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RESUMEN

Brucella canis es el agente etioloégico de la brucelosis canina, enfermedad
infectocontagiosa que afecta a los caninos y al ser humano. Produce
orquitis/epididimitis (unilateral o bilateral) asi como fibrosis y atrofia testicular en
machos, en hembras provoca abortos y reabsorciones embrionarias, lo cual
conduce a fallo reproductivo en ambos sexos. El diagnéstico esta basado en los
hallazgos clinicos, pruebas serologicas y hemocultivo; este ultimo se considera la
unica prueba definitiva para confirmar la infeccidén. La prueba de Aglutinaciéon
Rapida en Placa (RSAT), considerada como una prueba tamiz, ha mostrado niveles
de sensibilidad y especificidad alrededor de 70.5% y 83.3% respectivamente. RSAT
es una prueba cualitativa y requiere de personal capacitado para su interpretacion.
Para esta prueba, se usa la cepa de Brucella canis RM6/66 Mucoide (-), que debe
ser cultivada bajo un riguroso proceso para que no reduzca su especificidad. Ante
esta perspectiva, es necesario el desarrollo y propuesta de nuevas pruebas
diagndsticas. El objetivo del presente trabajo fue desarrollar una prueba de ELISA
indirecta, utilizando proteinas inmunodominantes obtenidas a través de
Cromatografia Liquida Rapida de Proteinas (FPLC) para obtener un resultado

cuantitativo.

Se llevé a cabo la comprobaciéon de la reactividad antigénica de las proteinas
inmunodominantes, y se usaron como antigenos en una prueba de Dot blot y una
ELISA indirecta. Estas proteinas mostraron tener un 6ptimo desempefio, al
necesitar 56 ng de ellas para obtener un resultado positivo en Dot blot, y lograr

resultados positivos y negativos correctamente diferenciados con tan solo 200 ng



de proteinas inmunodominantes y los sueros de perros negativos e infectados
experimentalmente con Brucella canis en un factor de dilucion 1:1000, en el sistema
de ELISAI. De las proteinas purificadas fue identificada la proteina del choque

térmico GroEL de B. canis.

Palabras clave: Brucella canis, Proteinas inmunodominantes, FPLC, ELISA-

Indirecta, Diagnostico seroldgico.



ABREVIATURAS UTILIZADAS

ML Microlitro

Mm Micrémetro

Mg Microgramo

nm Nanometro

ng Nanogramo

fg Femtogramo
mL Mililitro

AB Anticuerpo

LPS Lipopolisacarido

2ME-RSAT Prueba de Aglutinacion Rapida en placa con 2-Mercaptoetanol

TAT Prueba de aglutinacion en tubo

pH Potencial de iones hidrogeno

AGID Inmunodifusién en Gel Agar

PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa

ELISA-i Ensayo de Inmunoabsorcion Ligado en Enzimas Indirecto
ICA Ensayo Inmunocromatografico

FPLC Cromatografia Liquida Rapida de Proteinas

SDS-PAGE  Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
WB Western blot

TSA Agar tripticasa soya



rpm Revoluciones por minuto

g Gravedades

HEPES Acido-H-2-hidroxietilpiperazina-N-2etanolsulfénico
PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

PVDF Polifluoruro de vinilideno

mA Miliamperios

V Voltios

kDa Kilodaltones

SPF Libre de patégenos especificos

EDTA Acido etilendiaminotetraacético

MPa Megapascales

M Molar

mM Milimolar

BSA Albumina Sérica Bovina

IPG Gradiente de pH inmovilizado

DTT Ditiotreitol

DO Densidades opticas

2D-PAGE Electroforesis Bidimensional en gel de poliacrilamida con dodecil

sulfato de sodio
LC-MS Espectrometria de masas — Cromatografia liquida

hsps Proteinas del choque térmico
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INTRODUCCION

Caracteristicas del género Brucella

La brucelosis es una enfermedad infectocontagiosa de curso agudo, subagudo o
cronico, es de distribucion mundial, afecta a los animales domésticos, silvestres e
incluso al ser humano. Las bacterias pertenecientes al género Brucella se
caracterizan por ser cocobacilos Gram-negativos, aerdbicos, inméviles, carentes de
capsula, flagelo y plasmidos, y sin la capacidad de generar esporas (1). Esta
determinado que la transmisidn ocurre por el contacto cercano de hospedero a
hospedero, a través de secreciones, contacto sexual y mas comunmente, por el
consumo de fetos abortados. En el caso particular del ser humano, se ha
identificado que la transmision ocurre por el contacto con animales domésticos, a
través de abrasiones, por inhalacion o contaminacion conjuntival con aerosoles, asi
como por el consumo de productos lacteos sin pasteurizar (2,3). El potencial
patdgeno del género Brucella esta asociado a su capacidad de sobrevivir y alcanzar
su nicho de replicacion de forma intracelular; tanto en las células del sistema

fagocitico monunuclear, asi como en trofoblastos de animales gestantes (2).

Brucella pertenece al grupo de las a2-Proteobacteria y esta relacionada
filogenéticamente con patéogenos del suelo (Rhizobium, Agrabacterium) e
intracelulares de los animales (Bartonella, Ricketsia) (4); las brucelas pueden
clasificarse por sus caracteristicas fenotipicas (relacionadas al LPS) y al hospedero
preferencial al cual infectan. Aunque las brucelas exhiben especificidad de

hospedero (con excepcidn de algunos serotipos de B. suis), la mayoria de ellas
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pueden producir infecciones cruzadas (5). Dentro de las caracteristicas fenotipicas,
las brucelas, pueden dividirse en brucelas lisas; (aquellas que poseen su
lipopolisacarido completo [compuesto por el lipido A, el polisacarido central y la
cadena O externa]) donde estan B. abortus, B. melitensis, B. suis, B. ceti, B.
pinnipedialis, B. microti, B. neotomae, B. inopinata, B. papionis y B.vulpis y en
brucelas rugosas; (aquellas que poseen la cadena O corta o ausente) donde se

ubican B. canis y B. ovis respectivamente (6).

Respecto al hospedero que infectan se conoce al definitivo por especie: B. abortus
(bovinos), B. melitensis (caprinos y ovinos), B. suis (suinos), B. ovis (ovinos), B.
canis (caninos), B. ceti (cetaceos), B. pinnipedialis (pinipedos), B. microti (ratén de
la montafia), B. neotomae (rata del desierto), B. inopinata (aislada de un implante

mamario) (7), B. papionis (babuinos) (8) y recientemente descrita B. vulpis (zorro

rojo) (9).

Caracteristicas de Brucella canis

Brucella canis es un cocobacilo intracelular facultativo Gram-negativo, que mide
entre 1.0-1.5 ym de longitud, aerdbico, carente de capsula y flagelos e incapaz de
formar esporas. A diferencia de la mayoria de los integrantes del género Brucella,
tiene una morfologia colonial rugosa, debido a que su LPS posee una cadena O
externa corta, ademas de tener un rango de hospederos limitado (donde sélo se

reconoce la susceptibilidad de los caninos y el ser humano).



ANTECEDENTES

Descubrimiento del Agente etiolégico y distribucion mundial de Brucella

canis.

Brucella canis fue la ultima especie de los animales domésticos en ser identificada,
descrita en el afio de 1966 por el Dr. Leeland Carmichael, quién logré aislarla a partir
del feto, placenta y descargas vaginales de una perra que aborté a su camada, en
un criadero de perros Beagle (10,11). A pesar de haber sido aislada inicialmente en
criaderos de perros Beagle, la brucelosis canina afecta a todas las razas de perros;
esta informacion fue dada a conocer con la publicacién realizada 2 afios después

del descubrimiento (12,13).

La brucelosis canina ha sido diagnosticada en varias areas geograficas, siendo
comun en centro y sudamérica (México, Argentina (14), Chile, Colombia, Brasil y
Peru); también ha sido reportada en los estados del sur de los Estados Unidos, asi
como en Canada. Respecto a Europa, los informes indican su presencia en
Finlandia, Rusia, Hungria, Italia, Alemania, Austria, Grecia, Polonia,
Checoslovaquia, Francia, Espana, Gran Bretafa y mas recientemente, Suecia (15).
Los casos en Asia han sido descritos en Japon, China, Korea, India, Filipinas,

Malasia y Taiwan. En Africa hasta el momento sélo ha sido descrita en Nigeria (16).



Identificacion y estudios en México sobre Brucella canis

En el caso particular de México, los primeros estudios se realizaron en 1974, pero
no fue sino hasta el afo siguiente que se publicaron los resultados por Flores y
Segura, respecto a la presencia de la infeccién en el pais. En este estudio, se
realizaron pruebas de aglutinacién en 500 sueros de perros en situacion de calle,
203 muestras de sueros humanos y hemocultivos en las muestras de los 500 perros.
140 de los sueros de perro (28%) resultaron positivos en la prueba de Aglutinacion
Rapida en Placa, mientras que 27 sueros humanos (13.3%) también resultaron
positivos a esta prueba. Brucella canis pudo ser aislada de 8 caninos (5.7%) (17). A
partir de este estudio, se comenzaron a realizar mas en el pais para conocer la
prevalencia de la brucelosis canina, realizandose 2 afios después un estudio en 59
perros en situacion de calle; 7 perros (11.8 %) resultaron positivos en la prueba
serologica RSAT (18). Un estudio mas reciente realizado en 2003 por Brisefio y
colaboradores, en perros machos con problemas reproductivos presentados al
Hospital de Pequenas Especies y el Departamento de Reproduccion de la FMVZ-
UNAM, revel6 una positividad del 42.8 % (24 animales positivos por serologia) y un
5.3% (3 animales positivos al hemocultivo) de un total de 56 animales muestreados

(19).



