UFC de Brucella abortus RB51 en fase rugosa.l
Actualmente la vacuna RB51 de Brucella abortus ha desplazado a la

vacuna C-19 en muchos paises.®®



Cuando se usa una sola vacunacioén, su efecto protector es similar al
gue se inducia al emplear la vacuna C-19. En México, la vacunacién
con la RB51, se lleva a cabo “una vez en la vida” entre los 3-6 meses
con la dosis becerra (1 x 10!° UFC) o después de los 8 meses
aplicando la dosis reducida (3 x 10° UFC), de manera practica en
zonas endémicas de brucelosis en nuestro pais, solo se recomienda

aplicar una vez la revacunacion con RB51.% 17+ %2

Diagnostico

En México, el diagndstico oficial de la brucelosis se realiza mediante
las pruebas seroldogicas de tarjeta, rivanol vy fijacién del
complemento;?° sin embargo, durante el desarrollo de estas pruebas
indirectas se pueden presentar reacciones cruzadas con otras
bacterias como Yersinia enterocolitica serotipo O:9, Salmonella grupo
N (0:30), Vibrio cholerae, Escherichia hermanni y E. coli 0:157,
Stenotrophomonas maltophilia, Francisella tularensis®’ obteniéndose
en consecuencia resultados falsos positivos.”” °® Lo anterior se
explica por la presencia de moléculas de perosamina en el LPS de
algunas bacterias Gram negativas, el cual es responsable de Ia
actividad antigénica cruzada que se observa con los microorganismos
antes mencionados. Ademas, Yersinia enterocolitica 0:9, contiene
una cadena O casi idéntica a la de B. abortus asi como un
determinante M. Este hecho debe tomarse muy en cuenta al realizar

el diagndstico por métodos seroldgicos, ya que con frecuencia se



cometen errores y no se llega a establecer un buen diagndstico

diferencial, se trate de animales o de humanos.*’

Supervivencia

La supervivencia del microorganismo depende de la integridad de su
membrana externa; gracias a ella resiste la accién toxica de los
acidos grasos y glicéridos, asi como de enzimas proteoliticas y
glicosidasas. Brucella se adapta a medios tan hostiles como el interior
de los fagocitos, el pH, falta de nutrientes y presencia de
intermediarios reactivos del oxigeno (perdéxido de hidrégeno vy
radicales hidroxilo), formados en los fagocitos para la destruccion de
las bacterias ingeridas. Esta resistencia es mayor en cepas en fase

lisa que en fase rugosa.” >*

Brucella abortus puede permanecer intacta en el fagosoma y bloquea
la fusidon posterior con el lisosoma. Ello le protege de la accion de los
péptidos catidnicos y enzimas liticas presentes en los granulos
lisosdmicos. Se cree que la cadena O y quizas lipidos de ornitina
interactian directamente con la membrana del fagosoma impidiendo

la fusién.?®

Paralelamente la superdxido dismutasa y la catalasa, que son
enzimas presentes en Brucella, se integran al mecanismo de defensa

que desarrollan algunos microorganismos frente a la toxicidad



oxidativa. Por otro lado, se sabe que Brucella abortus escapa de los
polimorfonucleares al producir guanosina 5’ monofosfato y adenina,
que inhiben la fusién del fagosoma con el lisosoma, la degranulacion
y la activacion del sistema mieloperdxidasa-haluro y la produccion del

factor de necrosis tumoral,?? 3% >0 6



JUSTIFICACION

La justificacién de este trabajo radica en que existe la posibilidad de
que la cepa vacunal RB51 de B. abortus tenga cambios dentro del
organismo una vez inoculada, como ha sucedido con la cepa vacunal
45/20, que es una cepa rugosa que ha demostrado que puede
revertir a su forma virulenta in vivo.'® 37 Actualmente se ha
observado que algunos animales revacunados con la cepa RB51, son
negativos durante 3 6 4 meses a la prueba de Tarjeta vy
posteriormente se vuelven positivos, no existiendo referencias de que
esta situacién se presente con el empleo de dicha vacuna o por la
exposicion natural hacia la cepa de campo realizando las pruebas de

diagndstico oficial.*?

En un trabajo realizado por Diaz y colaboradores*® recuperaron la
cepa RB51 de secreciones vaginales y leche de vacas vacunadas con
esta cepa, lo cual indica que esta cepa vacunal fue capaz de colonizar
el tejido, o bien abre la posibilidad de que esta cepa revierta hacia la

forma virulenta.

HIPOTESIS

La cepa vacunal RB51 tiene variaciones en la expresién de proteinas
de membrana externa y en el perfil de corte con endonucleasas de
restriccion, evidenciando su inestabilidad al ser inoculada y después

recuperada de un organismo.



OBJETIVOS

Objetivo General

Determinar las posibles variaciones en las proteinas de membrana
externa y el perfil de corte con endonucleasas de restriccién de la

cepa RB51 antes y después de ser inoculada en cuyes.

Objetivos Particulares

1.- Inocular a cuyes con las cepas RB51 y C-19 de Brucella abortus y

recuperar las mismas después de 7, 14, 21, 28 y 35 dias.

2.- Extraer las proteinas de membrana externa de las vacunas
comerciales RB51 y C-19, ademas de las mismas cepas recuperadas

de cuyes.

3.- Extraer el ADN de las cepas vacunales y recuperadas de RB51 y

C-19; y llevar a cabo su digestién con endonucleasas de restriccion.

4.- Analizar las posibles variaciones de las proteinas de membrana
externa y el perfil de corte con endonucleasas de restriccion mediante
el corrimiento de las mismas en geles de poliacrilamida tefiidos con

nitrato de plata haciendo un estudio comparativo entre cepas.



MATERIAL Y METODOS

Vacunas

Se utilizaron las siguientes cepas vacunales:

e RB51 de Brucella abortus (Nova Litton® S.A. de C.V. lote VBV-

04-158).

e C-19 de Brucella abortus (Nova Litton® S.A. de C.V. lote VCV-

04-103).

La cepa 19 ha mostrado ser una cepa estable desde su desarrollo, por

este motivo se utilizdé en el presente trabajo como control.

Manejo de cepas

Se reconstituyeron las vacunas como lo indica el laboratorio
productor y se sembraron en cajas petri con agar biotriptasa y se

incubaron 72 hrs a 37°C con 5% de CO.,.

Se cosecharon en 3.5 ml de solucién salina fisioldgica (SSF) estéril,
se procedid a calcular el nimero de unidades formadoras de colonias

por ml (UFC/ml) por el método de Miles y Misra.



Método de Miles y Misra?

Solucién peptonada:

Peptona 10 g
Cloruro de sodio 5g
Agua destilada 1.0L

Se prepararon 10 tubos con 9 ml de solucidon peptonada numerados

del 1 al 10. Se esterilizé en tubos con tapdén de baquelita.

Del concentrado se tomd 1 ml y se diluyd en el tubo 1, se realizaron
diluciones décuples hasta la dilucion 10°. En cada paso se

homogenizd.

Se tomaron tres gotas de 20 pl para colocarlas en un cuadrante de
una caja petri con agar biotriptasa, las cajas se incubaron a 37°C por

72 hrs en una atmodsfera de 5% de CO..

En la dilucion donde se pudieron contar de entre 30 y 100 colonias
se tomd la lectura sacando un promedio de las tres gotas para

calcular la cantidad de UFC/ml.



Inoculacion de cuyes.

