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LRESUMEN

A partir de cultives de Nocardia brasiliensis en medio infusién cerebro-
corazoén (BHI), se obtuvieron 4 fracciones antigénicas de la masa bacteriana, las
cuales denominamos: fraccion proteica, fraccion lipidica, fraccion polisacarida | y

fraccion palisacarida 11,

Estas fracciones se caracterizaron parcialmente mediante |as técnicas de
Bradford, Dubois, y analisis por electroforesis en geles de agarosa vy
poliacrilamida, excepto la fraccion lipidica la cual se caracterizd mediante
cromatografia gas-liquido y cromatografia en capa fina. La caracterizacién mostrd
que la llamada fraccion “profeica” esta compuesta por una mayor cantidad de
carbohidratos que de proteinas, en una proporcion proteina-carbohidrato de 1:2,
la fraccion polisacarida | posee una relacion proteina - carbohidrato aproximada
de 1:8, mientras que la fraccion polisacarida [l esta casi exenta de proteinas y su
componente principal son los carbohidratos en una proporcion 1:262, La fraccion
lipidica estéd compuesta por lipidos de diferentes polaridades y acidos grasos de

16 a 18 atomas de carbono.

Una vez caracterizadas las fracciones, se utilizaron como antigenos para
inmunizar ratones hembra de la cepa BALB/c. La determinacion de la respuesta
de anticuerpos (en los sueros de los ratones inmunizados) hacia esos antigenos
se hizo mediante [a técnica de ELISA, utilizando en cada caso el antigeno
homélogo adherido a la placa; ademas, estos sueros se probaron también por
ELISA contra las otras fracciones (antigenos heterdlogos) y contra un extracto
semipurificado de Nocardia brasiliensis que contiene los antigenos
inmunodominantes que han sido identificados tanto en humanos como en

ratones.



ll. INTRODUCCION

Nocardia brasiliensis es una bacteria perteneciente al género Nocardia el
cual esta relacionado filogenéticamente a microorganismos de los géneros
Mycobacterium, Corynebactenium, Rhodococcus, Gordona y Tsukamurella, que
al igual que Nocardia contienen abundantes acidos micdlicos en  su pared

celular { 37, 44, 48).

Nocardia brasiliensis es un microorganismo gram positivo, parcialmente
acido resistente, intracelular facultativo, aerobio, no movil, que presenta extensa
ramificacion celular, cuyos filamentos fragmentan en formas cacoides ¢ bacilares.
La pared celular de Nocardia se compone principalmente como la de las
micobacterias de tres elementos: peptidoglicano, arabinogalactana y acidos

micdlicos (40) .

Las Nocardias son quimiorgandtrofos catalasa-positivos con un
metabolismo tipo oxidativo. La pared celular es quimiotipo IV ya gue contiene
acido meso-diaminopimélico (meso-DAP), arabinosa, galactosa, y acido N-glicolil
muramico. Estos microorganismos se caracterizan por la presencia de dos
grupos fundamentales de acidos grasos: los acidos no hidroxilados y los acidos
micélicos. Algunos de los acidos no hidroxilados mas comunimente encontrados
son el palmitico C16:0 (acido hexadecanoico), palmitoleico C16:1 (acido 9-
hexadecenoico), estearico C18:0 (acido octadecanoico) y oleico C18:1 (acido 9-
octadecenoico). Por lo que se refiere a los acidos micdlicos (los cuales estan
enlazados al peptidoglicano por medio de un polimero de arabinogalactano), el
génere Nocardia se caracteriza por poseer acidos nocardiomicalicos que tienen
una cadena de carbonos que varia en longitud de 44 a 64 atomos con cero a
cuatro dobles enlaces. Los acidos grasos caracteristicos liberados de los acidos
micdlicos por pirélisis-cromatografia de gas varian en tamario de 12 a 18 atomos

de carbono. Esos acidos grasos pueden estar saturados o contener dobles



Detectamos respuesta de anticuerpos contra las fracciones “proteica” y
polisacarida | y Il, mientras que no se detectaron anticuerpos contra la fraccion
lipidica. Ademas se observo que los sueros de los ratones inmunizados con la
fraccion polisacarida | presentaron la mayor concentracion de anticuerpos contra
las fracciones  “proteica”, polisacarida Iy  contra el extracto

semipurificado de Nocardia brasiliensis.



enlaces. Otro de los acidos grasos caracteristicos que se encuentra en la
envoltura celular de MNocardia es el acido 10-metilestearico (acido
tuberculoestearico). La principal menaguinona en Nocardia esta tetrahidrogenada
con 8 unidades isopreno. La composicion guanina més citosina de! DNA varia de
64 a 72 mol % ( 5).

El peptidoglicano de la pared celular de Nocardia es estructuralmente
similar al encontrado en Mycobacterium y Rhodococcus. El glicano basal
consiste de acido beta-N-acetil glucosaminil-1,4-N-glicolil muramico con L-
alanina enlazada a! grupo carboxilo del acido N-glicolit muramico . Las cadenas
laterales de aminoacidos consisien de fripéptidos diamidados L-alanina-D-alfa
glutamina-meso DAP vy tetrapéptidos L-alanina-D-alfa - 1glutamina- meso- DAP-
D- alanina . Esos tetrapeptidos estan entrecruzados por enlace directo entre la D-
alanina de un polimero al meso-DAP del polimero adyacente o por enlaces entre
residuos adyacentes meso-DAP. Como en las paredes celulares
Micobacterianas, el peptidoglicano esta unido por medio de un enlace
fosfodiéster a la porcion arabinosa de un pelimero de arabinogalactano. Algunos
de los residuos de arabinosa de esta arabinogalactana se encuentran
esterificados a una meolécuia de acidos micdlicos, formando asi un gran complejo
peptidoglicanc-arabinogalactano-micolato . Las paredes celulares de la mayoria
de las Nocardias contienen no solo arabinosa y galactosa { que son los azlcares
que se encuentran en mayor proporcion) , sino también glucosa, manosa e
inositol. La mayoria de las cepas de Nocardia contienen trealosa, la cual esta
unida a dos moléculas de acidos micélicos en las posiciones 6,6'. Este 6,6-
dimicolato de trealosa (conocido como factor cuerda) tiene actividad biologica
especifica; es toxico, inhibe la funcion fagolisosoma en los macréfagos y parece

estar asociado con la virulencia de Nocardia (5).

Hay un gran numero de especies saprofiticas de Nocardia encontradas

comunmente en el suelo. Tres especies causan infecciones en el hombre,



Nocardia asteroides, Nocardia brasiliensis y Nocardia otitidis caviarum. Nocardia
brasiliensis provoca generalmente abscesos subcutédneos crénicos destructivos
llamados micetomas, mientras que Nocardia asteroides, provoca principalmente

una infeccion sistémica denominada Nocardiosis (16).