SALUD PUBLICA

Situaciéon Mundial y en México

En el ser humano, la infeccion por Brucella canis no es del todo conocida, debido
a varios factores y concepciones erréneas respecto a su prevalencia (20). A nivel
mundial, la proporcién de los casos de brucelosis debido a Brucella canis se
desconoce o es reducida por varios aspectos: falta de pruebas diagndsticas de
laboratorio especificas (el diagndstico de laboratorio rutinario para la brucelosis
humana fue desarrollado para detectar anticuerpos contra los antigenos de las
cepas lisas, siendo incapaz de detectar antigenos de las cepas rugosas) (21),
cuadro clinico no caracteristico o diferencial de la infeccién por Brucella canis asi
como el bajo nivel de bacteremia que produce, lo cual complica el diagndstico por

hemocultivo (22).

Las formas de transmision mas comunes del perro al ser humano comprenden el
estrecho contacto con un canino infectado (puede continuar diseminando la
enfermedad meses después, incluso aunque la bacteremia en el animal haya
cesado), con el feto de una perra que aborté o con secreciones vaginales durante
el estro, asi como la exposicién directa a nivel de laboratorio al trabajar con la
bacteria viva (20). Los médicos veterinarios y el personal que labora en criaderos
de perros se consideran grupos ocupacionales en riesgo; estudios que han incluido
a sujetos del primer grupo no han demostrado la seropositividad en ellos. Incluso

aunque los signos y sintomas son caracteristicos de la brucelosis, son inespecificos
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de la enfermedad causada por Brucella canis, factor que dificulta aun mas la
sospecha de la infeccion por esta bacteria. Recientemente, lesiones como la

endocarditis ha sido descrita como producto de la infeccidon por Brucella canis (23).

La informacién documentada en su mayoria corresponde a reportes de casos
aislados, y pocos estudios recientes se han realizado en grupos de personas
expuestas a Brucella canis. Estos estudios han tenido como objetivo el desarrollo
de pruebas diagndsticas especificas para esta enfermedad, asi como obtener datos
sobre la prevalencia, aunque solamente revelan la presencia de la infeccion en el
humano (20,22). La infeccién ha sido reportada en paises como México, Espania,

Argentina (22) y E.U.A (24).

Respecto a la situacion en salud publica de México, la escasa informacion respecto
a la identificacion de esta infeccion no ha permitido reconocer el papel de Brucella
canis en los casos de brucelosis reportados. La informacién disponible, de un
estudio en un grupo determinado de sueros provenientes de diversos hospitales de
la Ciudad de México, arrojoé una positividad de 13.3 % del total de sueros probados
(17). Estos datos han permitido asumir que no juega un papel importante en las

infecciones humanas de brucelosis.
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PATOGENIA

Vias de Transmision

La brucelosis canina es una infeccidén con vias de transmision y dosis infectivas bien
descritas. Por lo general, la bacteria penetra las membranas mucosas (oronasal,
genital y conjuntival) siendo mas comun la ruta oronasal, con una dosis minima
infectiva de 10°% microorganismos; las fuentes mas frecuentes son el contacto con
material abortado (que puede contener hasta 10'° microorganismos), descargas
vaginales (la eliminacion en las secreciones vaginales puede durar incluso hasta 6
semanas después de ocurrido el aborto) y semen. Para la via conjuntival, se ha
descrito que se necesita de una dosis de 10%-10° microorganismos. Otras fuentes
de infeccion son la orina, principalmente en machos infectados; la prostata y el
epididimo son el tejido “blanco” que funciona como un sitio efectivo para la emision
de bacterias, conteniendo entre 103-10® microoorganismos/mL (el nimero suele ser
menor en la orina de una hembra infectada) asi como el semen (se ha demostrado
que durante los 2 primeros meses de establecida la infeccion, el semen contiene
una alta carga bacteriana, seguida de una baja esporadica que puede durar por
afnos). Se ha documentado que heces asi como secreciones nasales, oculares y
saliva contienen una cantidad reducida de microorganismos, por lo cual no

representan una fuente relevante para la transmision (12,25).

12



Una vez que la bacteria ingresa a su hospedero, penetra los tejidos y es fagocitada
por macrofagos y otras células fagociticas, evitando su destruccion intracelular, de
esta manera se transporta a los linfonodos, donde comienza su reproduccion.
Aproximadamente 4 semanas posteriores a este evento, se establece la
bacteremia, que puede durar hasta 64 meses. Brucella canis tiene predileccidén por
los 6rganos del aparato reproductor (préostata, epididimo y testiculo en el caso del
macho, feto, utero gravido y placenta en la hembra (26) motivo por el cual las

principales anormalidades que se presentan son de tipo reproductivo (25).

Signos y lesiones debidos a la infecciéon por Brucella canis

La brucelosis canina es una enfermedad caracterizada por provocar problemas
reproductivos. Las principales lesiones en el macho son la orquitis/epididimitis
(unilateral o bilateral), que progresa a fibrosis y atrofia testicular. El dafo celular en
el epididimo inflamado induce un granuloma espermatico, con la subsecuente
ruptura de la barrera hematotesticular y fuga de espermatozoides que son
fagocitados, induciendo una respuesta de anticuerpos anti-espermatozoides.
Ademas de ello, se ha observado dermatitis escrotal, lesiéon asociada a la infeccion

por bacterias secundarias debido a la constante lamedura (12,27).

El principal signo en la hembra es el aborto, que ocurre entre los 45-55 dias de
gestacion; también se ha descrito la reabsorcion embrionaria que sucede entre los
10-20 dias de gestacion. Asi como ocurre con otras especies de Brucella, las

infecciones por Brucella canis no interfieren con el ciclo estral, incluso la mayoria de
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las hembras que presentan abortos, posteriormente pueden tener camadas.
Algunos de los animales infectados por Brucella pueden permanecer sin signologia
clinica, debido a esto no son diagnosticados en el examen fisico de rutina. Los
signos no especificos, pero presentes en ambos sexos, son la linfadenitis,

discoespondilitis, uveitis y artritis (25).

RESPUESTA INMUNE

Actualmente la informacién disponible sobre la respuesta inmune ante la infecciéon
por Brucella canis se ha obtenido a través del modelo raton principalmente al
evaluar candidatos como inmundgenos en estos animales, lo cual ha mostrado que
la respuesta inmune es de tipo celular y humoral. Tomando en cuenta la respuesta
inmune en general contra el género Brucella, investigaciones mas recientes han
descrito un poco mas la respuesta celular y han identificado las principales clases
de inmunoglobulinas producidas contra Brucella (y especificamente contra Brucella

canis) cuando los ratones son enfrentados con cepas de campo.
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Respuesta inmune celular

Una de las caracteristicas distintivas de los miembros del género Brucella es su
caracter intracelular facultativo, mediante el cual evaden la respuesta inmune innata
y adquirida del hospedero, lo cual dificulta su eliminacién. La respuesta inmune
celular es esencial en el control y eliminacion, donde los principales eventos son la
activacion de los macréfagos y los conjuntos de células T-CD8 y T-CD4+ que
secretan citocinas especificas, con la finalidad de eliminar tales patégenos. Se ha
podido documentar que en la fase temprana de la infeccion, las citocinas
secretadas por los macrofagos (IL-1, IL-12 y TNFa) estan implicadas en el control
de la brucelosis, a través de la via del interferon gamma (IFNy). De hecho, el INFy
reduce el crecimiento intracelular de Brucella, al activar a los macrofagos vy
promover la secreciéon del TNFa. Estos factores son necesarios, pero no suficientes
para una eliminacion eficaz de las brucelas. Otras moléculas reguladoras que
también son producidas por los macréfagos, como los reactivos intermediarios del
oxigeno y del éxido nitrico se ha comprobado que participan en la eliminacién de B.
abortus (3). Cabe destacar que una investigacion reciente demostrd que B. canis
induce una respuesta proinflamatoria menor que las cepas clasicas (B. abortus 'y B.
melitensis) al detectarse que los niveles de TNFa, IL-12 e IL-6 se mantuvieron
cercanos a los niveles de referencia, asi como niveles menores de IFNy y una menor
induccion de la inflamacion del bazo, lo cual sugiere que esta suma de factores
podria contribuir a la persistencia particular de Brucella canis en el organismo de

perros infectados (28). La secrecidén de la IL-12 y TNFa por el macrofago es

15



importante para la polarizacion de las poblaciones de células T-CD4+ y la
eliminacion de Brucella. Por lo tanto, la secrecion de la IL-12 es la encargada de
polarizar la respuesta de las células T-CD4+ hacia Th1. Este conjunto de células se
caracteriza por la secrecion principalmente de IFNy, el cual como ya se menciono,
se encarga de activar a los macréfagos para que eliminen a las bacterias. También
es importante la participacién de los Linfocitos T-CD8+. Asi, mientras que la
poblacién de linfocitos T-CD4+ es importante por el perfil de citocinas que producen
para la activacion de los macrofagos, los linfocitos T-CD8 citotoxicos se encargan

de eliminar a las células infectadas por Brucella (3)

Respuesta inmune humoral

A pesar de que la respuesta inmune efectiva contra los patégenos intracelulares es
principalmente de tipo celular, la respuesta inmune humoral es montada contra este
tipo de microorganismo. A través del modelo raton, enfrentado con cepas virulentas
de Brucella canis, se ha podido determinar la presencia de inmunoglobulinas de la
clase IgG1, 1gG2a, IgG2b e IgM. Tomando como base el conocimiento de la
respuesta inmune contra el género Brucella, los anticuerpos de la clase IgM son los
primeros en aparecer después de la infeccion y suelen estar dirigidos contra el LPS.
Conforme la infeccidn progresa y un porcentaje de estas bacterias son procesadas
por los macrofagos, aparecen inmunoglobulinas de la clase I1gG (subclases 1gG2a
e 1gG2b) que generalmente estan dirigidas contra antigenos internos de la bacteria.
Este perfil de inmunoglobulinas producidas guarda relacion ya que esta descrito que
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las células T-CD4 de tipo Th1, cuando secretan IFNy promueven que ocurra la

secrecion preferencial de las IgG de la subclase IgG2 (29).