Se usaron 15 cuyes raza Harley de 200 g de peso, se formaron al
azar 3 grupos de 5 animales cada uno. El grupo 1 fue inoculado con
0.5 ml de la cepa vacunal RB51 a una concentracion de 1.28 ml x
10! UFC/mI via intraperitoneal. El grupo 2 fue inoculado con la C-19
a una concentracién de 4.86 x 10° UFC/ml por la misma via y el
grupo 3 fue inoculado con solucién salina fisioldgica, permaneciendo

como grupo control.

Sacrificio de los cuyes.

Se sacrificé un animal de cada grupo a los 7, 14, 21, 28 y 35 dias
postinoculacidn. El sacrificio fue por sangrado en blanco y se obtuvo
higado, bazo, sangre completa y suero. Se procedié al macerado de

tejidos con agua destilada estéril.

Los tejidos macerados se sembraron en agar biotriptasa y agar
selectivo para Brucella (Farrell), el cual contiene un suplemento
selectivo modificado para Brucella (OXOID®) se incubaron a 37°C por
72 hrs en una atmosfera de 5% de CO,. La sangre completa se puso
en medio bifasico (agar y caldo TSA) y se incubd a 37°C por 72 hrs
en una atmosfera de 5% de CO,. El suero se mantuvo en

congelacién.



Durante el tiempo de incubacidon, cada colonia sugerente a Brucella,
se resembré en agar biotriptasa para realizar frotis y tincion de Gram,
asi como para realizar pruebas bioquimicas (catalasa, citrato, TSI,

nitratos, nitritos, ureasa y MR/VP).

Manejo de cepas recuperadas.

Se trabajo con las cepas recuperadas que mostraron correspondencia

con el género Brucella después de realizar las pruebas bioquimicas.

A cada una se le realizdé la extraccion de proteinas de membrana

externa y la extraccién de ADN.

Cada cepa se sembré en 30 cajas de agar biotriptasa y se incubd a

37°C durante 72 h con 5% de CO..

Se cosecharon de la siguiente forma:

e 10 cajas en 10 ml de SSF para la extraccion de proteinas de

membrana externa.

e 4 series de 5 cajas en 10 ml de SSF para extraccién de ADN.

Las bacterias se inactivaron por calor en bafio Maria a 80-85°C por 1

h. Las cepas se mantuvieron en congelacién hasta su uso.



Extraccion de proteinas de membrana externa.

1. Paquete celular. Las cepas vacunales y recuperadas de C-19 y
RB51 de Brucella abortus, que se cosecharon en 10 ml de SSF, se les
agregaron 10 ml de una mezcla comercial de inhibidores de proteasas
que contiene inhibidores de serina, cisteina y metaloproteasas

(Complete, Roche®).

2. Extraccién de proteinas. El paquete celular se sonicd (Ultrasonic
Processor® GEX 750), utilizando 10 pulsaciones de 1 min con 1 min
de descanso, repitiendo este ciclo 5 veces, entre cada ciclo se
congelaron en nitrogeno liquido por 5 min para favorecer la ruptura
de bacterias. Se centrifugd a 1,000 xg por 15 min para la remocién
de restos celulares. Se recuperd el sobrenadante y se centrifugd a
150,000 xg por una hora a 4°C, esto se hizo en una ultracentrifuga
(Beckman® L8-M). Correspondiendo el sedimento a las fracciones de
membranas (membrana externa y membrana interna) y el
sobrenadante al citosol. Por ultimo, el paquete se resuspendié con 10
ml de una solucion de Sarcosil al 1% en HEPES (acido H-2-
hidroxietilpiperazina-N-2-etanosulfénico) 10 mM y se mantuvo en
agitacion suave durante 30 min 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 resuspendié en 300



ul de HEPES 10 mM con ayuda de un agitador electro-magnético tipo

vortex.

3. Separacion cuantitativa de las proteinas unidas a compuestos
organicos. A 100 pl de la fraccibn de membrana externa se le
agregaron 400 pl de metanol, se agitd y centrifugd por 10 segundos a
9,500 xg. Después se agregaron 100 ul de cloroformo y nuevamente
se agitd y centrifugd por 10 segundos a 9,500 xg. Para la separacién
de la fase organica se adicionaron 300 ul de agua destilada, se agito
y centrifugd por un minuto a 9,500 xg. La fase superior se removid
cuidadosamente y se desechd. Por ultimo, a la fase restante se le
adicionaron 300 pl de metanol, se agitaron y centrifugaron por 2
minutos a 9,500 xg. El sobrenadante fue desechado y el paquete de
proteinas, se secd bajo flujo de aire y se almacend a -70°C hasta su

USO.64’ 65

4. Cuantificacion de proteinas. El contenido de proteinas totales fue
determinado por colorimetria, utilizando el método de microtitulacion
Bradford.® Cada vial de proteina se solubilizé con 100 pl de HEPES 10
mM. Se construyé una curva de calibracién con albiumina sérica
bovina de 1 a 10 pg/ml; 10 pyl de muestra de proteina fueron
mezclados con 190 ul de reactivo de Bradford. La lectura se realizd

en un lector de microplacas de ELISA a 600 nm.



Para conocer la concentracién de proteina de cada una de las
muestras, se correlaciond la absorbancia obtenida con la de la curva
estandar de albumina sérica bovina. El cdlculo matematico que se
utilizd para obtener la cantidad de proteina en los 10 pl de muestra

fue una regresion lineal.

Electroforesis en gel de poliacrilamida sulfato de sodio (PAGE-

SDS).

La separacion de las proteinas, se llevd a cabo en geles de
poliacrilamida al 10% en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS),
por el método de Laemmli,*! de forma que las posiciones de las
diferentes proteinas en el gel sean en funcidon de su peso molecular.
Para ello se empled una camara de electroforesis vertical con placas

de 10 x 10 cm (P8DS-2, Owl Separation Systems®).

1. Preparacion de la muestra. Se calculdé el volumen necesario de
proteina de acuerdo al titulo obtenido por el método de Bradford,
para colocar 10 pg/ml por pozo en el gel de poliacrilamida. Para cada
cantidad de muestra se agregé un volumen igual de amortiguador de
muestra, enseguida se puso la muestra en Bafio Maria a ebullicién,
durante 5 min, para lograr la desnaturalizacién de la proteina en

presencia de SDS.



2. Preparacién de los geles (PAGE-SDS) y corrimiento electroforético.
Los geles se prepararon segin marca el método Laemmli*! las
muestras se corrieron en este gel durante 10 min a 80 volts y
posteriormente a 100 volts hasta verificar que las muestras

completaran el recorrido en el gel concentrador.

Tincion de los geles de poliacrilamida 10%

Después de finalizar la electroforesis, una serie de geles fue tefnida
con una solucion de Azul de Coomassie para verificar la calidad de las
proteinas y la otra serie fue tefida con un kit comercial de nitrato de

plata (Invitrogen, SilverXpress®) por ser mas sensible.

1. Tincién con Azul de Coomassie. El gel fue colocado en un recipiente
gue contenia solucién de Azul de Coomassie en un volumen suficiente
para cubrir el gel completamente, la tincion se llevé a cabo por 24 h
en agitacion. Posteriormente, el exceso de colorante del gel se
elimind con solucién destefiidora (Metanol, Acido Acético, Agua
4:5:1), hasta lograr apreciar con claridad las bandas proteicas y por

ultimo, fue conservado en acido acético al 5%.