El Micetoma es una infeccion crénica que afecta la piel, tejido subcutaneo,
fascia, y ocasionalmente musculo y huesos. La infecciéon resulta de Ia
implantacion traumatica del microorganismo causal en la dermis o tejido
subcutaneo, es decir, la enfermedad inicia en el sitio de una lesion localizada, tal
como una herida causada por una espina o una astilla. Por consiguiente, los
micetomas son observados con mayor frecuencia en pies, piernas, brazos o
manos, pero se pueden desarrollar en cualquier parte de! cuerpo tal como la

espalda, hombros y cabeza.

El micetoma inicia mas frecuentemente como un noédulo indoloro que se
desarrolla en &l sitio de la lesion dias a meses después del dano. Este nddulo
incrementa en tamafio y puede eventualmente llegar a ser purulento y necrético.
Se desarrollan tractos sinuosos a través de los cuales se puede descargar pus.
Durante el desarrollo progresivo de las lesiones, puede ocurrir inflamacion
granulomatosa crénica con hinchamiento concomitante y crecimiento de las
areas vecinas con la formacién de mdltiples nodulos secundarios adicionales y
tractos sinuosos que exudan fluido seroso a veces de aspecto purulento. El
exudado de esos tractos sinuosos generalmente contiene granulos que tienen un
tamarfio, forma y color caracteristicos. Los granulos representan pequenas
colonias del agente infeccioso rodeadas por masas de células inflamatorias.
Generalmente el micetoma permanece localizado, desarrollandose por extension
de los organismos a través de los tejidos, raramente puede extenderse
a organos por diseminacion hematégena ( 5, 47). Con el tiempo la infeccion
puede involucrar el musculo y el hueso, provocando una osteomielitis destructiva.

Una vez establecida, las lesiones se agravan progresivamente en un pericdo de



de varios afos y frecuentemente no responde a la quimioterapia (5).

El micetoma puede ser producido por bacterias aerobias en cuyo caso se
le da el nombre de micetoma actinomicotico o actinomicetoma, o por hongos
denomindndosele micetoma eumicéticc o eumicetoma . En el humano se
presenta en ambos sexos, pero es mas comun en hombres que en mujeres en
una proporcién 4:1; se han reportado micetomas en nifios y en adultos de 80
anos de edad , aunque es mas frecuente en individuos entre la segunda y cuarta
decada de la vida (47).

El estado nutricional, susceptibilidad a la infeccién, respuesta inmune y
tratamiento inicial, determinan que se resuelva la infeccidon o que se instale la

entidad con el cuadro clinico caracteristico (37).

La prevalencia de los agentes causales de esta entidad varia de pais a
pais. La infeccion ya sea actinomicotica o eumicética es mas frecuente en paises
con climas templados, se ha reportado en América, Europa, Africa y Asia; los
paises mas afectados son India, Sudan, Senegal, Somalia, Venezuela y México
(17, 47).

En México el 98% de los micetomas son causados por actinomicetos de
los cuales 86% son producidos por Nocardia brasiliensis (34, 47) seguido por
Actinomadura madurae, Strepfomyces somaliensis, Nocardia asteroides,
Actinomadura pelletieri y Nocardia ofitidiscaviarum (Nocardia caviae). El 2%
restante es causado por eumicetos tales como Madurella micetomatis y
Madurella grisae; otras especies tales como Acremonium sp, Pseudoalescheria

boydii y Fusarium sp son agentes causales raros ( 38, 47).

En México se han descrito casos practicamente en toda la Republica,

predominando en los Estados de: Morelos, México, Jalisco, Veracruz, Oaxaca,



Michoacan, Guerrero, Hidalgo y Nuevo Leon.

En la infeccién por Nocardia se induce inmunidad mediada por células, asi
como Ja produccién de anticuerpos circulantes del tipo IgG durante las diferentes

etapas del micetoma (37).

Los mecanismos de patogenicidad de los actinomicetos, asi como los

mecanismos de resistencia del huésped ain no estan bien claros.

Los estudios realizados con Nocardia estan encaminados principalmente a
tratar de explicar los mecanismos de resistencia del huésped contra esta

bacteria.

Existen algunos estudios que sugieren que la inmunidad mediada por
células desempena un papel preponderante en la respuesta del huésped a
infecciones por Nocardia. En 1977 Folb y colaboradores (15) efectuaron estudios
en los que infectaron ratones atimicos (cepas ICR nu/nu y C3H/eB nu/nu) con
Nocardia asteroides y Nocardia brasiliensis y observaron que morian con mayor
rapidez que los ratones con timo, lo que sugiere la posibilidad de que los
linfocitos que maduran en timo desempefien un papel fundamental en la
resistencia a infecciones por Nocardra. En 1980 Ximénez y cols. (49) realizaron
estudios en los que inmunizaron ratones con Nocardia brasiliensis muerta o con
BCG y posteriormente los retaron con Nocardia brasiliensis viva y demostraron
que la inmunizacién con organismos homdlogos proporciona proteccion al
disminuir las lesiones causadas por N. brasiliensis en la infecciéon en ratén, en
comparacion con microorganismos heterélogos como BCG. La cantidad de

anticuerpos en ambos grupos fue muy similar.

En 1982, Beaman (4) estudid la respuesta inmune humoral en ratones

CBA/N x DBA2/F1 infectados con N. asferoides, estos se caracterizan por tener



disfuncion de linfocitos B ligada al cromosoma X, por lo tanto los ratones macho
son deficientes en la produccion de anticuerpos, mientras que los ratones hembra
si presentan esa capacidad. Al determinar en los animales la LDs, del
microorganismo, se encontré que los ratones macho no eran mas susceptibles

que los ratones hembra, a pesar de que estas producian anticuerpos.

En 1982 Rico y cols (33) analizaron el efecto de la transferencia de suero
inmune anti- N. brasiliensis a dos grupos de ratones infectados con AN.
brasiliensis, uno de ellos era inmunoldgicamente narmal, mientras que el otro era
deficiente en células T, no encontrando funcion protectora en ninguno de los dos

grupos, sino que por el contrario, los anticuerpos favorecian la infeccion.

En base a los antecedentes mencionados aparentemente la respuesta
inmune humoral no parece tener un papel relevante en la resistencia a la

infeccion.