Tomando en cuenta la informaciéon previamente descrita, la respuesta inmune
celular y humoral trabajan en conjunto para controlar mejor la infeccién producida

por Brucella.
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DIAGNOSTICO

Pruebas Diagnésticas Clasicas

Prueba de Aglutinacién Rapida en Placa con 2-Mercaptoetanol (2ME-RSAT)

La prueba de 2ME-RSAT, desarrollada en 1974 como una prueba diagndstica
rapida, originalmente fue producida con una cepa de Brucella ovis, para
posteriormente ser elaborada con una cepa de Brucella canis. Esta prueba es capaz
de detectar tanto anticuerpos IgG como IgM, en presencia de 2-Mercaptoetanol, se
rompen en los puentes disulfuro de la cadena J de la IgM para quedar como una
molécula monomérica y no pentamérica como normalmente esta en el suero. Esta
modificacion aumenta la especificidad de la prueba sin reducir su sensibilidad. Cabe
aclarar que la prueba es capaz de identificar correctamente animales no infectados,
aunque presenta resultados falsos positivos, debido a la reactividad cruzada por los
determinantes antigénicos compartidos con otras bacterias Gram-negativas,
afectando la especificidad de la prueba (12). El antigeno actualmente se elabora
con la cepa RM6/66 de Brucella canis, inactivada por calor, tefiida con Rosa de
Bengala y concentrada al 6%, suspendida en una solucion tampén con pH de 8.6
(este evita la aglutinacién inespecifica de bacterias). El resultado se emite como

positivo o negativo, dependiendo de la presencia o ausencia de aglutinacion (30).
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Prueba de Aglutinacion en Tubo (TAT) y modificada con 2-Mercaptoetanol

(2ME-TAT)

La prueba de aglutinacion en tubo (TAT) y su modificacion en presencia de 2-
Mercaptoetanol (2ME-TAT) era una prueba utilizada como la de 2ME-RSAT, siendo
capaz de identificar anticuerpos contra Brucella canis en perros positivos a la 2ME-
RSAT. Contaba con el inconveniente de no poder detectar titulos de anticuerpos de
2-4 semanas después de la exposicidon a la bacteremia, caracteristica que comparte
con 2ME-RSAT. Asi mismo, era eficaz en la deteccion de animales negativos, pero

su especificidad era afectada por la reactividad cruzada (12).

Inmunodifusién en gel agar (AGID)

La prueba de inmunodifusion en gel agar se basa en el principio de la formacion de
una linea de precipitacion observable a simple vista, por la migracion de un antigeno
y anticuerpos al colocarse en los pozos de un soporte de agarosa. Dos antigenos
diferentes han sido utilizados: antigenos de pared y proteinas citoplasmaticas. El
primer extracto ha mostrado tener menos sensibilidad y especificidad que el
segundo, ademas de contar con el mismo inconveniente de 2ME-RSAT y 2ME-TAT

de reactividad cruzada (12).
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Tecnologia Aplicada al Diagnéstico

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La prueba de la Reacciéon en Cadena de la Polimerasa ha surgido como una
alternativa al diagnostico serologico, al ser una prueba que detecta al agente
etiolégico y no la respuesta inmune humoral (31). Varios ensayos han sido
desarrollados durante los ultimos anos, haciendo uso de diversas muestras, entre
las que figuran hisopados vaginales, linfonodos y la placa leucoplaquetaria. Los
resultados respecto a sensibilidad y especificidad son bastante altos, en
comparacion con el aislamiento por hemocultivo. Entre las ventajas que muestran
estos ensayos de PCR destaca la cantidad de ADN a detectar, alcanzando niveles
de 3.8 fg de ADN de Brucella canis. El principal inconveniente de esta prueba esta
relacionado directamente con la muestra a procesar: Al procesar sangre, la bacteria
puede o no estar presente, debido a la bacteremia intermitente caracteristica de la
brucelosis canina, el uso de linfonodos es invasivo, haciendo al ensayo impractico
en animales vivos, Y el uso de hisopados vaginales después del aborto se convierte
en la muestra mas factible a procesar por PCR (32,33). El avance alcanzado en
estos ensayos permite la deteccion especifica de Brucella canis, al disefiar y hacer
uso de iniciadores que amplifican una region soélo presente en esta bacteria,

pudiendo diferenciarla del resto de las especies de Brucella (31).
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Ensayo Inmunocromatografico (ICA)

Desarrollado como una prueba de deteccion rapida, el Ensayo
Inmunocromatografico (ICA) ha sido propuesto como una alternativa al diagndstico
seroldgico clasico, al montar sobre un dispositivo plastico una tira de nitrocelulosa
con 2 ventanas, que contienen en un extremo una almohadilla de reactivos y en el
otro una de absorcion. Al ser colocada una gota de sangre completa, plasma o
suero y posteriormente ser adicionado un diluyente, después de un tiempo
estipulado la prueba arroja un resultado cualitativo, al aparecer o no en la ventana
de reactivos 2 lineas coloreadas, que corresponden al control de |la prueba y al suero
probado. Para que el resultado pueda ser emitido como valido, siempre debe
aparecer coloreada la linea de control. Si no ocurre la aparicién de una linea
coloreada en el apartado de prueba, el resultado es negativo, pero si aparece el
resultado es positivo, pudiendo emitirse como débil, medio o fuerte dependiendo de
la intensidad de la coloracién (34). La ventaja mas evidente del ensayo es el tiempo
de lectura y la simplicidad de su realizacion, aunque en evaluaciones del mismo ha
mostrado tener menor sensibilidad en la detecciéon de animales en fase aguda o
subaguda (en comparacion con 2ME-RSAT y ELISAI) y un pobre desempefio en la

deteccion de animales con infeccidn cronica (comparado con ELISAI) (35).
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Ensayo de Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas (ELISA)

El ensayo de inmunoabsorcidon ligado a enzimas (ELISA) surgi®6 como una
alternativa a las pruebas diagndsticas clasicas y los grandes inconvenientes que
estas tienen, como falta de estandarizacién y variables niveles de sensibilidad y
especificidad. Elaborada sobre placas de poliestireno de 96 pozos, la prueba de
ELISA actualmente tiene diversas modalidades. En el caso de la ELISA indirecta,
un antigeno es colocado en la placa de poliestireno, para después ser bloqueados
los sitios donde no se unio el antigeno y colocar en diversos factores de dilucién el
suero de los animales a ser probados. Posteriormente, al ser agregado un
anticuerpo secundario (dirigido contra los anticuerpos presentes en la muestra de
suero) marcado con un enzima, se obtiene el resultado al agregar el sustrato
adecuado para dicha enzima. De esta forma, este ensayo emite un resultado
cuantitativo (expresado en densidades Opticas) permitiendo de esta forma tener un
resultado mas exacto. Actualmente hay unas cuantas pruebas de ELISA
desarrolladas para B. canis, todas ellas usando diferente tipo de antigeno:
componentes de la pared bacteriana (antigenos de superficie) (36), extracto
completo de las proteinas de citoplasma (37), bacterias completas inactivadas por
calor (38) o extracto soluble caliente y extracto sonicado (39). Los resultados
obtenidos de estas pruebas han mostrado tener niveles de sensibilidad y
especificidad altos (>90%) situando de esta manera a ELISA como una de las

pruebas mas confiables para el diagndstico seroldgico.
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JUSTIFICACION

El antigeno que se utiliza para la Aglutinacion Rapida en Placa debe ser preparado
bajo un riguroso proceso para que no reduzca su especificidad, ademas de ser una
prueba cualitativa donde es necesaria la experiencia del personal para la
interpretacion de los resultados. Surge la necesidad de realizar la identificacion y
purificacion de proteinas inmunodominantes de B. canis, para utilizarlas en la
construccion de otras pruebas diagndsticas como la ELISA y el Dot blot con una
sensibilidad y especificidad parecida o superior a la de la prueba actualmente

ofrecida (30).

HIPOTESIS

Las proteinas Inmunodominantes de B. canis, utilizadas como antigenos para
estandarizar una prueba de ELISA indirecta proporcionaran niveles superiores de
sensibilidad y especificidad, en comparacion con la prueba de aglutinacion rapida

en placa (RSAT), actual prueba diagndstica para esta enfermedad.
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OBJETIVOS

Objetivo General:

Desarrollar una ELISA indirecta a partir de la purificacion de proteinas
inmunodominantes de B. canis generadas mediante FPLC (Cromatografia Liquida

Rapida de Proteinas), para el diagnostico serologico de Brucelosis en perros.

Objetivos especificos:

» Estandarizar la prueba de ELISA indirecta, mediante la utilizaciéon de extractos

proteicos obtenidos por sonicaciéon de B. canis, utilizando sueros de perros

negativos y sueros positivos infectados experimentalmente con B. canis.

* Realizar la titulacion de los sueros de perros negativos e infectados

experimentalmente a través de ELISA indirecta.

* Obtener proteinas inmunodominantes de B. canis mediante FPLC y comprobar

su reactividad antigénica a través de Western blot.