El peso molecular de las proteinas fue estimado por su posicién en el
gel, comparado con el marcador de peso molecular medio (Gibco®),

corrido en el mismo gel.



2. Tincién de Nitrato de Plata. Se realizdé de acuerdo al protocolo del
fabricante: se colocd el gel en un recipiente de vidrio y se agregaron
200 ml de la solucién fijadora (agua calidad milli-Q, 90 ml, metanol
100 ml y acido acético 20 ml), se dejé en agitacion por 10 min; se
retird la solucidén y se agregaron 100 ml de la solucién sensibilizadora
(agua calidad milli-Q, 52.5 ml, metanol 50 ml y sensibilizador 2.5
ml), se dejé en agitacién por 10 min; se retird la solucion y se repitid
este paso. Se hicieron 2 lavados de 5 min con 200 ml de agua
ultrapura cada uno. Se agregaron 100 ml de la solucién tefidora
(tefiidor A, 5 ml; tedidor B, 5 ml y agua calidad milli-Q, 90 ml), se
dejé en agitacién por 15 min; se hicieron 2 lavados de 5 min con 200
ml de agua calidad milli-Q cada uno. Se agregaron 100 ml de la
solucidn reveladora (revelador, 5 ml y agua calidad milli-Q, 95 ml), se
dejo en agitacion 3 a 15 min hasta que las bandas se hicieron
evidentes; se agregaron 5 ml de solucion de parado para detener la
reaccion y para terminar se realizaron 3 lavados de 10 min con 200
ml de agua calidad milli-Q cada uno (SilverXpress® Silver Staining

Protocols).

Extraccion de ADN cromosomico.

Se tomod una alicuota de 1 ml de cada cepa recuperada y vacunal (C-

19 y RB51), se centrifugaron a 1,400 xg por 5 min, se decanto el

sobrenadante y a la pastilla se le agregaron 200 ul de TE 10:1, 3.3 pl



de SDS 10%, 1.33 pl de Proteinasa K (10 mg/ml) y 2.66 pl de RNAsa
(10 mg/ml). Se incubd 1 hr a 37°C, y se centrifugd a 3,500 xg por 8
min, se tomo el sobrenadante y se agregd fenol saturado (1:1), se
agitd manualmente y se centrifugd a 1,400 xg por 2 min. Se tomo el
sobrenadante y se pasé a un tubo nuevo estéril, se agregd fenol-
cloroformo (1:1) y se agitd6 manualmente, después se centrifugd a
1,400 xg por 1 min. Se tomo la fase acuosa y se pasé a tubo nuevo
estéril, se agregd etanol absoluto (1:2). Se guardd 2 h en
ultracongelaciéon (-70°C), pasado este tiempo se centrifugé a 8,000
xg por 10 min y se lavd con 1 ml de etanol absoluto. Se decanto el
sobrenadante, se dejo secar por 12-24 h a temperatura ambiente,
una vez seco el ADN se resuspendié en 100 pl de agua calidad milli-

Q, se conservo hasta su uso a -20°C.

El ADN obtenido se sometidé a electroforesis en geles de agarosa al
1% en TBE 0.5X (Tris-Base 40 mM, acido bérico 20 mM, EDTA 0.1
mM pH 8.0) adicionados con 3 pl de bromuro de etidio (0.5 pg/ml)
para determinar la presencia, pureza y calidad del mismo. El
corrimiento electroforético se llevd a cabo a 60 V por 60 minutos y se
visualizaron con luz ultravioleta de onda corta en un transiluminador

(White/Ultraviolet Transiluminator UVP®).



Cuantificacion de ADN

Una vez realizados los geles de agarosa al 1%, se procedid a la
cuantificacion del ADN en un espectrofotometro de ADN (Gene Quant
II Pharmacia Biotech®) con una longitud de onda de 260 nm.
Utilizando 2 pl de ADN de cada muestra diluida en 550 pl de agua
calidad milli-Q. El céalculo de la concentracion se realizd tomando en
cuenta la absorbancia (260 nm) que se multiplicd por la constante de
ADN (50) y por el factor de dilucion empleado (275), el resultado es

expresado en ng/ul.

Digestion con endonucleasas de restriccion

Con el ADN ya cuantificado se procedid a hacer el corte con
endonucleasas de restriccion. Las endonucleasas utilizadas fueron
EcoRI, EcoRV, HindIll, Pstl y BamHI (Chimerx®). A 4 pg/ul de ADN,
de cada una de las muestras, contenido en microtubos estériles se le
agrego agua destilada estéril cuanto baste para 20 ul, ademas de 4 l
de amortiguador de restriccion 10X y 4 ul de la endonucleasa (Pstl y
EcoRV contienen 14 U/ul; EcoRI y HindIII contienen 25 U/ul; BamHI
contiene 20 U/ul), se incubd la mezcla toda la noche a 37°C,

inactivando después a 60°C por 20 min.



Para observar los fragmentos de ADN digeridos por las enzimas se
realizé el corrimiento electroforético en geles de poliacrilamida (SDS-
PAGE) al 5% vy se corrieron a 25 V durante 8 h. Se utilizé6 como
marcador fragmentos de ADN del fago A cortados con la enzima de

restriccion HindIII (Invitrogen®).

Para la tincién de los geles de polacrilamida se utilizé nitrato de plata
de acuerdo al siguiente protocolo: Se colocé el gel en 5 ml de
soluciéon E 10x diluidos en 50 ml de agua destilada estéril durante 30
min, se retird la solucidn anterior y se adicionaron 0.5 ml de solucion
F 100x diluidos en 50 ml de agua destilada estéril durante 30 min, al
retirar la solucién anterior, se hizo un lavado con agua destilada
estéril, un lavado con NaOH 3% y dos lavados con agua destilada
estéril. Se adicionaron 0.4 ml de solucion G diluidos en 50 ml de
NaOH 3% vy se agitd levemente hasta la observacion de los
segmentos o bandas de las muestras, se retird la soluciéon y se
agregaron 0.5 ml de acido acético glacial en 50 ml de agua destilada

estéril.

Los geles de proteinas y de ADN fueron desecados en papel celofan

dulce para el posterior estudio comparativo entre las cepas.



RESULTADOS

La concentracion bacteriana para la inoculacién de cuyes fue de 1.28
x 10** UFC/ml en el caso de la vacuna RB51 de Brucella abortus y de

4.86 x 10° UFC/ml para la vacuna de C-19 de Brucella abortus.

Después de la inoculacion se lograron aislamientos sugerentes a
Brucella en los siguientes casos: de los cuyes inoculados con la
vacuna C-19 se obtuvo un aislamiento a partir de bazo a los 7 dias
post-inoculacion y en el caso de los cuyes inoculados con la vacuna
RB51 se obtuvieron aislamientos a partir de bazo e higado a los 7,
14, 21 y 28 dias post- inoculacion. En ambos casos no se lograron
aislamientos a partir de sangre y a los 35 dias post-inoculacion no

hubo aislamientos (Cuadro 1).

A la observacion microscopica, todos los microorganismos aislados de
las muestras antes mencionadas presentaron una morfologia de
cocobacilos Gram negativos. La confirmacién del género Brucella se
obtuvo con pruebas bioquimicas como catalasa, ureasa, nitratos,

nitritos, TSI, citrato y MR/VP.