Gupta y cols. en 1985 (18) realizaron estudios en los cuales se analizé la
respuesta inmune de ratones albinos hacia proteinas, polisacaridos y fosfolipidos
extraidos y parcialmente purificados de Nocardia asteroides, encontrando
respuesta inmune humoral y celular contra la fraccién proteica, respuesta inmune
humoral contra fosfatidos mientras que los polisacaridos no fueron
inmunogénicos. Posteriormente inmunizaron dos grupos de ratones, uno de ellos
fue inmunizado con un extracto celular de N. asteroides, mientras que el otro
grupo se inmunizé con una fraccién purificada de dicho extracto cbservando que
ambos antigenos inducian respuesta inmune humoral y respuesta inmune celular
significativa. Cuando los animales se retaron con dosis letales de N. asteroides,
después de inmunizarlos, vieron que éstos exhibian proteccion, lo que se
demostré por una disminucion en la mortalidad comparada con los animales no
inmunizados. Los animales inmunizados con estos extractos celulares,

compuestos principalmente por proteinas, fueron capaces de eliminar la infeccion



mucho mas rapido que los ratones control, lo que sugiere que los extractos tienen
un papel importante en la prevencion y restriccién de la infeccion por Nocardia
(19).

En 1992 Salinas y cols. (35) identificaron mediante Western blot tres
antigenos inmunodominantes de Nocardia brasiliensis, que fueron reconocidos
por sueros de pacientes con micetoma, pero no por pacientes infectados con
Mycobactenium tuberculosis o Mycobacterium leprae. Con éstos antigenos
estandarizaron una técnica de ELISA (36), con [a cual se puede diferenciar entre
pacientes con tuberculosis y lepra, de pacientes infectados con Nocardia. Mas
tarde comprobaron que los antigencs de Nocardia brasiliensis identificados como

inmunodominantes en humanos, lo eran también para ratdn (25).

La importancia de la inmunidad celular y humoral en las infecciones por
Nocardia, no esta claramente definida, aunque se ha sugerido que [a inmunidad
mediada por células es mas importante en la resistencia a la infeccién que la
humoral (4, 10, 12, 22, 27, 49).

Sin embargo en el Departamento de Inmunologia de esta Facultad, se
tienen resultados no publicados, donde el suero obtenido de ratones
hiperinmunizados con Nocardia brasiliensis muerta por calor, es capaz de

prevenir el establecimiento del micetoma experimental en ratén (25).

En el presente trabajo nos propusimos investigar la respuesta de
anticuerpos séricos en ratones BALB/c hacia fracciones de Nocardia brasiliensis,
para en estudios postericres, determinar si alguna de estas fracciones esta

involucrada en la induccion de inmunidad protectora en ratones.



I1. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

Conocer la respuesta de anticuerpos de ratones BALB/c contra diferentes

componentes de Nocardia brasiliensis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

T Aislar y caracterizar parcialmente tres fracciones de Nocardia brasifiensis

compuestas por lipidos, proteinas y polisacaridos.

2. Estandarizar una técnica para determinar anticuerpos contra la fraccién

lipidica de Nocardia brasifiensis.

3. Estandarizar una técnica para determinar anticuerpos contra la fraccion

polisacarida de Nocardia brasiliensis.

4, Determinar la respuesta de anticuerpos contra las fracciones lipidica,

proteica y polisacérida de Nocardia brasiliensis en ratones BALB/c.
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IV. MATERIAL Y METODOS

1. Obtencion de las fracciones proteica, lipidica y polisacarida de

Nocardia brasiliensis.

1.1 Cepa bacteriana de Nocardia brasiliensis.

La cepa de Nocardia brasiliensis empleada en este trabajo fue obtenida de
un paciente con micetoma que acudié al Hospital Universitario "Dr. José Eleuterio
Gonzalez" (cepa HUJEG-1), su identificacion fue realizada en el Departamento
de Microbiologia de esta Facultad por el Dr. Manuel Rodriguez Quintanilla y su
identidad fue confirmada por el Dr. Libero Ajello, del Centro de Control de
Enfermedades de Atlanta Georgia.

La cepa es mantenida en medio Sabouraud a temperatura ambiente,

resembrandola cada 2 a 3 semanas.

1.2 Preparacion del inéculo de Nocardia brasifiensis.

Se tomaron colonias crecidas en el agar Sabouraud y se inocularon en
cuatro matraces Erlenmeyer de 125 ml que contenian 30 ml de infusién cerebro
corazén (BHI) cada uno, se dejaron incubar en bafio de agua 48 horas a 37°C
con agitacién constante; El cultivo se recolecté en tubos cénicos y se centrifugd a
1500 x g por 7 minutos, se elimind el sobrenadante y la masa celular se lavo 2
veces con solucion salina estéril al 0.85%. La masa bacteriana se triturd con un
agitador de vidrio estéril, las colonias no fragmentadas se dejaron sedimentar.
Con el sobrenadante obtenido se inocularon ocho matraces Erlenmeyer de
125 ml que contenian 30 ml del medio BHI, se incubaron con agitacion constante
a 37°C por 48h; las células bacterianas posteriormente se lavaron tres veces con
solucién salina al 0.85% y se centrifugaron a 1500 x g por 7 minutos. La masa
bacteriana se trituré con un homogenizador Eberbach por un tiempo de 1.5 min.
con descansos de 30 segundos, el homogenizado se centrifugé a 100 x g por

5 min.. La suspension se almacend en un frasco de vidrio esteril (45).
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1.3 Obtencién de la fraccion proteica (extracto celular deslipidizado)
de Nocardia brasitiensis (7, 9, 45).

Con la suspensién bacteriana obtenida previamente se inocularon 40
matraces Erlenmeyer de 1 y 2 litros conteniendo 160 y 170 ml respectivamente,
de medio de cultivo BHI. Estos cultivos se incubaron por una semana a 37°C sin
agitacién. Las bacterias se recolectaron y se lavaron con agua destilada estéril
tibia. La masa bacteriana se centrifugd durante 7 min. a 1250 x g, repitiendo el
proceso 4 veces. Las células se desengrasaron con una mezcla etanol - éter en
diferentes proporciones (1:1, 1:2 y 1:3), esto se hizo varias veces, posteriormente
las bacterias se secaron a temperatura ambiente.

Las bacterias secas se trituraron mecanicamente en un mortero con polvo
de vidrio durante una hora y media; las bacterias trituradas se resuspendieron en
una solucién amortiguadora Tris-HCI 0.01 M con acetato de magnesio 0.01 M pH
74 y se dejd agitando a 4°C por 12 h, La mezcla se centrifugd a 1500 x g por
30 min, el precipitado se eliminé y el sobrenadante se ultracentrifugd a
144,000 x g por 3 h.

El sobrenadante se recuperé y se dializd durante 12 h contra agua
destilada. El dializado se separé en alicuctas y se liofilizé . Una alicuota se

separd para determinar proteinas por el método de Bradford (6).