* Realizar la titulacion de las proteinas inmunodominantes mediante ELISA

indirecta.
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* Identificacién de las proteinas obtenidas (peso molecular y punto isoeléctrico)

mediante electroforesis en 2D (IEF + SDS-PAGE).

* Identificacion mediante LC-MS y andlisis de las proteinas obtenidas mediante 2D-

PAGE.

MATERIAL Y METODOS

Cepa bacteriana.

Se utilizé la cepa RM6/66 de B. canis (Cepa de referencia) (10), la cual fue cultivada
en cajas de agar TSA a 37°C y posteriormente en caldo Brucella™ por 48 horas. De
las placas de TSA, se tomaron 10 colonias, las cuales fueron posteriormente
colocadas en 30 mL de medio liquido (caldo Brucella™) y se sigui6 el crecimiento
durante 48 horas, con agitacion a 200 rpm a 37 °C. Pasado este tiempo, de este
primer crecimiento se tomd 1 mL para inocularse en 1 L de medio liquido (caldo
Brucella™) para producir la biomasa. De igual forma, se sigui6 el crecimiento y una
vez que se llegd al final de la fase exponencial (aproximadamente 48 horas) se
realizé la inactivacion bacteriana, en bafio Maria a 85°C durante 50 minutos. La
biomasa fue recuperada por centrifugacion a 700 x g durante 30 minutos. En total

se obtuvo biomasa bacteriana de B.canis de 3 L de caldo Brucella™.
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Sonicacién de la biomasa bacteriana y centrifugacién

Se tomaron 2 gramos de Biomasa de B. canis y se coloco en 10 mL de una solucién
que contenia 10mM HEPES y 5mM de PMSF, se inicidé el proceso usando un
sonicador de pistilo grueso (Vibra Cell VCX 130 — Sonics) a 60 pulsos de 1 minuto
con 70% de potencia, estos pulsos fueron alternados con descansos de 1 minuto.
Para corroborar la ruptura celular, se realizé una tincion de Gram. Una vez sonicada
la biomasa bacteriana, esta fue centrifugada a 700 x g durante 10 minutos a 4°C

para poder obtener la fraccion soluble (sobrenadante).

Sueros de animales negativos e infectados experimentalmente.

Se utilizaron los sueros de 6 animales (3 machos y 3 hembras) de la raza Beagle.
De los 6 animales se obtuvieron tanto los sueros negativos como los positivos. Los
criterios para considerarlos positivos era que el animal tuviera hemocultivo positivo
y RSAT positivo; para los sueros negativos estos debian resultar negativos a las
pruebas antes mencionadas. Los sueros negativos se obtuvieron antes de vacunar
a los animales (dia cero, animales SPF negativos) y los positivos después del
desafio con una cepa de campo (dia 35 post-desafio, animales infectados
experimentalmente). Se usaron 2 sueros como controles (1 positivo y 1 negativo, 2

hembras) que cumplieron con los criterios antes mencionados para cada grupo (40)
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Fraccionamiento a través de FPLC de la fraccion soluble.

La fraccion soluble fue tomada y sometida a fraccionamiento mediante
cromatografia liquida rapida de proteinas, se utilizd la columna de intercambio
aniénico (HiTrap™ Capto™ Q- GE) con el aparato de cromatografia liquida (AKTA
Pure™- GE). Primero la columna fue equilibrada con un buffer de equilibracién
(5mM de Tris-HCIl y 10 mM EDTA) ingresando 5 volumenes (1 volumen = 1 mL).
Posterior a ello, la muestra fue inyectada con un rango de flujo de 1 mL/min para
después ser lavada la columna con 5 volumenes de buffer de equilibracion.
Terminado este paso, fue ingresado el buffer de elusién (NaCl 1M) en un gradiente
lineal de 0 al 100%, en 9 volumenes de 1 mL. Cada una de las fracciones fue
programada para obtenerse de un volumen de 0.5 mL. Para finalizar, la columna
fue de nuevo equilibrada con otros 5 volumenes de buffer de equilibracion; durante

todos los pasos la presion aplicada a la columna fue de 0.5 MPa.

SDS-PAGE y Western blot

Las fracciones obtenidas fueron resueltas utilizando geles de poliacrilamida al 10%
siguiendo la metodologia descrita por Laemmli (41) durante 75 minutos a 15 mA por
cada gel. Se utilizé un marcador de peso molecular (Plus Prestained Protein Ladder
— Thermo Scientific) y se resolvieron 2 veces la misma muestra, con la finalidad de
tener una para tincion con Azul de Coomassie y otro para posteriormente ser
transferido a una membrana de PVDF (Inmobilon P- Merck Milipore) y realizar
Western blot; cada muestra fue colocada en el pozo con buffer de carga. El gel fue
tefido con solucién de Azul de Coomassie (PhastGel™ Blue R — GE Healthcare)
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durante un lapso de 30 minutos, después del cual en intervalos de 5 minutos se
colocd solucién destefiidora (10% Acido acético, 30% Metanol y 60% Agua
destilada) y se verificO que el proceso se llevara de manera satisfactoria hasta
obtener el destefido deseado. La solucién destefidora fue sustituida por agua
destilada. Los geles fueron escaneados y posteriormente guardados en celofan

dulce.

Para Western blot, las fracciones obtenidas a través de FPLC fueron resueltas en
geles de poliacrilamida en presencia de SDS, en las mismas condiciones que los
geles para tincidén. Una vez terminada la corrida, se sacaron los geles con cuidado
y fueron transferidos a membranas de PVDF. Antes de comenzar el proceso de
transferencia la membrana fue pre-hidratada en metanol, y se procedié a colocar
cada uno de los componentes dentro del casete de transferencia en el orden
adecuado. Previo a su colocacion dentro de la camara, con un rodete se saco el
aire que posiblemente pudo haber quedado entre la membrana y el gel. Ya dentro
de la camara, esta se llen6 con buffer de transferencia en cantidad suficiente. Las
condiciones en las cuales se llevo a cabo la transferencia fueron 100 V durante 70
minutos. Para comprobar que el proceso de transferencia se realizé6 de manera
exitosa, se utilizé una tincién reversible (Ponceau S Solution — Sigma Aldrich) para
observar las bandas de proteina; para poder destefiir la membrana se utilizaron 2
compuestos: Agua destilada para hacerlo de manera lenta o PBS 1x, pH 7.4 para
hacerlo de forma rapida. Una vez que la membrana se destiind, se preparod leche

descremada al 5% en PBS 1x, pH 7.4 con la finalidad de bloquear la membrana
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durante un periodo de 1 hora, en agitacion lenta a temperatura ambiente.
Transcurrido el tiempo, la leche descremada se eliminé por decantacion y se lavo la
membrana con PBS 1x, 3 veces en intervalos de 10 minutos, hasta comprobar que
se eliminara cualquier resto de leche. En este punto, se prepar6 el anticuerpo
primario (AB 1°) en un factor de dilucion 1:1000 en PBS 1x; este anticuerpo se
colocé con la membrana en agitacion lenta, a 4°C durante toda la noche. Después
del tiempo estipulado, el anticuerpo primario disuelto se eliminé por decantacién y
la membrana se lavé de nuevo 3 veces, con PBS 1x, pH 7.4 en agitacion lenta. Se
preparé el AB 2° con un factor de dilucion 1:2000, en PBS 1x, pH 7.4 que contenia
leche descremada al 5%. Se coloco el AB 2° con la membrana de PVDF durante 1
hora, en agitacion lenta. Finalizado el tiempo, se removié por decantacion el AB 2°
y se realizaron los lavados como con el AB 1°. Se procedié a preparar el agente
revelador, mediante la adicién de 30 mg de 4-cloro-1-naftol (Sigma — Aldrich) a 10
mL de metanol. A esta mezcla se le colocaron 40 mL de PBS 1x, pH 7.4 y 20 uL de
H202 al 30%. La membrana de PVDF fue expuesta a la mezcla final hasta observar
las bandas de precipitacion, momento en el cual fue adicionada agua destilada para
detener la reaccion. Las membranas de PVDF fueron escaneadas y guardadas lejos

de la humedad y el sol.

Cuantificacion de proteinas a partir de la elaboracién de curva patrén.

Para poder llevar a cabo la cuantificacion de los antigenos, se elaboré una curva
patrén con BSA (Sigma Aldrich) mediante el método de Bradford (microensayo con

nivel de deteccion 1.25 — 10 ug/mL). Para ello se colocaron en cubetas para
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cuantificacion valores de BSA crecientes y en intervalos regulares y se completo el
valor hasta 800 yL con H20 MiliQ. La cubeta fue rellenada a 1 mL con 200 yL de
reactivo de Bradford (Protein assay dye reagent concentrate — BioRad) a
temperatura ambiente. Se homogeniz6 el contenido y después de 5 minutos se
procedié a leer en un espectrofotdmetro a 595 nm de longitud de onda (Ultrospec
3000 — Pharmacia Biotech). Cada uno de los valores de la curva se realizé por
triplicado y se registraron los resultados para analizarse, promediarse y graficar con
la finalidad de obtener la pendiente de la recta y obtener el valor de R?, para de esta

forma identificar si la curva servia para la cuantificacion de antigenos.