Proteinas de membrana externa

Los resultados obtenidos en la cuantificacion de proteinas por medio
de la microtécnica de Bradford se muestran en el Cuadro 2. Las
concentraciones de proteina que se obtuvieron en 10 pl de las

suspensiones se encontré en un rango de 0.0060-9.5 pg/pl.

Analisis de los patrones de corrimiento electroforético de las
proteinas de membrana externa de las cepas C-19 y RB51

antes y después de la inoculacién en cuyes.

En el corrimiento electroforético de las proteinas de membrana
externa de B. abortus C-19 y RB51 se observaron diferencias en la

expresion de las mismas:

En la Figura 1 se muestra basicamente las diferencias entre las cepas
C-19 y RB51 recuperadas: Se observd una banda de 25 kDa en dos
cepas vacunales de RB51 recuperadas de bazo y en la de higado, asi
como en C-19. Ademés de dos bandas de aproximadamente 39 kDa
presentes en todas las cepas recuperadas de RB51 pero en C-19 solo
se observé una y en ésta cepa se encuentra otra banda de menor
peso de 35 kDa que en RB51 no. También se encontré una banda de
66 kDa en todos los aislamientos que no se presentd en C-19, por el

contrario, en ésta se observé una banda de 53 kDa. Por udltimo se



mostré la presencia de una banda de 80 kDa en casi todos los

aislamientos de la cepa vacunal RB51 y en la C-19.



CUADRO 1: AISLAMIENTOS OBTENIDOS DE LOS CUYES SACRIFICADOS

GRUPO SEMANA 1 SEMANA 2 SEMANA 3 SEMANA 4 SEMANA 5
TSA FARRELL | BIFASICO | TSA | FARRELL | BIFASICO | TSA | FARRELL | BIFASICO | TSA | FARRELL | BIFASICO | TSA | FARRELL | BIFASICO

C19 BAZO 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
HIGADO | 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SANGRE | N/A* | N/A 0 N/A | N/A 0 N/A | N/A 0 N/A | N/A 0 N/A | N/A 0

RB51 BAZO 0 1 0 2 1 0 0 2 0 1 0 0 0 0 0
HIGADO |1 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
SANGRE | N/A N/A 0 N/A | N/A 0 N/A | N/A 0 N/A | N/A 0 N/A | N/A 0

*N/A: NO APLICA POR QUE EL INOCULO NO SE SEMBRO EN ESTE MEDIO.

TSA: AGAR SOYA TRIPTICASEINA.

FARRELL (OXOID®): AGAR SOYA TRIPTICASEINA ADICIONADO CON SUPLEMENTO DE ANTIBIOTICOS.

BIFASICO: AGAR Y CALDO SOYA TRIPTICASEINA.
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Figura 1: Corrimiento electroforético en gel de poliacrilamida de
proteinas de membrana externa de Brucella abortus. Cepas
recuperadas de cuyes a diferentes semanas post-inoculacion.
Carriles: 1) Marcador de peso molecular. 2) Vacuna C-19. 3), 4) y 5) RB51
recuperada de Bazo. 6) RB51 recuperada de Higado. Se observan
diferencias en el corrimiento electroforético de ambas cepas: A la altura de
los 25 kDa se observa una banda en los carriles 1, 4, 5 y 6, una banda de
35 kDa en el carril 1, un grupo de dos bandas a la altura de los 39 kDa en
los carriles 3, 4, 5 y 6, mientras que en el carril 1 solo se observé una
banda; en RB51 se encontré una banda en los 66 kDa que en C-19 se

encuentra en los 53 kDa y una banda de 80 kDa en los carriles 1, 5y 6.




Cabe destacar que se encontraron diferencias en la expresion de
proteinas de membrana externa de la cepa vacunal RB51 con
respecto a las recuperadas de bazo e higado (Figura 2): Al comparar
la cepa vacunal de RB51 (carril 5) con respecto a las recuperadas se
encontré que hay dos bandas en un peso aproximado de 35 kDa en la
cepa vacunal que no se observan en las recuperadas, asi como dos
grupos mas de bandas, el primero en un peso aproximado de 40 kDa
donde se observan tres bandas en la cepa vacunal mientras que en
las recuperadas solo se observa una, y el segundo grupo con cuatro
bandas de 50 kDa en la cepa vacunal en tanto que las recuperadas se
observaron solo dos bandas marcando asi diferencias entre la cepa
vacunal inoculada y las que se recuperaron a partir de los 6rganos de

los cuyes.
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Figura 2: Corrimiento electroforético en gel de poliacrilamida de
proteinas de membrana externa de Brucella abortus. Cepas
recuperadas de cuyes a diferentes semanas post-inoculacién. Carriles:
1) Marcador de peso molecular. 2) C-19 recuperada de Bazo. 3) C-19
recuperada de Higado. 4) Vacuna RB51. 5) RB51 recuperada de Higado. 6)
RB51 recuperada de Bazo. Los cambios que se observan en esta imagen son:
carril 4 muestra varios cambios con respecto a los carriles 5 y 6 donde se
observan dos bandas con un peso aprox. de 35 kDa, dos grupos mas de
bandas de aprox. 40 y 50 kDa y una banda de 80 kDa que se encuentran en la
cepa RB51 de origen vacunal, que no se presentan en las demas cepas

recuperadas.




CUADRO 2. MICROTITULACION DE BRADFORD

IDENTIFICACION LECTURA Concentracion
(600 Nnm) de proteinas
(ng/ul)
C-19-BAZO 0.665 9.37
C-19-HIGADO | 0.648 9.1
C-19-HIGADO 11 0.567 7.95
RB51-BAZO (1) 0.081 0.894
RB51-BAZO | (2) 0.056 0.53
RB51-BAZO 11 (2) 0.093 1.06
RB51-BAZO 111 (2) 0.058 0.56
RB51-BAZO | (3) 0.078 0.85
RB51-BAZO 11 (3) 0.027 0.0109
RB51-BAZO (4) 0.019 0.0062
RB51-HIGADO (1) 0.052 0.473
RB51-HIGADO (2) 0.022 0.037
VACUNA C-19 0.522 7.3
VACUNA RB51 0.137 1.70

*La cantidad de muestra fue demasiado elevada y se ajusté a la
capacidad del pozo del gel (20 pl).
1), (2), (3) y (4) corresponde a la semana de aislamiento de cada

cepa



Cuantificacion de ADN.

La extraccion del ADN se realiz6 mediante la técnica de Fenol-
Cloroformo. En la Figura 3 se presenta un gel de agarosa al 1%
donde se observa la calidad del ADN obtenido. La concentracion de
ADN se encontré en un rango de 0.480-0.760 pg/ul y fue de buena

calidad (Cuadro 3).

Figura 3: Gel de agarosa al 126 para ADN. Carriles 1), 2), 3) y 4) Cepa RB51
recuperada de bazo e higado a diferentes semanas. Carriles 5) y 6) Cepa 19
recuperada de higado. Carriles 7) y 8) Vacuna Cepa 19. Se observa que el ADN
se encuentra en condiciones 6ptimas para proceder al corte con endonucleasas

de restriccion.




CUADRO 3: Cuantificacion de ADN.