1.4 Obtencion de la fraccidn lipidica de Nocardia brasiliensis.

La masa bacteriana obtenida a partir de una suspension unicelular de
Nocardia brasiliensis se deslipidizé con una mezcla etanol-éter en diferentes
proporciones, 1.1, 1:2 y 1:3, el extracto lipidico asi obtenido se concentrd por

evaporacién a 35°C en un rotavapor, y constituyé la fraccién lipidica.

1.5 Aislamiento de la fraccién polisacarida de Nocardia brasiliensis.
La obtencion de la fraccién polisacarida de Nocardia brasiliensis se realizd
mediante 2 procedimientos diferentes, por lo cual se decidié trabajar las 2

fracciones por separado y denominarlas fraccion polisacarida | y fraccion
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polisacarida ll, las cuales se obtuvieron utilizando 'a metodologia que se

describe enseguida:

1.56.2 Obtencidn de la fraccién polisacarida || de Nocardia brasiliensis.

La obtencidén de esta fraccion, se hizo a partir de la fraccion proteica, la
cual se resuspendid en Tris-HCI 0.01 M pH 7.8, se digirié con proteinasa K
(utilizando una concentracién de enzima de 50 pg/ml) durante 1 h a 55°C, la
reaccion se detuvo con TCA0.11 M a 4°C (26), la muestra se centrifugd a
10, 800 x g y el sobrenadante obtenido se dializé contra agua bidestilada; este

sobrenadante constituyo la fraccion polisacarida |l.

2. Caracterizacion parcial de las fracciones proteica, lipidica y polisacarida de

Nocardia brasifiensis,

2.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes en
gradiente 10-18% con SDS.

Para el analisis electroforético del contenido proteico, de las diferentes
fracciones de Nocardia brasiliensis, se utilizé un gel de poliacrilamida en sistema
discontinuo de Laemmli (23) con un gel de empaquetamiento al §% T y un gel de
corrimiento en gradiente de 10-18% T, los que se prepararon de la siguiente
manera.
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2.1.1 Preparacion de geles.
Gel de corrimiento 10-18% T:

Concentracion % T 10 % 18 %
Acrilamida-bis-acrilamida 0.720 ml 1.259 ml
(30%T,2.7%C)

Amortiguador Tris -HCI 3 M pH 8.8 0.396 ml 0.396 ml
Glicerol al 50% 0.144 ml 0.222 m
Agua tridestilada 0.874 m| 0.183 m|
SDS al 10 % 0.020 ml 0.020 ml
Persulfato de amonio 0.007 mi 0.007 mi
TEMED 0.001 mi 0.001 ml

El gel de corrimiento se preparé con la ayuda de un dispositivo generador
de gradientes de 2 compartimentos, conectados—a una bomba peristaltica (BIO-
RAD). La solucién de acrilamida al 10% T, se vacio en el compartimento
izquierdo del aparato y la solucién de 18%T en el compartimento de la derecha,
la unidén entre los dos compartimentos se abrid al conectar la bomba y las
soluciones se mezclaron en la camara derecha con la ayuda de un agitador
magnético. La mezcla se agregd a un mini cassette (BIO-RAD) de 10 x 7 cm,
con espaciadores de 0.75 mm, por medio de una bomba peristaltica a una
velocidad aproximada de 1 ml por min. Una vez que se terminé de pasar |a
mezcla, se aplicd una capa de agua para evitar que el oxigeno inhibiera la
polimerizacién. Después de que el gel polimerizé, se elimind la capa de agua con
ayuda de papel filtro. Posteriormente se colocé en la parte superior del mini
cassette un peine de teflon para formar los carriles donde se aplicaron las
muestras; con una pipeta Pasteur se adicien6é el gel concentrador, que se

preparé en la forma que se describe a continuacion:
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Preparacion del gel concentrador al 5%

Acrilamida-bis-acrilamida 0.499 ml
(30%T,2.7%C)

Amortiguador Tris-HCI pH 6.8 0.375 ml
Agua bidestilada 1.980 ml
SDS al 10 % 0.030 ml
Persulfato de amonio al 10% 0.105 mi
TEMED 0.003 ml

2.1.2 Corrimiento electroforético de las fracciones.

Una vez que el gel concentrador polimerizd, se retiro el peine y en cada
uno de los carriles se aplico amortiguador de electoforesis Trizma base 25 mM,
glicina 192 mM, con SDS al 0.1%, pH 8.3. El cassette se coloco en la cdmara de
electroforesis y se realizé el precorrimiento del gel a 50 volts durante 20 minutos.

Las muestras problema se mezclaron con buffer de muestra (SDS al 10%,
B-mercaptoetanol al 10%, glicerol al 50% en buffer Tris-HCI 125 mM, pH 6.8 y
0.2% de azul de bromofenol como indicador de frente de iones), tales muestras
fueron sometidas a ebullicion por 2 min. Posteriormente las muestras y
marcadores de pesc molecular (Dalton Mark VII) se aplicaron al gel, para
someterlos a electroforesis. La electroforesis se inicié a 80 voits hasta que el azul
de bromofenol liegé al gel de corrimiento, enseguida se aumento el voltaje
a 150 v, hasta que el frente del colorante llegara al extremo inferior del gel.

Finalmente el gel fue tedido con azul de Coomassie y/o Nitrato de plata.

2.1.3 Tincién con Nitrato de plata.

Una vez concluida la electroforesis, el gel se colocd en solucién fijadora
(metanol 50%, acido acético glacial 12%) durante 20 min.; luego se realizaron 3
lavados de 10 min. cada uno con solucion lavadora (etano! 10%, acido acético
glacial 5%), para eliminar el exceso de SDS. Posteriormente ei gel se sumergio

en solucion oxidante (dicromato de potasio 0.0034 M, en acido nitrico 0.0032 N) y
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se mantuvo en ella con agitacion constante durante 5 min., después se hicieron 3
lavados de 10 min. cada uno con agua bidestilada. Enseguida se adiciono al gel
Nitrato de plata 0.012 M durante 30 min. , los primeros 5 min. en luz intensa y
posteriormente en luz normal. Finalmente se efectuaron 2 lavados rapidos con
solucion reveladora (carbonato de sodio 0.28 M, formol 6.6 mM) y se dejb en esta
solucion hasta que aparecieron las bandas, la reaccion se detuvo con acido
acetico 1% (28).

214 Tincién con azul de Coomassie.

El gel se sumergié en azul de Cocomassie ( 0.1 g de azul de Coomassie
R-250 en metanol 40%, acido acético 10%) durante toda la noche.
Posteriormente se retird el colorante y se anadid solucion destefiidora (metanol
40%, acido acético 10%) hasta que se eliminé el colorante no unido a proteinas
(13).