Estandarizacion del modelo de ELISA i

Con el antigeno crudo sonicado cuantificado, se procedio a colocar el antigeno en
las placas de poliestireno, por triplicado, con cantidades decrecientes del antigeno
en un volumen final de 100uL por pozo. La placa se puso con su tapa y fue sellada
con Parafiim™, se agité lentamente durante 10 minutos y después fue colocada en
incubacion a 37°C durante toda la noche. Transcurrido el tiempo se procedié a lavar
los pozos con 200 uL de PBS + Tween 0.1% durante 1 minuto, golpeando el borde
de la placa, después del tiempo estipulado se elimind la solucion de lavado y con
una toalla desechable, se realizaron golpes firmes durante 3 ocasiones para dejar
la placa lo mas seca posible. La placa fue bloqueada con BSA al 1% en PBS 1x, pH
7.4, en cada pozo fueron colocados 100uL de la BSA preparada; la placa fue tapada
y sellada con Parafiim™ vy llevada a incubacién a 37°C durante 1 hora. Durante este

tiempo se prepararon tubos Eppendorf en los cuales se colocé el AB 1° con un factor
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de dilucién 1:200, en PBS 1x, pH 7.4. Transcurrida la hora se procedié a lavar la
placa bajo el mismo esquema de lavado después de la primer incubacion,
procurando dejar los pozos lo mas secos posibles. Se colocé 100uL de AB 1° en
cada pozo y se incub6 otra vez la placa; sellada con Parafim™ a 37° C durante 1
hora. 10 minutos antes de terminado el tiempo, se prepar6 el AB 2° (AntiDog IgG
HRP Conjugated — Sigma Aldrich) en PBS 1x con un factor de dilucion 1:2000.
Concluido el tiempo de incubacion la placa se lavd como en las incubaciones
anteriores, y procurando dejar los pozos lo mas secos posibles, se pusieron 100uL
de AB 2° por cada pozo. De nuevo la placa fue tapada y sellada con Parafim™ y
colocada en incubacion a 37°C durante 1 hora. 25 minutos antes terminado el
tiempo, se sacod de refrigeracion el agente revelador de la prueba (ABTS -
AMRESCO) para poder adicionarlo a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo,
se lavd de nuevo la placa bajo el mismo esquema de lavado, y se adicionaron 100uL
del agente cromogénico, cuidando el mismo de su exposicion a la luz. Al término de
su adicién, se cubrio la placa con papel aluminio y se colocé en agitacion durante
30 minutos. La placa fue leida después de los 30 minutos a 490 nm de longitud de

onda en un lector de placas de ELISA (ELx808 — Biotek).

Titulacidon de sueros positivos y negativos en ELISA i

Se titularon de los sueros de perros negativos e infectados experimentalmente, con
una cantidad determinada de antigeno por pozo, bajo el mismo esquema
desarrollado en la estandarizacion del modelo de ELISA indirecta. Después del

proceso de bloqueo de la placa con BSA, se colocaron por triplicado las muestras
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de suero en un factor inicial 1:200 y hasta un factor 1:4000. La placa fue tapada y
sellada con Parafilm™ para ser incubada durante 1 hora a 37°C. Después de éste
tiempo el procedimiento se llevd a cabo de igual forma que en la estandarizacion de
la ELISA i, con un AB 2° en un factor de dilucion 1:2000. Los resultados de densidad
Optica obtenidos mediante espectrofotometria con una lectura a 490 nm fueron

registrados.

Electroforesis en 2D de proteinas inmunodominantes.

Las proteinas inmunodominantes fueron resueltas en geles de poliacrilamida en
presencia de SDS, al 8% de manera bidimensional. Primero las proteinas fueron
precipitadas utilizando un kit de precipitaciéon y limpieza de proteinas (ReadyPrep
™ 2-D CleanUp Kit — BioRad) y después la muestra se colocé en 125 uL de buffer
de rehidratacion (8M Urea, 2% CHAPS, 50 mM DTT, 0.2% [w/v] Bio-Lyte™ 3-10
anfolitos y trazas de Azul de Bromofenol) y en tiras IPG de 7 cm para
isoelectroenfoque con rangos de pH de 3-10 y 4-7 (ReadyStrip ™ IPG strip —
BioRad) durante 16 horas, con 1 mL de aceite mineral a 22°C. Transcurrido el
tiempo, las tiras se colocaron en la camara de isoelectroenfoque, previa colocacion
de 2 receptaculos de sales empapados con 8 yL de agua nanopura, cada uno en
un extremo de los carriles usados de la cdmara. De nuevo la tira fue cubierta con 1
mL de aceite mineral y el equipo de isoelectroenfoque fue configurado de la

siguiente manera:
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Tira de 7 cm Voltaje Tiempo Voltaje- Hora | Rampa
Paso 1 250 20 min. --- Lineal
Paso 2 4000 2 horas --- Lineal
Paso 3 4000 --- 10,000 V/Hr Rapido
Total 5 horas 14,000

Concluido el proceso de isoelectroenfoque, la tira fue equilibrada durante 10 minutos
en 1 mL de buffer de equilibracion | (6M Urea, 2% SDS, 0.375 M Tris-HCI [pH 8.8],
20% glicerol y 2% [w/v] DTT) y después en 1 mL de buffer de equilibracion Il (6 M
Urea, 2% SDS, 0.375 M Tris-HCI [pH 8.8], y 20% glicerol) por 10 min. Al término del
proceso, la tira fue colocada en un gel SDS-PAGE previamente preparado al 8%,
llevandose a cabo una electroforesis estandar, a 15mA durante 75 minutos. Los

geles fueron tefiidos con azul de Coomassie o bien preparados para Western blot.
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RESULTADOS

Perfil electroforético de la fraccion soluble obtenida de B. canis

Una vez que B. canis fue cultivada en caldo Brucella™, las bacterias fueron
centrifugadas, sonicadas y posteriormente mediante centrifugacién, se separé el
sobrenadante de la pastilla sonicada (la fraccion soluble). La fraccion soluble fue
resuelta mediante SDS-PAGE al 10% y tefida con azul de Coomassie para obtener
un perfil electroforético. Los resultados indican la presencia de 12 bandas de
diferentes tamanos que abarcan desde los 10 kDa hasta los 100 kDa (Fig. 1A).
Posteriormente se realizé el Western blot para explorar su reactividad contra
sueros de animales positivos. Los resultados mostraron la presencia de 9 bandas,
las bandas que se encuentran en mayor proporcidn se ubican entre los 70 y 55 kDa
(Fig. 1B). Las proteinas reactivas identificadas en la fraccién soluble recibieron el
nombre de inmunodominantes y posteriormente se procedié a formular un protocolo

para la purificacion mediante cromatografia.
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Fig. 1. Fraccion soluble de B.canis previo al fraccionamiento protéico. SDS-PAGE (10%)
(Fig. 1A) tenido con Azul de Coomassie, que permite ver las bandas de proteina presentes
en tal fraccion. Western blot (Fig. 1B) correspondiente de las bandas que dan una reaccion

positiva con el suero de un animal infectado.
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Fraccionamiento proteico obtenido a través de FPLC

Mediante el principio de la cromatografia de intercambio iénico, se utilizé una
columna para intercambio aniénico (Hi-Trap Capto Q), la fraccién soluble fue
sometida a separacion. Se utilizd un primer amortiguador de equilibrio (Tris-HCI
0.05M/EDTA 0.01M), cuando la columna quedod equilibrada, se introdujo la muestra
(fase movil) para su interaccion con la columna (fase estacionaria). Los resultados
obtenidos después de eluir de la fase estacionaria con un gradiente lineal de NaCl
1M se muestran en el cromatograma (Fig. 2), en donde se observan 2 picos de
proteina, el primero de ellos en 15% de NaCl 1M y el segundo al 100%. Los
resultados indican que el primer grupo de proteinas eluidas tienen una baja afinidad
aniénica (proteinas del 15%) y el segundo pico con alta afinidad (100%). En ambos
casos fue necesario resolver cada una de las fracciones para monitorear la salida

de las proteinas inmunodominantes.
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Fig. 2. Cromatograma del fraccionamiento proteico de B. canis obtenido a través de FPLC.
La grafica muestra el comportamiento de la muestra de proteina (Linea Azul) con la columna
al ser introducido el Buffer de elusion en un gradiente lineal de 0 a 100%. El cromatograma
muestra 1 primer pico de proteina (fraccidon 5) y el principal pico de proteina (entre las
fracciones 21-23) donde se eluyd la mayor cantidad de proteina al estar el buffer de elusion

de NaCl al 100%
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Resolucion de fracciones obtenidas mediante FPLC

Después de la obtencién de 28 fracciones mediante cromatografia de intercambio
anidénico, cada una de las fracciones fue resuelta mediante SDS-PAGE al 10% vy
tefidas con Azul de Coomassie. En la figura 3A se muestran las fracciones 12-18,
correspondientes al primer pico de elusion (15% de NaCl), el patron de bandeo
observado muestra una disminucién en el numero de proteinas reactivas conforme
avanza el fraccionamiento. A partir de la fraccion 20, se observé soélo 2 bandas con
un peso molecular comprendido entre los 70 y 55 kDa, éstas bandas corresponden
al segundo pico de proteina del cromatograma (100% NacCl). En la figura 3B se
observan las fracciones 21 a 28, en donde se pueden apreciar bandas con el mismo
peso que en la fraccion 19, conforme avanza el fraccionamiento (24-28) aparece
una banda, ubicada entre los pesos moleculares antes mencionados. Una vez que
fue obtenido un patron de fraccionamiento reproducible, el siguiente paso fue

comprobar la reactividad antigénica de cada una de las fracciones.
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Fig. 3. SDS-PAGE al 10%, tefido con Azul de Coomasie de las fracciones obtenidas a

través de FPLC. Las fracciones de la 12 a la 20 (Fig. 3A) y 21 a la 28 (Fig. 3B) fueron

resueltas en SDS-PAGE. En las fracciones del primer gel se observan varias bandas, pero

a partir de la fraccion 20 solo aparecen 2 y posteriormente 1. Esta informacion permite

corroborar los puntos de proteina observados en el cromatograma con 2 bandas purificas

en las fracciones 21 a 23. En el lado derecho estdn marcadas con flechas los pesos

moleculares del marcador de peso molecular.
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Reactividad antigénica de las fracciones obtenidas mediante cromatografia a

través de Western blot.