IDENTIFICACION LECTURA Concentracion
(Az60) de ADN
(ng/ul)
C-19-BAZO 0.040 0.55
C-19-HIGADO | 0.037 0.508
C-19-HIGADO 11 0.042 0.577
RB51-BAZO (1) 0.038 0.522
RB51-BAZO | (2) 0.040 0.55
RB51-BAZO 11 (2) 0.035 0.481
RB51-BAZO 111 (2) 0.040 0.55
RB51-BAZO | (3) 0.035 0.481
RB51-BAZO 11 (3) 0.044 0.605
RB51-BAZO (4) 0.040 0.55
RB51-HIGADO (1) 0.055 0.756
RB51-HIGADO (2) 0.038 0.522
VACUNA C-19 0.038 0.522
VACUNA RB51 0.039 0.536




Analisis del patron de restriccion de ADN con las

endonucleasas de restriccion.

¢ BamHl.

La C-19 no mostré variacion en el perfil de corte con esta enzima,
debido a que se observd un patron similar en el ADN de las cepas

antes y después de ser inoculadas en los cuyes.

En la cepa RB51, el polimorfismo que se presenta en las diferentes
cepas en general es similar; sin embargo en uno de los aislamientos
de higado (carril 3) se detectaron tres bandas de aproximadamente
2,000, 970 y 960 pb, bandas que no se encuentran en el resto de las

cepas recuperadas ni en la cepa vacunal (Figura 4).



23.130 pb
9, 416 pb

6, 557 pb
4, 301 pb

2,322 pb
2, 027 pb

964 pb

Figura 4: Gel de poliacrilamida tefiido con nitrato de plata en el que se
realiz6 corrimiento electroforético de muestras de ADN de cepas
vacunales y recuperadas de Brucella abortus (RB51), cortadas con la
enzima de restriccion BamHIl. Carriles: 1) Marcador de peso molecular (A
ADN/Hindlll fragmentos). 2) RB51 recuperada de Bazo. 3) RB51 recuperada de
Higado. 4) RB51 recuperada de Bazo. 5) Vacuna RB51. 6) y 7) RB51 recuperada
de Bazo a diferentes semanas. Notese en el carril 3 la presencia de tres bandas
(2,000, 970 y 960 pb) que no se observan en el resto de las cepas recuperadas

asi como en la cepa de origen vacunal.

¢ EcoRI.

Con esta enzima, tampoco se observaron variaciones en el perfil de
corte para la C-19. Sin embargo, el polimorfismo de las cepas
recuperadas de RB51 que se muestran en la Figura 5 presenta
algunas variaciones; en la cepa RB51 recuperada de higado en la

semana 1 (carril 3) se denota la ausencia de un grupo de bandas de



aproximadamente 1 500 pb que si estan presentes en el resto de las
cepas. Por otro lado, esta cepa exhibe una banda de 1 000 pb que no

se observa en las demas cepas.

23,130 pb
9, 416 pb

6, 557 pb
4, 301 pb

2,322 pb
2,027 pb

1500 pb
1000 pb

Figura 5: Muestras de ADN de cepas vacunales y recuperadas de Brucella
abortus RB51, cortadas con la enzima de restriccion EcoRl. Gel de
poliacrilamida tefiido con nitrato de plata. Carriles: 1) Marcador de peso
molecular (A ADN/Hindlll fragmentos). 2) RB51 recuperada de Higado. 3) RB51
recuperada de Bazo. 4) RB51 recuperada de Higado. 5) Vacuna RB51. 6) RB51
recuperada de Bazo. Mientras que en el carril 3 se muestra una banda de 1 000
pb que no esta presente en las demas cepas; en éstas se observa un grupo de
bandas de aprox. 1 500 pb que no estan presentes en esta cepa recuperada de

higado.




¢ EcoRV.

Al igual que con las enzimas anteriores, en C-19 no se observaron
variaciones en el patron de corte. En el caso de la cepa RB51, tanto
vacunal como recuperadas de cuyes, el corrimiento electroforético de

ADN muestra un polimorfismo similar.

¢ HindllIl.

El patron de corte con esta enzima fue similar en ambas cepas, y no

hubo evidencia de variacion antes y después de ser inoculadas en

cuyes.

Al analizar las cepas recuperadas de cuyes y la de origen vacunal de
RB51 no se observo evidencia de restriccidn con esta enzima, ya que
en el gel de poliacrilamida al 5%, se presenta una Unica banda
superior en cada carril que corresponde al ADN no cortado (Figura 6).
Sin embargo, en el caso de C-19 si hubo corte con esta enzima y al
igual que en las enzimas anteriores, no se observan cambios en el
polimorfismo de esta cepa antes y después de ser recuperadas
(Figura 7). Al no obtener digestién de la cepa RB51, se hicieron varias

pruebas que consistieron en cambiar la concentracién de la Pst |I; es



decir, se duplico la cantidad de enzima con respecto al ADN, cantidad
de ADN, tiempo de incubacién. Sin embargo, no se observé corte de

ADN con esta enzima de restriccion.

Este resultado nos permite observar que existen diferencias entre la

C-19 y RB51 basado en la susceptibilidad al corte con esta enzima.
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Figura 6: Gel de poliacrilamida tefido Figura 7- Gel de
con nitrato de plata en el que se poliacrilamida tefiido con
realizé6 corrimiento electroforético de nitrato de plata en el que se

realizé rrimient
muestras de ADN de cepas vacunales ealizo co ento

electroforético de muestras
y recuperadas de Brucella abortus

] de ADN de cepas vacunales
(RB51), cortadas con la enzima de
y recuperadas de Brucella
restriccion Pstl. Carriles: 1) Marcador de
abortus (C-19), cortadas con

peso molecular (A ADN/HindlllI . L
la enzima de restriccidon

fragmentos). 2) RB51 recuperada de Bazo. Pstl. Carriles: 1) Vacuna C-19.

3) RB51 recuperada de Higado. 4) RB51 2) C-19 recuperada de Higado.
recuperada de Bazo. 5) RB51 recuperada 3) Vacuna C-19. 4) C-19
de Higado. 6) Vacuna RB51. La banda recuperada de Higado. El

. . limorfism |
superior que se observa en cada carril polimorfismo de las cepas es

. L similar, se puede observar que
demuestra que esta enzima de restriccion
en este caso la enzima Pstl si
no corté el ADN de las cepas recuperadas

cortd el ADN de la C-19.

y de origen vacunal de RB51.




DISCUSION

En el presente trabajo se realizaron ensayos para comprobar la
variabilidad de la cepa 19 y RB51, con relacion a la expresion de
proteinas de membrana externa y el perfil de corte con
endonucleasas de restriccion después de ser recuperada del bazo e
higado de cuyes inoculados. Los resultados mas relevantes mostraron
cambios en ambas caracteristicas. En diferentes especies de Brucella
los cambios en la morfologia colonial (por ejemplo: de lisa a rugosa)
son asociados con cambios en su capacidad de infectividad,
replicacion y antigenicidad.®’ Por ejemplo, existen reportes de que la
cepa rugosa 45/20 ha revertido a fenotipo liso y con ello ser

virulenta,® 3’

ademas esta observacion puede también reflejar la
seleccion de variantes lisas presentes en los cultivos.* La cepa RB51
de B. abortus que fue creada por seleccion a partir de la cepa 2308
en medios adicionados con rifampicina, tiene caracteristicas rugosas
estables in vitro, carece de cadena O, o contiene cantidades
insuficientes de esta molécula como para inducir la produccion de
anticuerpos especificos en animales inmunizados y no revierte a lisa.
Esto fue observado en el estudio de su creacion durante su derivacion
en 15 pases en ratones y después de la infeccion experimental en
cabras gestantes lo cual indica que es estable in vivo ademas de 93

pases in vitro. Ademas se menciona su nivel elevado de resistencia a

rifampicina que es til para la identificacion de esta cepa.®® Sin



embargo, en diferentes estudios realizados en México, se ha
observado que la cepa RB51 tiene la capacidad de ser eliminada en
leche y exudado vaginal.*®> Esta situacién podria deberse a que
presenta cambios en su patogenicidad tal vez por cambios en el
genoma o diferencias en el perfil de expresion de proteinas de
membrana externa, tal como se demostré en el desarrollo de este

trabajo.