2.2 Determinacion de la concentracion de proteinas por €l método de Bradford.
Para determinar la cantidad de proteinas presentes en cada una de las
fracciones obtenidas de Nocardia brasiliensis se utilizé el método de Bradford (6).
Para ello se hizo una curva de calibracion utilizando como estandar albimina
sérica bovina a concentraciones de 2 a 18 pg/ml; a los estandares, las muestras
problema (fracciones) y los blancos, se les adicioné reactivo de Bradford (6 mg
de azul de Coomassie G-250 en acido perclérico al 3%), se agitaron en vortex y
se dejaron reposar 30 min., posteriormente se midié en un espectrofotdometro la
absorbancia a 595 nm. La concentracion de proteinas en las muestras problema

se determing, interpolande la absorbancia de éstas con la curva estandar.

2.3 Determinacién de la concentracion de carbohidratos por el método de
Dubois.
La determinacién de carbohidratos en cada una de las fracciones se

realizd6 mediante el método de Dubois (14). Se us6 como estandar galactosa a
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concentraciones de 10 a 70 pg /ml y con ellos se realizé una curva de calibracion.
A las muestras problema (fracciones), los estandares y los blancos se les agregé
fenol al 80%, posteriormente se les anadid acido sulfirico concentrado, se
dejaron reposar 10 min., inmediatamente las muestras se agitaron y se colocaron
en un bano de agua a 25-30°C durante 20 min. La absorbancia se determiné a
490 nm. La cantidad de azlcar presente en las muestras se determind
interpolando las absorbancias de las muestras problema en la curva de

calibracion.

2.4 Determinacién de |a presencia de acidos nucleicos.

Para determinar la presencia de acidos nucleicos en las fracciones de
Nocardia brasiliensis se utilizé un gel de agarosa al 1 % (agarosa al 1% en
amortiguador Tris 0.89 M -acido borico 0.89 M -EDTA 25 mM , con bromuro de
etidio a una concentracién final de 1pg/ ml), el cual se coloco en una camara para
electroforesis que contenia el amortiguador de corrimiento Tris-acido borico-
EDTA. Posteriormente las fracciones de Nocardia y un estandar de DNA (25ug/
ml) se mezclaron con “jugo azul” (xilencianol-azul de bromofenol-glicerol, que se
utiliza como indicador de la movilidad de fragmentos de DNA) y fueron aplicadas
al gel. La electroforesis se llevé a cabo a un voltaje constante de 100 v durante
1h 20 min.. Finalmente el gel se observd en una lampara de luz ultravioleta.

2.5 Cromatografia en capa fina de |a fraccion lipidica de Nocardia brasiliensis.

El andlisis de los diferentes componentes de la fraccion lipidica se hizo
mediante cromatografia en capa fina, utilizando para ello cromatofolios Al de
silicagel 60 F,54, con un espesor de capa de 0.2 mm (Merck). Como estandares
de referencia se utilizaron: L-alfa-lecitina/esfingomielina, esfingomielina,
fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y fosfatidilinositol. Estos estandares se
disolvieron en cloroformo para tenerlos a una concentracion de 10 pg/ul vy se

colocaron, al igual que las muestras problema, en los cromatofolios con ayuda de
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un microcapilar de 5 pl.  Se utilizaron 15 pl del estandar de L-alfa-
lecitina/esfingomielina, 20 ul de los estandares de esfingomielina y fosfatidilcolina,
5 ul de los de fosfatidiletanclamina y fosfatidilinositol y 35 pl de la muestra
problema (fraccion lipidica de Nocardia brasiliensis).

Las cromatografias se realizaron en una camara de vidrio de
11x14x9.6 cm (Sigma-Aldrich) en un sistema de solventes (fase movil) de
cloroformo-acetona-metanol-acido acético-agua 50:20:10:10:5 viv  durante
aproximadamente 30 minutos a temperatura ambiente. Después, se sacaron los
cromatofolios, se dejaron secar y posteriormente se revelaron con acido
fosfomolibdico (acido fosfomolibdico al 10% en etanol) y calor (luego de rociar el

revelador, la placa se colocé a 120°C durante 1-3 min.) (20).

2.6 Cromatografia gas-liquido de la fraccion lipidica de Nocardia brasiliensis.

Como parte de la caracterizacion parcial de la fraccion lipidica de
Nocardia brasiliensis, se incluyd el analisis de ésta por cromatografia gas-liquido.

Puesto que la cromatografia gas-liquido separa componentes volatiles de
una mezcla dependiendo de sus tendencias relativas a disoclverse en el material
empaquetado en la columna, y a ser arrastrados por una corriente de gas inerte,
se llevo a cabo una derivatizacién de fa fraccién lipidica de Nocardia brasifiensis,
para incrementar su volatilidad y asi poder analizarla.

Para el andlisis de acidos grasos presentes en la fraccion lipidica, ésta se
calenté en una mezcla de metanol con un acido fuerte, lo cual convierte a las
acidos grasos esterificados con glicerol en sus metil ésteres, proceso conocido
como transesterificacion. Esos acil metil ésteres fueron luego sometidos a la

cromatografia gas-liquido ( 24).
2.6.1 Transesterificacion.

1 g de la fraccion lipidica de Nocardia brasiliensis se colocé en un matraz

redondo de fondo plano que contenia 200 ml de metanol, luego se le adicionaron
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1.5 ml de é&cido sulfirico. El matraz se conecté a un refrigerante y la mezcla se
dejo reflujando durante 4 horas.

Posteriormente la muestra reflujada fue extraida con una mezcla éter
etilico-agua bidestilada (1:1 v/ v), la capa etérea fue recuperada y se filtrd a
través de un papel Whatman # 1 que contenia 20 g de sulfato de sodio anhidro,
se recolectd en un matraz y se aforé a 250 ml con éter-etilico; finalmente esta
muestra se concentré por evaporacion en un rotavapor a 30-35°C y se mantuvo a

4°C hasta su uso.

2.6.2 Cromatografia gas-liquido.

Una vez transesterificada la fraccion lipidica de Nocardia brasiliensis, se
llevé a cabo el analisis de ésta por cromatografia gas-liquido.

Se utilizd un cromatégrafo de gases Perkin-Elmer Sigma 2 B con detector
de ionizacién de flama. E| gas acarreador empleado como fase moévil en el
andlisis fue el nitrégeno. El tipo de columna utilizada fue la SP 2330. Esta
columna, es Util en separaciones a altas y bajas temperaturas de muestras como
isébmeros geomeétricos de ésteres metilicos de &cidos grasos (42).