Para poder determinar la reactividad a los sueros de las proteinas fraccionadas
mediante cromatografia liquida, se realizé Western blot de las fracciones. Fueron
utilizados sueros de animales positivos. En la Fig. 4 se observan los WB de las
fracciones 12-20 (4A), en donde se observa la presencia de 3 bandas con
caracteristicas reactivas a los sueros. En la figura 4B se observa la presencia de 2
bandas reactivas a los sueros, correspondientes a las fracciones 21-28. Los
resultados sugieren que las bandas que se aprecian en el SDS-PAGE (entre 70 y
55 kDa) y las observadas en el inmunoblot son las mismas. Las ultimas fracciones
(25-28) muestran una sola banda inmunoreactiva, con un peso molecular entre 70

y 55 kDa.

Debido a lo anterior se utilizaron las proteinas de las fracciones 21-24 como

antigenos en diferentes pruebas seroldgica (Dot blot y ELISA-i).
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Fig. 4.- Western blot de las fracciones obtenidas a través de FPLC. Deteccién de las bandas

inmunoreactivas por WB, desde las fraccién 12 hasta la 28. El patron de bandeo es

consistente con los resultados observados en SDS-PAGE. En el lado izquierdo se indican

con las flechas los pesos moleculares del marcador.
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Dot blot de proteinas inmunodominantes.

Previo a la utilizacién de las proteinas inmunodominantes en el sistema de ELISA,
las proteinas fueron probadas como antigenos en una prueba de Dot blot sobre
membranas de nitrocelulosa y en concentraciones decrecientes. La imagen muestra
56 ng de proteina total (de la fraccién soluble) como control y diferentes

concentraciones de las proteinas inmunodominantes (Fig. 5).

‘

Proteinas Inmunodominantes

A
[ 1

( ()

Control 56 ng 28ng 14ng 7ng

(Proteina Total)

Fig. 5. Dot blot con proteinas inmundominantes. Proteinas inmunodominantes usadas en
un valor inicial de 56 ng y decreciendo consecutivamente 1:2. Al lado izquierdo se observa
el punto de proteina total de la fraccién soluble en la misma concentracion inicial que las
proteinas inmunodominantes. La reaccion se obtuvo con el suero diluido 1:1000 y el AB 2°

en un factor 1:2000 reveladas mediante método cromogénico (4-cloro-1-naftol).
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Estandarizaciéon del modelo de ELISAi mediante la utilizacién del antigeno

crudo sonicado.

Una vez que comprobada la reactividad de las proteinas puras y el extracto crudo
en pruebas colorimétricas como lo fue el Dot blot, comenzamos a estandarizar la
ELISAI con las proteinas inmunodominantes. El primer paso fue utilizar al antigeno
crudo sonicado como nuestro control positivo, de ésta forma determinamos la
cantidad éptima de antigeno y el factor de dilucién de los sueros a utilizar. Primero
se coloco en las placas de poliestireno de 96 pozos el extracto crudo comenzando
en una concentracion de 460 ng y finalizando en 10 ng. Los resultados de la
titulacion de este antigeno se muestran en la Fig. 6, en donde se observa que al
usar el suero de un animal positivo a hemocultivo y RSAT con un factor de dilucién
1:200 se obtienen densidades 6pticas por arriba de 0.7, Los valores mas altos de
D.O. oscilan entre las concentraciones de 460 y 230 ng de antigeno. Esta
informacion permitio definir que 230 ng eran suficientes para usarlos en la titulacion

de los sueros.
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Fig. 6. Determinacién de la cantidad de antigeno crudo a usar para el montaje del sistema
de ELISAI. Antigeno crudo sonicado en diferentes concentraciones y su densidad 6ptica
obtenida. Las condiciones del factor de dilucién del suero (1:200) y del AB 2° (1:2000)

utilizadas fueron las mismas para todas las concentraciones.
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Titulacion de sueros negativos y positivos mediante ELISAI

Una vez que se determind la concentracion de antigeno a utilizar, fueron titulados
los sueros de perros infectados experimentalmente y de perros negativos (utilizados
en estudios previos por Gonzalez et al), en el sistema de ELISAI. En la Fig. 7A se
muestra el comportamiento de los sueros positivos, comenzando en un factor de
dilucion 1:400 y terminando en un factor 1:4000; para el segundo grupo (Fig. 7B),
se comenzo la titulacién en un factor de dilucion 1:200 hasta llegar a la dilucién
1:2000. La informacién proporcionada por ambas graficas (donde los resultados
estan reportados en valores de densidad 6ptica) muestran que al seleccionar el
factor de dilucién 1:1000 para ambos grupos, se puede discrepar de los valores

positivos a los negativos.
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Fig. 7. Representacion grafica de los sueros de animales positivos y negativos al ser

titulados bajo el sistema de ELISAi. Grupo de 7 animales, tanto positivos (7A) como

negativos (7B) y sus correspondientes identificadores. Resultados obtenidos y graficados

en densidades épticas. Del lado derecho esta el animal control negativo (7A) y el control

positivo (7B).
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ELISAIi con proteinas inmunodominantes de B. canis

Una vez que se determind la titulacién del antigeno crudo (control positivo), la
titulacion de los sueros positivos y negativos, ademas de la obtencion de las
fracciones con proteinas inmunodominantes cuantificadas por el método de
Bradford, procedimos a utilizarla a las fracciones el modelo de ELISAI que se habia
estandarizado. Utilizamos el factor de dilucion 1:1000 tanto para sueros de animales
positivos como para sueros negativos. Comenzando con una concentracion de 400
ng y después con 200 ng. En la Fig 8 se muestra el comportamiento del suero de
un animal positivo y uno negativo (resultado expresado en densidades 6pticas); en
el resultado se muestra valores de densidades Opticas similares entre el extracto
crudo y las fracciones inmunodominantes, incluso disminuyendo a la mitad la
concentracion de proteina de cada una de las fracciones puras, el resultado permite
diferenciar entre el suero de un animal negativo y el suero de un animal positivo,
demostrando de esta manera la funcionalidad de las proteinas inmunodominantes
como antigenos en el modelo de ELISAI. Debido a que los sueros de los animales
utilizados en el estudio son positivos al aislamiento y al RSAT, los resultados
sugieren que ésta prueba, podria tener una igual o mejor sensibilidad que las

pruebas convencionales.

Una vez se comprobé la funcionalidad de las proteinas en la ELISA y con el fin de
posteriormente comercializarla y validarla, fue necesario identificar, qué proteinas

habian sido utilizadas como antigenos.
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ELISAI de Proteinas inmunodominantes con suero
de animal positivo y animal negativo
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Fig 8. Proteinas inmunodominantes y su funcionamiento como antigenos en el sistema de
ELISAIi. 400 y 200 ng de proteinas inmunodominantes fueron usados con un factor de
dilucion del suero 1:1000 y el AB 2° 1:2000. Los valores de densidad 6ptica obtenidos son
similares al antigeno crudo sonicado, de esta manera demostrando su funcionalidad en

ELISAI.
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Identificacion de las proteinas purificadas de B. canis usadas en el sistema de

ELISA..

Para comenzar con la caracterizacion bioquimica de las proteinas utilizadas en la
ELISAI, las proteinas fueron resueltas en geles de doble dimensioén (2D-PAGE), con
la finalidad de determinar el punto isoeléctrico y peso molecular, ademas de poder
obtener puntos de proteina para la posterior identificacion de los mismos. Los
resultados obtenidos después de resolver a la fraccion 21 en una tira de gradiente
de pH inmovilizado (IPG) con un rango de pH de 4-7 y comprobar la reactividad de
las proteinas mediante Western blot con quimioluminiscencia fueron los siguientes
(Fig 9); se observaron 5 diferentes puntos, ubicados en el rango de peso esperado;
el primero de ellos en los 55 kDa, y los segundos; en los 70 kDa. Lo anterior indica
que las bandas observadas en los SDS-PAGE correspondian a mas de una proteina
o bien isoformas de las mismas, por lo tanto el siguiente paso fue identificar los

puntos con mayor sefal en la quimioluminiscencia.
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Fig 9. Isoelectroenfoque, electrofororesis y Western blot de las proteinas
inmunodominantes usadas en ELISAI. Fraccién 21 resuelta en SDS-PAGE y en Western
Blot. Se identificaron 3 puntos principales de proteina, 2 con un peso aproximado de 64 kDa

y uno con 55 kDa. El lado izquierdo esquematiza en flechas el marcador de peso molecular.
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Identificacion de GroEL de B. canis a través de espectrometria de masas.