En el desarrollo de este trabajo no se encontraron cambios en el
fenotipo de las cepas de RB51, antes y después de ser inoculadas en
cuyes. Otra de las caracteristicas relacionadas con la virulencia es la
persistencia del microorganismo en el hospedero, en este sentido, la
cepa RB51 fue aislada de bazo e higado hasta la cuarta semana pero
conforme pasaron las semanas se observdé una disminucién en las
colonias recuperadas, a la quinta semana ya no se obtuvo
aislamiento. Algunos autores han encontrado que en ratones el
microorganismo persiste hasta 4 semanas post-inoculacién en el caso
de la cepa RB51; ademéas de que una inoculacidon intraperitoneal
resulta en una colonizacion esplénica que es evidente dentro del

periodo de las 4 semanas.®" ®°

En cuanto a las diferencias en la expresion de proteinas de las cepas
vacunales antes y después de ser inoculadas en cuyes, se

encontraron cambios en el perfil de proteinas de membrana externa



de la cepa RB51; mientras que la expresion de proteinas de la C-19
bajo diferentes condiciones no se vio modificada. En el caso de la
vacuna RB51 muestra un perfil de proteinas antes de ser inoculada
diferente al observado en las cepas recuperadas de cuyes, a
diferentes semanas y de los diferentes oOrganos; este fendmeno
puede explicarse en el sentido que la expresion de proteinas se puede
modificar asociado a diferentes condiciones del hospedero, asi como a
las multiples interacciones entre la bacteria y la célula huésped.* Por
ejemplo, desde que B. abortus se establece de forma croénica en el
macrofago, estd sujeta a condiciones adversas. Bajo éstas
condiciones, la expresion de sus proteinas es vital para su
supervivencia,™ por lo cual se puede comprender la variacién en la

expresion de sus proteinas ligado al medio en el que se encuentre.

Durante el estudio de una bacteria, el encontrar o no expresadas
algunas proteinas también se debe a que la expresion de éstas es
observada en algunos especies bacterianas al haber delecién o
pérdida de expresion de genes, favoreciendo la expresion de otras. La
expresion de un factor de Vvirulencia puede incrementar la
persistencia o caracteristicas virulentas de un patdégeno atenuado,’”
la cepa RB51 no esta exenta de llevar a cabo un proceso de expresion

de proteinas diferentes y realzar sus factores de virulencia.



Las proteinas encontradas en el presente estudio que marcan
diferencias entre la cepa de origen vacunal RB51 y las recuperadas de
cuyes se encuentra por debajo de los 43 kDa, éstas podrian
corresponder al grupo de proteinas menores o al grupo 2 de las omp
en el rango de 36-38 kDa, que han sido estudiadas por diferentes
investigadores, como el caso de Connolly y colaboradores™ que
hicieron un andlisis proteémico de varias especies de Brucella e
identificaron las proteinas principales y su papel en la respuesta
inmune con la vision de desarrollar una estrategia para obtener una
vacuna eficiente. Las proteinas inmunogénicas de la envoltura celular
de B. abortus son candidatas ideales para las vacunas debido a que
son las primeras proteinas que interactian con el hospedero. B.
abortus es un organismo que esti obligado a adaptarse a diferentes
ambientes durante su ciclo vital, debido a que el medio ambiente
extracelular contiene sustancias bactericidas como son antibiéticos,
anticuerpos y proteinas del complemento. Una vez que invade y
reside en el macréfago, ésta se adapta para sobrevivir a las duras
condiciones de privacion de nutrientes y estrés oxidativo. Esta
supervivencia de Brucella, se ha asociado con la sintesis de enzimas
antioxidantes (KatE y SodC) y proteinas de pesos moleculares
variados: 17, 24, 28, 60 y 62 kDa.*” Los genes que codifican las
proteinas de membrana externa mas importantes de Brucella han
sido identificadas desde finales de los 80’s. Los productos de éstos

genes son nombrados ahora Omp2a y Omp2b de 36-38 kDa o



proteinas del grupo 2 (porinas); Omp25 de 25-27 kDa y Omp31 de
31-34 kDa, ambas consideradas como proteinas del grupo 3.%°
También existen las denominadas proteinas menores por estar
presentes en bajas concentraciones, sus pesos son 10, 16.5, 19 y 89
kDa, son lipoproteinas de membrana externa y son conocidas como

Omp10, Omp16, OMp19 y Omp1 respectivamente.*’

Vemulapalli”® estudié una lipoproteina de aproximadamente 18-19
kDa que tiene propiedades antigénicas, ya que en infeccion natural se
observan anticuerpos contra esta proteina, y menciona que es un
candidato potencial para el desarrollo de una vacuna, esta proteina

puede corresponder a la encontrada en este trabajo.

Ademés de realizar el corrimiento electroforético de proteinas de
membrana externa, en el presente trabajo se llevo a cabo el analisis
del ADN a través del perfil de corte con endonucleasas de restriccion
con el fin de complementar los resultados ya obtenidos; ya que el uso
de un andlisis simple con éstas enzimas como una herramienta
epidemiolégica en las investigaciones de brucelosis es dificil debido a
la homogeneidad genética del género Brucella. Por lo que, los
procedimientos que evidencian diferencias en las proteinas de
membrana externa complementan la caracterizacion intraespecifica

de la bacteria.>!



En este estudio se observé una digestion total del ADN con la enzima
de restriccion EcoRV, mientras que con la enzima Pstl no hubo corte
en el caso de RB51. En contraste con estos resultados, en el trabajo
realizado por Martinez*® donde trabajé las cepas 19, RB51 y una cepa
RB51 recuperada de leche de vaca, realizo la digestiéon del ADN con la
enzima Pstl y en su caso si observd digestion. Existen varias
situaciones a considerar para explicar la falta de corte con la enzima
Pstl, entre las que estan la marca del laboratorio productor de la
enzima, la cantidad utilizada en los diferentes estudios, la proporcion
de enzima en relacién a la cantidad de ADN, constantes fisicas como
temperatura y tiempo de incubacion. Sin embargo, cabe resaltar que
las condiciones utilizadas para la cepa RB51 fueron las mismas que
las utilizadas para la C-19, en la que si hubo digestion, lo cual
también puede indicar diferencias en la secuencia de ADN entre

ambas cepas de B. abortus.

En el trabajo de Kovach y colaboradores®® obtuvieron fragmentos de
ADN con la enzima Pstl a partir de la cepa 2308 de Brucella abortus.
Siendo RB51 mutante rugosa obtenida de la cepa 2308; esta enzima
deberia cortar la cepa RB51 de B. abortus debido a que la variacion
en el genoma de una y otra es minima (en el gen wboA).