Se empledé como estandares una mezcla comercial de acidos grasos
saturados e insaturados de 16 a 22 atomos de carbono (Sigma, mezcla de
estandares 189-1 de los siguientes atomos de carbono: 16:0, 17:0, 18:0, 18:1,
18:2 y 18:3; mezcla 189-2 de 16:0, 17:0, 18:0, 18:1 y 20 atomos de carbono;
mezcla 189-4 con atomos de carbono de 16:1, 18:1, 20:1 y 22:1), y se utilizé
como estandar intemo un acido graso de 17 atomos de carbono, sin
insaturaciones (17:0).

Se inyectaron 2 ul de muestra y la temperatura de inyeccion fue de 260°C.
Se realizd una elucién utilizando gradientes de temperatura, aumentando
ésta 2°C por minuto hasta alcanzar los 160°C, luego se aumenté a 4°C por min.
hasta llegar a una temperatura de 210°C; una vez alcanzada esta temperatura se
aumento a 10°C por min. hasta alcanzar los 260°C. La temperatura de
deteccién fue de 280°C.
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3. Inmunizacion de ratones BALB/c para determinar la inmunogenicidad de las

fracciones obtenidas.

3.1 Animales.

Se utilizaron ratones hembra de la cepa BALB/c de 8 a 12 semanas de
edad. Los ratones se mantuvieron en cajas de acrilico con tapa de rejilla metalica
a una temperatura de 20-23°C, se alimentaron con nutricubos para roedores

(Purina USA) y agua purificada ad libitum.

3.2 Antigenos.
Se utilizaron como antigenos las cuatro fracciones obtenidas de Nocardia
brasifiensis: Fraccion proteica, fraccion lipidica, fraccién polisacarida | y fraccién

polisacarida |l.

3.3 Preparacién de antigenos para inmunizar.

Para inmunizar a los animales se administraron las fracciones proteica,
lipidica, polisacarida | y polisacarida i sin y con Adyuvante Incompleto de
Freund (AlF). Los antigenos aplicados sin AlF se resuspendieron unicamente en
solucion salina. Los antigenos con AlF se prepararon como una emulsion con
50% del antigeno en solucion salina y el otro 50% de AIF. En en el caso
particular de la fraccion lipidica, una vez concentrada por evaporacion, se seco
con Nitrégeno, luego se pesd una cantidad tal de ésia para tener una
concentracién de extracto lipidico de 1.5 mg/ml resuspendido en glicerol al 99%,

con ello se inmunizé los animales.

3.4 Esquema de inmunizacion.

Se formaron 8 grupos de ratones, los primeros 4 grupos estaban
constituidos de 10 ratones cada uno (5 ratones se inmunizaron con el antigeno
unicamente y 5 con antigeno mas AlIF) y se inmunizaron con una dosis maxima

de 75 ug de antigeno (fracciones proteica, lipidica, polisacéarida | y polisacarida
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il). Los otros 4 grupos constaron de 5 ratones Unicamente, los cuales se
inmunizaron con antigeno emulsificado con AlF (proteina, lipido, polisacarido |
y polisacarido 1l), con una dosis minima de 7.5 pg por raton.

Los ratones se inmunizaron en tres ocasiones, a los Q, 14 y 28 dias; en el
vigésimo octavo dia los ratones se reinmunizaron con la mitad de la dosis original
de antigeno. Los ratones se sangraron via plexo retroorbitario al tiempo 0 antes
de la primoinmunizacion, el dia 28 y 45 (los sueros obtenidos se almacenaron
a -20°C hasta su uso). La via de administracion de los antigenos fue
subcutanea en el cojinete plantar.

Se incluyé también un grupo de 6 ratones como control, de los cuales 2

se inmunizaron con solucion salina, 2 con AIF y 2 con Glicerol al 99%.

4. Determinacién de la respuesta de anticuerpos en sueros de ratones
inmunizados con las fracciones proteica, lipidica, polisacérida | y polisacarida

Il de Nocardia brasifiensis (dosis maximas y minimas).

Se evalu6 la respuesta de anticuerpos de todos los ratones contra el
antigeno usado para inmunizarlos, el cual, para fines practicos en este trabajo se
denominard antigeno homélogo, y contra las demas fracciones a las que se
llamara antigenos heterdlogos.

Aungue no se contemplé en los objetivos originales, adicionalmente se
determind la respuesta de anticuerpos (en los sueros de los ratones inmunizados
con las fracciones) contra un extracto semipurificado de N. brasiliensis, el cual
esta enriquecido en la proteina de 24 kDa (la cua! es inmunodominante en

humanos y en ratén) de esta bacteria.

4.1 Determinacibn de anticuerpos contra la fraccion proteica de
Nocardia brasiliensis.
La determinacién de anticuerpos contra esta fraccion se hizo mediante un

ensayo inmunoenzimatico (ELISA) estandarizado en el Departamento de
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Inmunologia por la Biol. Silvia Casillas (7), el cual consiste en lo siguiente:

a) 50 pg de extracto crudo de Nocardia brasiliensis, resuspendidos en 200 pl de
amortiguador de carbonatos pH 3.6, se pegaron en cada pozo de fondo plano de
placas “Costar’ (Bio-Rad USA). El antigeno se dejé incubando durante toda la
noche a 4°C.

b) Después el contenido de los pozos se elimind por decantacién y se realizaron
3 lavados con Tween 20 en amortiguador salina-fosfatos (PBS) 0.1 M pH 7.2
1:1000 de 10 min. cada uno.

c) Enseguida se agregaron 200 pl de los sueros problema a una dilucion 1:50,
diluidos en leche descremada al 5% en PBS con Tween 20 1:1000; se incubaron
durante 1 h a 37°C.

d) Posteriormente se realizaron 5 lavados con solucion de lavado (PBS-Tween
20 1:1000): 2 lavados de 5 min. cada uno, y 3 lavados de 1 min. cada uno.

e) Se anadieron 200 pul de anticuerpo polivalente anti-ratén desarrollade en
chivo, conjugado a peroxidasa, diluidos 1:1000 en leche descremada al 1% en
PBS con Tween 1:1000; se incubaron 1 h a 37°C.

fy Luego se realizaron 3 lavados, unc de 5 min. y 2 de 1min. cada uno.

g) Después se adicionaron 160 pl de ortofenilendiamina dihidroclorada (OPD) -
peroxido de hidrégeno (H,0,) coma solucion cromégeno-substrato, preparado de
la siguiente forma: 10 mg de OPD con 25 ml de amortiguador de citratos pH 5.0,
mas 3 pl de perdxido de hidrégeno al 30%; esta mezcla se prepard en un frasco
obscuro, al momento de usarse. La placa se colocd en la obscuridad a
temperatura ambiente durante 30 min.

h) La reaccion se detuvo con acido sulfurico 1 N, del cual se colocaron 40 pl en
cada pozo.

i) La absorbancia del contenido de cada uno de los pozos se determiné a una

longitud de onda de 492 nm en un microlector para ELISA.
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4.2 Determinacion de la respuesta de anticuerpos contra la fraccién lipidica de

Nocardia brasiliensis.