Una vez que las proteinas inmunodominantes fueron resueltas en 2D-PAGE vy
tefidas con Azul de Coomassie, los puntos de proteina fueron recortados del gel y
las muestras fueron sometidas a andlisis por Espectrometria de masas vy
cromatografia liquida (LC-MS). Los resultados de las 3 muestras arrojan que es la
misma proteina. En el caso de los 2 puntos con mismo peso molecular, pero con
una ligera variacién del punto isoeléctrico, fueron identificados como la proteina
GroEL de 60 kDa, con un porcentaje de cobertura del 30 y del 50 %
respectivamente; los péptidos fueron encontrados en toda la extension de la
secuencia de la proteina. En el caso del punto de 55 kDa, la base de datos arroja
que es la misma proteina GroEL de B. canis, solamente que este punto tiene una
diferencia no solo en el peso molecular sino en el punto isoeléctrico; el porcentaje
de cobertura obtenido por este es menor que los anteriores (21.98%) aunque fueron

identificados 10 péptidos en la muestra (Fig 10).
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Muestra 64 kDa - |

Accessio # MW calc.
Description Score | Coverage
n Peptides [kDa] pl
60 kDa
chaperonin
OS=Brucella
canis (strain
A9MDV1 ATCC 23365 / 44.47 29.85 6 57.5 5.15
NCTC 10854)
GN=groL PE=3
sv=1 -
[CH60_BRUC2]
MAAKDVKFGR TAREKMLRGV DILADAVKVT LGPKGRNVVI DKSFGAPRIT KDGVSVAKEV
ELEDKFENMG AQMLREVASK TNDTAGDGTT TATVLGQAIV QEGAKAVAAG MNPMDLKRGI
DLAVNEVVAE LLKKAKKINT SEEVAQVGTI SANGEAEIGK MIAEAMQKVG NEGVITVEEA
KTAETELEVV EGMQFDRGYL SPYFVTNPEK MVADLEDAY1 LLHEKKLSNL QALLPVLEAV
VQTSKPLLII AEDVEGEALA TLVVNKLRGG LKIAAVKAPG FGDRRKAMLE DIAILTGGQV
ISEDLGIKLE SVTLDMLGRA KKVSISKENT TIVDGAGQKA EIDARVGQIK QQIEETTSDY
DREKLQERLA KLAGGVAVIR VGGATEVEVK EKKDRVDDAL NATRAAVEEG I1VAGGGTALL
RASTKITAKG VNADQEAGIN [IVRRAIQAPA RQITTNAGEE ASVIVGKILE NTSETFGYNT
ANGEYGDLIS LGIVDPVKVV RTALQNAASYV AGLLITTEAM IAELPKKDAA PAGMPGGMGG

MGGMDF
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Muestra 64 kDa - Il

Coverag # calc.
Accession Description Score MW [kDa]
e Peptides pl
60 kDa
chaperonin
OS=Brucella
canis (strain
108.2
A9MDV1  ATCC 23365/ 51.47 10 57.5 5.15
NCTC 10854) 1
GN=groL PE=3
SV=1 -
[CH60_BRUCZ2]
MAAKDVKFGR TAREKMLRGV DILADAVKVT LGPKGRNVVI DKSFGAPRIT KDGVSVAKEV
ELEDKFENMG AQMLREVASK TNDTAGDGTT TATVLGQAIV QEGAKAVAAG MNPMDLKRGI
DLAVNEVVAE LLKKAKKINT SEEVAQVGTI SANGEAEIGK MIAEAMQKVG NEGVITVEEA
KTAETELEVV EGMQFDRGYL SPYFVTNPEK MVADLEDAY1 LLHEKKLSNL QALLPVLEAV
VQTSKPLLIT AEDVEGEALA TLVVNKLRGG LKIAAVKAPG FGDRRKAMLE DIAILTGGQV
ISEDLGIKLE SVTLDMLGRA KKVSISKENT TIVDGAGQKA EIDARVGQIK QQIEETTSDY
DREKLQERLA KLAGGVAVIR VGGATEVEVK EKKDRVDDAL NATRAAVEEG I1VAGGGTALL
RASTKITAKG VNADQEAGIN IVRRAIQAPA RQITTNAGEE ASVIVGKILE NTSETFGYNT
ANGEYGDLIS LGIVDPVKVV RTALQNAASY AGLLITTEAM IAELPKKDAA PAGMPGGMGG

MGGMDF
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Muestra de 55 kDa

Accessio # MW calc.
Description Score | Coverage
n Peptides [kDa] pl
60 kDa
chaperonin
OS=Brucella
canis
A9MDV1 (strain ATCC 322.85 21.98 10 575 | 5.15
23365/ NCTC
10854) GN=groL
PE=3 SV=1 -

[CH60_BRUCZ2]
MAAKDVKFGR TAREKMLRGV DILADAVKVT LGPKGRNVVI DKSFGAPRIT KDGVSVAKEV ELEDKFENMG
AQMLREVASK TNDTAGDGTT TATVLGQAIV QEGAKAVAAG MNPMDLKRGI DLAVNEVVAE LLKKAKKINT
SEEVAQVGT1 SANGEAEIGK MIAEAMQKVG NEGVITVEEA KTAETELEVV EGMQFDRGYL SPYFVTNPEK
MVADLEDAY1 LLHEKKLSNL QALLPVLEAV VQTSKPLLI1 AEDVEGEALA TLVVNKLRGG LKIAAVKAPG
FGDRRKAMLE DIAILTGGQV ISEDLGIKLE SVTLDMLGRA KKVSISKENT TIVDGAGQKA EIDARVGQIK
QQIEETTSDY DREKLQERLA KLAGGVAVIR VGGATEVEVK EKKDRVDDAL NATRAAVEEG 1VAGGGTALL
RASTKITAKG VNADQEAGIN IVRRAIQAPA RQITTNAGEE ASVIVGKILE NTSETFGYNT ANGEYGDLIS
LGIVDPVKVV RTALQONAASV AGLLITTEAM IAELPKKDAA PAGMPGGMGG MGGMDF

Fig. 10. Resultados de LC-MS de los puntos de proteinas obtenidos mediante 2D-PAGE.

Tablas que muestran los numeros de accesos de las proteinas identificadas en la base de

datos, el nombre de identificacion, el puntaje de la proteina, porcentaje de cobertura de los

péptidos encontrados asi como el numero de ellos, y el peso molecular y punto isoeléctrico.

Los primeros 2 puntos tienen el mismo peso pero diferente porcentaje de cobertura. El
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tercer punto tiene un peso molecular menor y un punto isoeléctrico diferente, a pesar de
haber sido identificado como la misma proteina. El porcentaje de cobertura es menor y los
péptidos encontrados también. Debajo de cada tabla en color viene indicada la secuencia
completa de la proteina GroEL de B. canis y en color amarillo, los péptidos encontrados por

el analisis.
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DISCUSION

La infeccion producida por Brucella canis tiene graves repercusiones reproductivas
en los caninos y sigue representando un desafio a nivel de su diagndstico. A pesar
de que el diagnéstico definitivo se realiza a través del hemocultivo, las pruebas
seroldgicas se utilizan principalmente para corroborar el diagndstico, existiendo en
la actualidad una gran cantidad de pruebas para tal fin. En el presente trabajo, se
purificé e identificd a la proteina GroEL de 60 kDa que es una chaperona de Brucella
canis, ésta proteina pertenece a una familia descrita como proteinas del choque
térmico (hsps), como su nombre lo indica, fueron descubiertas y descritas cuando
las células eran sometidas al choque térmico aunque actualmente (particularmente
las hsps bacterianas) es conocido que su produccion puede deberse no sélo por el
incremento de la temperatura, sino por cambios en el pH del medio (acidez del
mismo) o por estrés oxidativo (42). Debido a esto, actualmente son denominadas
como proteinas de respuesta al estrés (43); esta familia se encuentra formada por
varias subfamilias dentro de la cual se encuentra la hsp60 (chaperoninas), a la cual
pertenece GroEL (44). Estructuralmente GroEL es una proteina que se encuentra
compuesta por 2 discos, cada uno de ellos formado por 7 subunidades que se
acomodan de forma simétrica alrededor de un eje, dentro de este eje es donde la
proteina GroEL, en union con otra proteina (GroES) forman una camara que permite
a las cadenas polipeptidicas mal plegadas o desplegadas llegar a su estado plegado
apropiado, para ejercer correctamente sus funciones, asi como para evitar

agregados proteicos debido a la exposicion de residuos hidréfobos de las cadenas
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polipeptidicas mal plegadas (45). Las proteinas de respuesta al estrés suelen estar
presentes de manera normal en pequefas cantidades, tanto en células eucariotas
como en procariotas; hablando en especifico de éstas ultimas y en particular de
bacterias con un estilo de vida intracelular, se ha determinado que son necesarias
para que las bacterias puedan sobrevivir en éstas condiciones (46—48). Estudios
realizados con miembros del género Brucella y con este grupo de proteinas, ha
concluido que ante las condiciones encontradas en el ambiente intracelular, se
aumenta la produccion de las hsps para permitir la adaptacion de la bacteria a este
medio; en consecuencia, se ha asociado que la expresion aumentada de estas
proteinas esta relacionada con su inmunodominancia durante la infeccién de los
macréfagos. Un estudio reciente de la proteina GroEL de Brucella melitensis, a
través de clonacion, analisis informatico y prediccion de epitopos dio a conocer que
esta proteina tiene 4 epitopos, los cuales pueden ser detectados por las células del
sistema inmune y que pueden estar relacionados con la inmunodominancia de la
misma. Por lo tanto, estas proteinas podrian ser parte clave en la estimulacion del

sistema inmunoldgico ante una infeccidn por Brucella spp (48).