Para el caso de la endonucleasa de restriccion EcoRlI, en este trabajo,
se encontraron varias diferencias en la cepa RB51 recuperada de

higado a la segunda semana con respecto a la cepa de origen



vacunal. En el trabajo desarrollado por Martinez,*® también trabajo
con esta enzima no encontrando resultados relevantes en el sentido
de que haya reportado alguna variacién en el perfil de corte. Tal vez
se estaria presenciando una variacion genética en la cepa RB51, sin
llegar a ser definitiva porque faltarian estudios como una

secuenciacién o un PCR.

Cuando aparecieron las cepas vacunales mutantes como C-19, Rev-1
y RB51 no fueron identificadas genéticamente, esto ahora es posible
con la llegada de la secuenciacion gendémica. Sin embargo, es posible
que estas cepas contengan cambios genéticos multiples e identificar
las diferencias relevantes puede ser sumamente dificil.?* Las
mutagénesis controladas y directas de Brucella permanecen con un
valor experimental aprovechado para identificar el papel de los genes
en supervivencia y virulencia. Las cepas rugosas mutantes fueron las
primeras variantes identificadas porque sus fenotipos son facilmente

distinguibles.

También se trabajo con las enzimas de restriccion EcoRV, BamHI y
Hindlll, donde no se encontraron variaciones en el perfil de corte. En
el trabajo de Morales®® se utilizaron estas endonucleasas para el caso
de Mannheimia haemolytica, las cuales fueron eficientes al realizar el
corte y sirvio para encontrar diferencias entre cepas de estas

bacterias. De esta manera se utilizan estas endonucleasas en



diferentes géneros bacterianos para determinar diferencias con fines

epidemioldgicos.

Los resultados de esta tesis demuestran ciertas variaciones de la
cepa RB51 en el modelo trabajado. Sin embargo no es posible
determinar el efecto biolégico de éstas variaciones, por ejemplo,
existen diversas circunstancias que podrian asociarse a éstos
cambios, se ha mencionado la existencia de una respuesta atipica
post-vacunal mencionada por Leal.** En investigaciones realizadas en
México, usando la prueba de Tarjeta convencional a una
concentracion normal, animales vacunados con esta cepa han
mostrado ser seropositivos. Esto puede deberse a una respuesta
secundaria causada por la exposicibn a una cepa de campo de
Brucella presente en el ganado. Pero también, se ha hecho comudn en
México la revacunacion repetida con cepa RB51 al ganado, lo que
también puede contribuir a la colonizacion de la cepa, su persistencia
y por lo tanto este tipo de respuestas atipicas. Entonces, la presencia
de anticuerpos demuestra que los animales estan en contacto con el
agente pero su sistema inmune controla la infeccion. Esta situacion
no se presenta en paises con baja prevalencia de brucelosis, como en
EU. Sin embargo, bajo la situacién de México, donde la enfermedad
tiene un estado endémico y de alta prevalencia; el reto para cualquier
bioldégico, incluidas las cepas 19 y RB51, es muy alto por los altos

indices de exposicién con cepas patégenas de campo.*®



Ademés de este tipo de respuesta post-vacunal, en un trabajo
realizado por Arellano-Reynoso y colaboradores® aislaron RB51 de
leche y exudados vaginales de vacas paridas, que fueron revacunadas
con dosis reducida de la bacteria. Aqui, se examind por microscopia
confocal el trafico intracelular de la cepa virulenta B. abortus 2308, la
cepa RB51 usada para la vacunacion y cepa la RB51 aislada de leche
de vaca. Brucella fue aislada de leche de vaca y exudados vaginales a
los 60 dias post-revacunacién. Todos los aislamientos fueron
biotipificados como Brucella abortus RB51 cepa rugosa biovar 1 con
morfologia rugosa del LPS y resistente a rifampicina. Los autores
argumentan que desde que RB51 es una mutante espontanea, existe
la posibilidad de un cambio en la atenuacion del patrén de la vacuna.
Estos autores realizaron ensayos de infeccién in vitro para determinar
si la bacteria mutaba y desplegaba un fenotipo virulento permitiendo
la replicaciéon intracelular. Sus estudios ponen en evidencia que los
aislamientos de B. abortus cepa RB51 a partir de leche tienen
caracteristicas iguales o similares a la cepa vacunal. Proponen que
estos estudios in vitro no representan del todo, lo que pudiese estar
sucediendo in vivo, y que la presencia de cepas vacunales en leche no
se debi6 a cambios en los mecanismos de virulencia de Brucella

dentro de la célula huésped.

La cepa RB51 de Brucella abortus ha sido aislada de leche después de

60 dias post-vacunacion. En otro estudio, donde se revacuné por 2 y



3 veces a vacas, al hacer pruebas serolégicas no hubo
seroconversion, después de éste tiempo en pocas vacas lograron
aislar a la cepa RB51 poco después del parto y mencionan que puede
no considerarse un problema de salud publica debido a que es menos
virulenta que C-19,” sin embargo cabe destacar que aunque le den

poca importancia, si lograron aislar esta cepa.

A pesar de haber encontrado diferencias en la expresion de proteinas
de membrana externa, y en el corte con enzimas de restriccion en el
caso especifico de la cepa RB51 en este trabajo, se necesita
complementar con otros estudios (como secuenciacion genémica o
PCR) para afirmar que existen cambios en la virulencia de este
microorganismo. Sin embargo, es posible que esta cepa no sea tan
estable y pueda constituir un riesgo si no se usa de manera
adecuada, pudiera implicarse en casos de aborto, no ser tan inocua
para el ser humano, donde ya se han reportado casos de exposicion

accidental ;*

al igual que no serlo para animales y entonces se
deberian de tomar las medidas de bioseguridad en el manejo de esta
vacuna. Se ha reportado que la cepa RB51 tiene una virulencia

residual en cabras gestantes,®°

ademas de mostrar que es capaz de
colonizar tejidos y ser eliminada por leche. Se observd, desde su
utilizacion en México, un aumento de forma exponencial en los

resultados positivos en pruebas de Tarjeta y Fijacion de

Complemento, este fendmeno se observé incluso en hatos



certificados como libres de brucelosis por SAGARPA. En conclusion,
faltarian méas estudios sobre esta vacuna para determinar si es tan

eficiente como la C-19, asi como para determinar su inocuidad.



CONCLUSIONES

¢ La cepa RB51 de Brucella abortus mostré diferencias en su
expresion de proteinas de membrana externa antes y después de

ser inoculada en cuyes.

¢ En el corte con endonucleasas de restriccion las cepas RB51 y C19
de Brucella abortus conservan una homologia muy parecida

encontrando pocas diferencias entre ambas.

¢ Se observaron cambios en el ADN cortado con EcoRI para la cepa

RB51 de Brucella abortus.

¢ La enzima de restriccion Pstl no digiere el ADN de la cepa RB51.

¢ La cepa 19 de Brucella abortus se mostré constante en su perfil de

proteinas de membrana externa y al corte con endonucleasas de

restriccion.



APENDICE

1. Frotis

En condiciones de esterilidad: en un portaobjetos se coloca una gota
de fenol diluido, con un asa de siembra se toma una colonia de
bacterias y se disuelve con el fenol expandiendo la gota sobre el

portaobjetos. Se seca con calor para permitir que se fije.

2. Tincion de Gram

1.- Cristal violeta 1min.

2.- Enjuagar con agua destilada

3.- Lugol 1 min.

4.- Enjuagar con agua destilada

5.- Alcohol-Acetona lavar hasta que se caiga el colorante
6.- Enjuagar con agua destilada

7.- Safranina 1 min.