Para la determinacion de anticuerpos antilipidos se estandarizaron dos
técnicas, una de aglutinaciéon y otra inmunoenzimatica. Las condiciones que se
emplearon para la estandarizacion de dichas fécnicas se describen a

continuacion.

4.2.1 Estandarizacién de una técnica de aglutinacién para la determinacion
de anticuerpos anti-fraccion lipidica de Nocardia brasiliensis.
La técnica de aglutinacién a estandarizar fue la descrita por Takahashi y
cols. (43),

4.2 1.1 Preparacion de la suspensidn estandar de kaolin.

El kaolin (Sigma), se traté con HCI al 5% durante 24 h en agitacion; el HCI
se elimind por lavados repetidos con agua desionizada. El kaolin se seco
a 120°C, posteriormente se calentd 2 h a 800+10°C, enseguida se pulverizo
mecanicamente con ayuda de un mortero, durante un periodo de 2 h, el polvo se
transfirid a otro mortero y se le agregaron 2 ml de agua desionizada y se
pulverizé 30 min. mas. Esta mezcla se transfirié a un tubo cénico de 15 ml, el cual
se dejo en reposo a temperatura ambiente durante 15 a 20 h. Enseguida se
recolectd en otro tubo, el material no sedimentado (sobrenadante) y se centrifugé
a 1200 x g durante 15 min, el sobrenadante obtenido en esta ocasion, se eliminé
y el precipitado se resuspendio en agua desionizada para tener asi la suspension

estandar de kaolin a la concentracion deseada.

4.2.1.2 Preparacion de la suspension de kaolin sensibilizada con antigeno.
Una parte de |a solucian de lipidos en metanol (0.1 ml) se le agregd gota a
gota a 19 partes (1.9 ml) de buffer TME-salina pH 6.6, bajo agitacion constante.

Se agregd una parte de la suspension estandar de kaolin (1 ml) a dos partes de
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emulsion de antigeno (2 ml), agitando constantemente y posteriormente se
incubé a 37°C por 30 min.

4.2.1.3 Ensayo de aglutinacion del kaolin.

10 pl de suero de ratén (control o problema) se colocaron en una placa
excavada y se les anadié 10 ul de suspension de kaolin sensibilizado con
antigeno. La placa se agité de 2 a 3 min, posteriormente se observé presencia o
ausencia de aglutinacion macroscopicamente, y microscog: :amente cuando no

era posible observar el precipitado a simple vista.

4.2.1.4 Condiciones ensayadas en l|a estandarizacion de la técnica de
aglutinacion del kaolin.
Se probé la combinacién de las siguientes condiciones:

a) pH al cual se efectud el ensayo: 6.0,6.6, 7.0y 7.5

b) Concentracion de kaolin (mg/ml): 0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 5.0y 10.0

¢) Concentracion de lipidos (mg/ml): 0.1, 1.0, 10.0 y 100.0

d) Tiempo de incubacién kaolin-lipido, en horas: 0.5, 1,2y 12

€) Disolvente del iipido: Metanol y cloroformo-metanol (1:2)

f)  Adicion de: Fosfatidiletanolamina (0.05 mg/ml), Albamina de huevo
0.05 mg/ml, 0.5 mg/ml) o Albdmina sérica bovina.

g) Temperatura de incubacién ( °C). temperatura ambiente ( aproximadamente.
25°C) y 37°C.

4.2.2 Estandarizacién de un ensayo inmunoenzimatico (ELISA) para la
determinacion de anticuerpos de ratén anti-fraccién lipidica de
Nocardia brasiliensis.

Para la estandarizacion de la técnica se probaron los siguientes

materiales, reactivos y tiempos de incubacion (7, 21, 50):

a) Placas de poliestireno con 96 pozos, de fondo plano “Costar” (Bio-Rad USA).

b) Los pozos se cubrieron con:
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-20 ug de la fraccion lipidica de N. brasiliensis disueltos en
cloroformo-metanol (2:1 viv) y PBS 0.1 MpH 7.2, 50 ul por pozo,
toda la noche a 37°C. La preparacion de esta fraccion se llevd
a cabo de la siguiente manera: 10 mg de ella se disolvieron en 1 ml
de cloroformo-metanol (2:1 v/v), de esta solucion se tomaron 400 pl
y se resuspendieron por sonicacién en 9600 ul de PBS 0.1 M pH 7.3,
esta suspension fue la que se utilizd para pegar a la placa.

- 50 pg por pozo en 30 pl de etanol al 95%, durante toda la noche a 4°C.

¢) Se hicieron 3 lavados de 10 min. cada uno con:

- 200 ul por pozo de PBS 0.1 M pH 7.2 con Tween 20 1:1000.

- 100y 200 plde PBSpH 7.2.

d) Se probaron las siguientes soluciones blogueadoras:

-Suero bovino al 10% en PBS pH 7.2, aplicando 75 pl por pozo
e incubando a temperatura ambiente durante 1 h.

- Albumina serica bovina al 1% en PBS pH 7.2, 150 ul por pozo,
incubando a 37°C durante 1 h.

- Leche descremada al 5%, 200 pl por pozo, incubando 2 h a 37°C.

e) Los sueros controles y problema fueron diluidos 1:50 y 1:25 en:

- Suero bovino adulto al 10% en PBS 0.1 M pH 7.2, 50 ul por
pozo, incubando 3 h a temperatura ambiente.

- Albdmina sérica bovina al 1% en PBS 0.1M pH 7.2, 100 pl por
pozo, incubando 1 ha 37°C.

-Leche descremada al 1% en PBS 0.1M pH 7.2 - Tween 20
1:1000, 100 ul por pozo, incubando 2 h a 37°C.

f) Se realizaron 5 lavados de la placa (ver inciso c): 2 de 5 min. cada unoy 3 de
1 min.

g) Como segundo anticuerpo se utilizé gammaglobulina polivalente de
cabra anti- 1gA, IgG e IgM de ratdn conjugada a la peroxidasa, diluido

1:1000 en:

25



- Suero bovino al 10% en PBS 0.1 M pH 7.2, 50 pl por pozo, incubando las

placas 90 min. a temperatura ambiente.

- Albumina sérica bovina al 1% en PBS 0.1 M pH 7.2, 100 pul por

pozo, incubando 1 ha 37°C.