En trabajos previos, realizados con otros miembros del género Brucella en modelos
de infeccion experimental, se ha identificado a las proteinas del choque térmico
como antigenos inmunodominantes. Uno de estos trabajos, realizado con Brucella
ovis, identifico a través del uso de anticuerpos monoclonales un integrante (proteina
DnaK de 60 kDa) de esta familia de proteinas (49). Ademas de este trabajo, hay

otros estudios en donde se han identificado a otros miembros de las proteinas del
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choque térmico en otras especies del género Brucella, poniendo de manifiesto que
en general la familia esta caracterizada por ser inmunodominante (42,47). En estos
trabajos, la identificacion de varios miembros de las hsp ha sido realizada a través
de Western blot con del uso de anticuerpos monoclonales dirigidos a motivos dentro
de las proteinas de choque térmico, pero no se ha identificado directamente. En
este trabajo, la identificacién de la Chaperonina de Brucella canis, GroEL, se realiz
mediante Espectrometria de masas -Cromatografia liquida. Este método puede, a
través de la obtencion de la huella de péptidos (conjunto de picos de los péptidos
obtenidos después de la acciéon de una enzima proteolitica sobre un punto de
proteina obtenido por 2D-PAGE) identificar de modo directo proteinas. Por lo tanto,
este es el primer trabajo en el cual mediante este método se identifica a un
integrante de las proteinas del choque térmico. Esto sugiere ademas que este
método podria ser viable para la identificacion de los otros miembros de las hsps.
Es importante mencionar que el género Brucella exhibe varios antigenos
inmunodominantes; adicionalmente han sido identificadas varias proteinas de
membrana externa (17 kDa, 19 kDa y 29 kDa) y el Lipopolisacarido rugoso (RLPS).
La localizacion de estos antigenos difiere de las proteinas de choque térmico, ya
que tanto las proteinas de membrana externa como el LPS estan expuestas de
forma mas directa a las células del sistema inmune, facilitando su identificacion y

procesamiento por estas células.

De manera interesante, la obtencion de las proteinas de membrana externa se
realiza en un proceso mas largo, donde se requiere el uso de equipo especializado

(ultracentrifugas) ademas de obtener una cantidad de antigeno baja. La obtencién
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de las proteinas del choque térmico, contenidas en la fraccién soluble se realiza en
un proceso mas simple. Con base en esto, uno de los principales objetivos en el
desarrollo de pruebas diagndsticas es el uso de antigenos de facil obtencion, en
pruebas que se realicen en tiempo reducido y con la menor cantidad de materiales.
En este trabajo se utilizaron estas proteinas para el desarrollo de una prueba de
ELISA indirecta (ELISA-i), a través de la cual se determind que la cantidad de
antigeno optima a utilizar era de 200 ng. En comparacion con otras pruebas de
ELISA-i elaboradas para el diagndstico de brucelosis canina (30,39), en este trabajo
hemos optimizado la cantidad de antigeno utilizado desarrollar una prueba de
ELISA-i, siendo esta una caracteristica deseable. Ademas, también se logré mejorar
la prueba al obtener resultados que permiten diferenciar a animales positivos de
negativos, los valores que observamos fueron en un factor de dilucion del suero
1:1000; lo anterior es algo deseable al elaborar pruebas diagnosticas. Para
complementar el resultado obtenido por ELISA-i, en este trabajo se construyd una
prueba de Dot blot, en la cual se demostré que la cantidad de proteinas
inmunodominantes utilizadas para obtener un resultado positivo es baja (tan sélo de
56 ng). En esta prueba fue evidente que el utilizar estas proteinas ayuda a optimizar
la prueba, ya que incluso la sehal emitida es mejor en comparacién con el punto
control de proteina total. Este hecho es debido a la cantidad de anticuerpos
especificos dirigidos contra GroEL puede evidenciarse mejor al sélo utilizarla como
antigeno y evitar los anticuerpos presentes contra las otras proteinas presentes en
la fraccion soluble. Con esto podemos concluir que la utilizacién de este antigeno
especifico, nos permitié optimizar las condiciones para obtener resultados positivos

y negativos correctamente diferenciados. Otro punto importante a destacar fue la
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obtencién de una prueba cuantitativa (ELISA-i) y otra cualitativa (Dot blot); ambas
pruebas pueden ser utilizadas para el diagnostico serologico en sustitucion de las

pruebas diagnosticas clasicas.

Las pruebas de ELISA-i desarrolladas para el diagndstico serolégico de brucelosis
canina estan basadas en el uso de bacterias completas, conjuntos de antigenos de
pared o antigenos internos (39,50). En este trabajo, se realizé la construccion de 2
pruebas diagndsticas con proteinas inmunodominantes especificas, lo cual nos
permitié optimizar las condiciones de montaje de ambas pruebas, al detectar sdlo
los anticuerpos dirigidos contra estas proteinas inmunodominantes; como fue
mostrado en el primer resultado, de todas las bandas presentes en la fraccion
soluble, soélo se utilizaron 2 en las cuales se encuentra la proteina del choque

térmico GroEL.

Para finalizar, respecto al analisis de LC-MS donde se identificaron los 3 puntos de
proteina como la misma resulta interesante. De los 2 puntos localizados en el mismo
peso molecular y con una ligera diferencia en punto isoeléctrico, fueron identificados
péptidos en toda la extension de la proteina, con lo cual el punto mas pequefio
obtuvo una cobertura de casi el 30%, mientras que el mas grande obtuvo una del
51 %. El andlisis sugiere que estos puntos de proteina podrian ser isoformas,
posiblemente en las regiones de la proteina no cubierta hayan mutaciones
puntuales en aminoacidos polares con carga, lo cual podria modificar el punto
isoeléctrico. El analisis también sugiere en las mismas regiones no cubiertas de la
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proteina, podria haber alguna modificacién postraduccional en aminoacidos basicos
e hidroxilados. Para el punto de 55 kDa, este sufri6 un cambio en el punto
isoeléctrico asi como en el peso molecular; a pesar de ello mediante los péptidos
identificados este punto también se identific6 como la chaperonina GroEL. Los
péptidos identificados sélo cubren en 21 % del total de la cobertura de la proteina,
y fueron identificados a partir de la mitad de la secuencia completa, con lo cual se
sugiere que podria ser una forma truncada o degradada de la chaperonina GroEL

(probablemente sin un fragmento del extremo N-terminal).

Respecto al proceso de obtencidon de las proteinas del choque térmico, un estudio
realizado para comparar la produccion de GroEL en Brucella abortus y Brucella
melitensis determind que la produccion de éste antigeno es mayor a 42°C (46). Con
base en esta informacién, una de las perspectivas de este trabajo es modificar las
condiciones de crecimiento de Brucella canis, para asi obtener una mayor cantidad
de antigeno y optimizar el proceso de produccién. En este trabajo, a partir de LC-
MS (Espectrometria de masas - cromatografia liquida) fue posible la identificaciéon
de la proteina GroEL de Brucella canis, estos datos permitirian en un futuro la
elaboracién de esta proteina de forma recombinante y evaluar su uso en el montaje

de una prueba diagndstica similar.
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CONCLUSIONES

1.- Se estandarizé una prueba de ELISA-i para brucelosis canina.

2.-Se determind la cantidad de antigeno a utilizar (200 ng).

3.- Se obtuvo un protocolo de purificacion para la obtenciéon de GroEL.
4.- Con los proteinas purificadas se estandarizé una prueba de Dot blot.

5.- Se identificd a GroEL mediante LC-MS.
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APENDICE: PREPARACION DE REACTIVOS Y SOLUCIONES

1) PBS 10x, pH 7.4

Cloruro de Sodio (NaCl) 87.74g
Fosfato de Sodio Monobasico (NaH2PO4) 15¢g
Fosfato de Sodio Dibasico (NazHPO4) 13 g

Se disuelven los compuestos en 900 mL de agua destilada y se afora a 1L. El pH

se ajustaa 7.4.

2) PBS 1x,pH 7.4
PBS 10x 100 mL
Agua destilada 900 mL

3) PBS —Tween 20 (0.1%)

Tween 20 1mL
PBS-1xpH 7.4 cbp 1L

4) EDTA0.5M
EDTA 37.22 g
Agua destilada cbp 200 mL

Disolver con lunetas de NaOH hasta alcanzar un pH de 7, posteriormente ajustar

con gotas de NaOH hasta que alcance pH 8.
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5) Tris-HCIpH 6.8 0.5 M
Tris-HCI 7.88¢
Agua destilada cbp. 100 mL.

Una vez aforado a 100 mL ajustar el pH con NaOH.

6) Buffer de Equilibrio

Tris-HCI (0.05 M) 3.94¢
EDTA (0.01 M) 10 mL de EDTA 0.5 M
Agua destilada cbp. 500 mL

Debe esterilizarse por autoclave y desgasificarse.

7) Buffer de Elusién
NaCl (1 M) 29.22 g
Agua destilada cbp. 500 mL

Debe esterilizarse por autoclave y desgasificarse.

8) Buffer de Carga (2x)

Tris-HCI pH 6.8 (0.5 M) 1 mL
Glicerol 0.8 mL
SDS al 10 % 1.6 mL
B-Mercaptoetanol 0.4 mL
Agua destilada 4 mL

Azul de Bromofenol (0.1%) 0.2mL

9) Buffer de Corrida

Glicina (0.192 M) 14.4 g
Tris base (0.025 M) 349
SDS 19

Agua destilada cbp. 1L
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10) Buffer de transferencia

Tris base 48¢
Glicina 23 g
Metanol 320 mL
SDS al 10 % 100 pL
Agua destilada 16L

11) Stock de tinciéon de Azul de Coomassie

Tableta “PhastGel Blue R-350” 1
Agua destilada 80 mL
Metanol 120 mL

12) Solucién de tincién de Azul de Coomassie

Solucidn stock de tincion 100 mL
Acido Acético 20 mL
Agua Destilada 80 mL

13) Solucién destefidora

Acido Acético 50 mL
Metanol 150 mL
Agua Destilada 300 mL

14) Solucién Reveladora

4-Cloro-1-Naftol 30 mg
Metanol 10 mL
PBS 1x 40 mL
Perdxido de Hidrogeno (30%) 30 uL

Disuelva el 4-Cloro-1-Naftol en metanol, posteriormente agregue el PBS 1x y
agregue el peroxido de hidrégeno. La solucidon debera protegerse de la luz.
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