8.- Lavar con agua destilada

RESULTADO: Bacterias Gram (-) son color rojas y bacterias Gram (+)

son color azul.



3. Solucion Salina Fisioldgica

8.5 g NaCl cbp 1 L de agua destilada

4. Soluciones para extraccion de proteinas

4.1 Sarcosil 1% (N-Lauril-Sarcosina)

1 g Sarcosil cbp 99 ml de HEPES 10 mM.

4.2 SDS 10%

10 g de sodio dodecil sulfato cbp 90 ml de agua destilada.

5. Soluciones para geles de poliacrilamida al 10%

5.1 Buffer De Muestra

Tris 0.5M pH 6.5 3 mi
EDTA 0.2M 0.3 ml
SDS 10% 3ml
2-Mercapto-etanol 0.3 ml
Glicerol 2.4 ml

Agua destilada 3mi



5.2 Tris-HCI 1.5 M (pH 8.8)

18.15¢ Tris base.

Disolver en 80 ml de agua destilada, ajustar a pH 8.8 con HCI, aforar a 100 ml

y refrigerar a 4°C.

5.3 Tris-HCI 0.5 M (pH 6.8)

6g Tris Base.

Disolver en 80 ml de agua destilada, ajustar a pH 6.8 con HCI, aforar a 100 ml

y refrigerar a 4°C.

5.4 Buffer Separador

Tris 1.5 M pH 8.8 20 ml

SDS 10% 0.8 ml

Agua destilada 24.8 ml



5.5 Buffer Concentrador

0.5 M Tris-HCI (pH 6.8) 8 ml
SDS 10% 0.3 ml
Agua destilada 12 ml

5.6 Acido Acético al 10 %

Acido acético 100 ml

Agua destilada 900 ml

5.7 Acrilamida 30%

29.2 ¢ Acrilamida.

0.8g N'N’-bis-metilen-acrilamida.

Disolver en 70 ml de agua destilada y aforar a 100 ml, filtrar y refrigerar a 4°C.

5.8 Persulfato de Amonio 0.9%

450 mg Persulfato de amonio.

50 ml Agua destilada.

Colocar en alicuotas y congelar a -20°C.



5.9 Buffer de Corrida

Tris 0.025 M 3.0g
Glicina 0.192 M 14449
SDS 1.0g
Agua bidestilada 1000 ml

6. Elaboracion de Geles para Proteinas.

> Gel Separador

v’ Buffer separador 5.7 ml
v" Acrilamida 30% 3.3ml
v" Persulfato de amonio 0.9% 1.0 ml
v TEMED 10 pl

> Gel Concentrador

v" Buffer Concentrador 2.03 ml
v" Acrilamida 30% 0.6 ml
v" Persulfato de amonio 0.9% 0.3 ml
v' TEMED 4 ul

Todos los implementos de la camara de electroforesis se enjuagan
con agua destilada, las placas de vidrio se limpian con metanol,

posteriormente se colocan los separadores entre las placas de vidrio y



se montan en su base con una goma en el fondo para lograr el ajuste
hermético al apretar los tornillos. Enseguida se preparan los geles de
poliacrilamida dodecil sulfato de sodio al 10%. Entre las placas de
vidrio, primeramente se prepara y coloca el gel separador,
posteriormente se prepara un gel concentrador, el cual se coloca en
la parte superior del gel separador. Se coloca el peine formador de
los pozos para las muestras y se espera a su polimerizacién. Después
de polimerizar, el gel se coloca en la cdmara de electroforesis que
contiene amortiguador de corrida. Se retira el peine con cuidado y se
colocan los marcadores de peso molecular y las muestras en cada
pozo. El tiempo de corrimiento es de 80 volts por 10 minutos y
posteriormente a 100 volts hasta verificar que las muestras

completan el recorrido en el gel concentrador.

6.1 Azul de Coomassie

250 ml Metanol
50 ml Acido acético
0.1g Azul de Coomassie G-250

Disolver en 1 L de agua destilada, agitar por 1 h y filtrar.



7. Soluciones para extraccion de ADN

7.1 Tris-HCI 1 M pH 8.0

1211 g Tris Base.

Disolver en 80 ml de agua destilada, ajustar a pH 8.0 con HCI, aforar a 100 ml

y refrigerar a 4 °C.

7.2 EDTA0.5MpH 8.0

37.22 g EDTA

Disolver en una cantidad de agua menor (150 ml), ajustar el pH a 8.0 con

NaOH. Aforar a 200 ml y esterilizar en autoclave.

7.3 Solucion TE 10:1

Tris-HCI 1 M pH 8.0 2 mi

EDTA 0.5 M pH 8.0 0.4 ml

Agua destilada estéril 197.6 ml



7.4 Preparacion de RNAsa 10 mg/ml

Disolver 10 mg de RNAsa (Ribonucleasa) en 1 ml de acetato de sodio 0.01 M.

Se hierve 15 min, se deja enfriar y se distribuye en alicuotas de 50 pl. Se

mantiene en congelacién hasta su uso.

7.5 TBE 5x (Tris-Boratos)

Tris base 54 ¢
Acido bérico 2759
EDTA 0.5 M pH 8.0 20 ml

cbp 1 Ly esterilizar.

8. Preparacion de gel de agarosa 1%

Disolver 0.3 g de agarosa en 30 ml de buffer TBE 5x, se disuelve por calor

hasta que no haya grumos y se adiciona 3.5 pl de Bromuro de etidio y se

coloca en la camara horizontal de electroforesis.



9. Soluciones para geles de poliacrilamida al 5%

9.1 Buffer Gel Separador

1.5 M Tris-HCI pH 8.8 500 ml

TEMED 2 ml

SDS 2g

9.2 Gel de poliacrilamida al 5%

Acrilamida 40% 51ml
Buffer Gel Separador 10.0 ml
Agua destilada 24.5 ml
Persulfato de amonio 10% 400 pl

Preparar en agitacién constante hasta colocarlos en los vidrios de la camara de

electroforesis.

10. Tincion de Nitrato de Plata para ADN.

¢ Solucion E 10x

= 3 ml de acido acético en 287 ml de etanol.



¢ Solucion F 100x

» 0.916 g de nitrato de plata en 5 ml de agua destilada estéril.

¢ Solucion G
* Preparar NaOH al 3% en agua destilada estéril.
* 0.4 ml de formaldehido en 50 ml de NaOH al 3% (Formaldehido al
38%)
¢ Solucion H

= 0.5 ml de acido acético en 50 ml de agua destilada estéril.

Se retira el gel de los vidrios y se hace un corte pequefio en la parte inferior del
primer carril para identificar el marcador de peso molecular. Se coloca el gel en
5 ml de soluciéon E 10x diluidos en 50 ml de agua destilada estéril
durante 30 min, se retira la solucion anterior y se adicionaron 0.5 ml
de solucion F 100x diluidos en 50 ml de agua destilada estéril durante
30 min, al retirar la solucion anterior, se hace un lavado con agua
destilada estéril, un lavado con NaOH 3% y dos lavados con agua
destilada estéril. Se adicionan 0.4 ml de solucion G diluidos en 50 ml
de NaOH 3% vy se agita levemente hasta la observacidn de los
segmentos o bandas de las muestras, se retira la solucién y se
agregan 0.5 ml de acido acético glacial en 50 ml de agua destilada

estéril.
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