- Leche descremada al 1% en PBS 0.1 M pH 7.2 -Tween 1:1000, 100 pl

por pozo, 1 ha37°C.

h) Posteriormente se realizaron 3 lavados (ver inciso c): 1 de 6§ min. y 2 de

1 min. cada uno
iy Como solucian cromogeno-substrato se utilizé
ortofenilendiamina dihidroclorada (OPD) con peréxido de hidrogeno, la cual
se prepard dela  siguiente manera: 10 mg de OPD se resuspendieron en
25 ml de amortiguador de citrates pH 5.0, mas 3 pl de H,O0, al 30%; esta
mezcla, preparada al momento de usarse, se colocé en un frasco
obscuro y se aplicaran 160 pl por pozo.
j) La placa se colocé a resguardo de la luz durante 30 min. a
temperatura ambiente.
k) La reaccion se detuvo con 40 pl por pozo de H,SO4 1N.
l) La absorbancia se determiné en un microlector para ELISA a una longitud
de onda de 492 nm.
Nota:

El ensayo se realizd utilizando como control positivo, sueros de ratones
hiperinmunizados con lipidos de N. brasiliensis, como control negativo, sueros de
ratones sin inmunizar y como blanco todos los reactivas a excepcion del suero.

Las condiciones optimas del ensayo (concentraciones y diluciones de los
reactivos y tiempos de incubacion) seleccionadas, fueron aquéllas con las que se
logré obtener diferencia de absorbancia entre sueros controles positivos vy

negativos.
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4.3 Adaptacion de un ensayo inmunoenzimatico para la determinacion de
anticuerpos contra la fraccién polisacarida Il de Nocardia brasiliensis.

Para la adaptacion de la técnica se probaron los siguientes materiales y
reactivos(7):
a) Placas de poliestireno de fondo plano “Costar”.
b} Fraccion polisacérida |l de Nocardia brasiliensis a una concentracion de
50 pg por pozo, resuspendida en 200 ul de amortiguador de carbonatos pH 9.6,
incubando toda la noche a 4°C.
c) Se realizaron 3 lavados de 10 min. ¢ada uno con 200 plde PBS 0.1 M pH 7.2
con Tween 20 1:1000 (solucion de lavado).
d) Se probé como solucion bloqueadora leche descremada al 5% en PBS 0.1 M
pH 7.2 con Tween 20 1:1000, y se aplicaron 200 ul a cada pozo, la placa se
incubd durante 2 h a 37°C.
e) Luego se hicieron 5 lavados con 200 ul por pozo de solucién de lavado: 2 de
5 min. cada uno y 3 de 1 min. cada uno.
f) Los suercs de los ratones inmunizados con las fracciones de Nocardia y los
sueros de los ratones utilizados como control (no inmunizados: controles
negativos e hiperinmunizados: controles positivos) fueron diluidos 1:50 en la
solucién blogueadora y se aplicaron 200 ul por pozo, incubando 1 h a 37°C.
g) Posteriormente se realizaron 5 lavados: 2 de 5 min. cada uno y 3 de 1 min.
h) Se usé como segundo anticuerpo gammaglobulina polivalente de cabra anti-
gammaglobulina de ratén, conjugada a la peroxidasa; la cual fue diluida 1:1000
en leche descremada al 1% en PBS-Tween 20 1:1000, se aplicaron 200 pl por
pozo y seincubd 1 h a 37°C.
i) Se realizaron 3 lavados: 1 de 5min. y 2 de 1min. cada uno.
j) Como solucion cromoégeno-sustrato se utilizé ortofenilendiamina dihidroclorada
(OPD) con peroxido de hidrogeno al 30%; se utilizd la siguiente
preparacion: 10 mg de OPD se resuspendieron en buffer de citratos pH 5.0 y

luego se adicion6 a esta solucién 3 pl de H,0, al 30%, esta mezcla se colocé en
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un frasco obscuro, se preparé al momento de usarse y se aplicaron 160 pl por
pozo. La placa se coloct en obscuridad a temperatura ambiente durante 30 min.
k) La reaccion se detuvo con Aacido sulfdrico 1 N, 40 pl por pozo.

Iy La absorbancia se midié en un microlector de ELISA, a una longitud de onda

de 492 nm, utilizando un filtra diferencial de 600 nm.

4.4 Determinacion de anticuerpos contra extracto semipurificado de
Nocardia brasiliensis.

Se realiz6 la determinacion de anticuerpos (en los sueros de los ratones
inmunizados con las diferentes fracciones de Nocardia brasiliensis) contra un
extracto semipurificado enriquecido en la proteina inmuncdominante de 24kDa
de este microorganismo. Para ello se utilizé una técnica de ELISA estandarizada
en el Departamento de Inmunologia de la Facultad de Medicina de fa U.AN.L.
por la Biol. Silvia Casillas (7, 34).

4.4.1 Obtencion del extracto semipurificado de Nocardia brasiliensis.

4411 Precipitacion del extracto celular deslipidizado de Nocardia brasiliensis.

Se disolvieron ~ 50 mg  del exiracto  celular  deslipidizado
de Nocardia brasiliensis en 6 ml de PBS 0.1 M, pH 7.3; una vez disuelto se le
adiciono, gota a gota y agitando, un volumen igual de solucion saturada de
sulfato de amonio previamente ajustada a un pH de 7.3 con hidroxido de amonio
y la mezcla se dejo agitando durante 30 min.. Todo el proceso se llevé a cabo a
4°C. Posteriormente se centrifugé en una centrifuga refrigerada (Beckman TJ-6)
a 1920 x g por 30 min., se extrajo el sobrenadante, el cual se dializd
exhaustivamente contra solucion salina al 0.85%. Para verificar la eliminacién de
sulfato de amonio se probaron alicuotas de la solucion de dialisis con solucién
saturada de cloruro de bario hasta cbservar ausencia de precipitado blanco.
Después de que el extracto se dializd, se dejd una alicuota para analizarla
mediante SDS-PAGE vy el resto de la muestra se liofilizé.
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4.4.1.2 Tratamiento del sobrenadante obtenido al precipitar el extracto celular
deslipidizado de N. brasiliensis con soluciéon saturada de sulfato de
amonio.

El sobrenadante dializado y liofilizado (ver apartado 4.4.1.1), se
resuspendid en 500 pl de PBS pH 73 y se le agregaron 25 ul de
Desoxirribonucleasa ( (Sigma); se dejé incubando durante 2 h a 37°C.
Posteriormente se centrifugd a 1920 x g por 10 min.. El sobrenadante se dializé

contra agua bidestilada durante 12 h a 4°C.

4413 Preparacidn y calibracion de una columna de Sephadex G-100
para cromatografia de filtracién en gel.

Se utilizé una columna para cromatografia (columna de filtracién en gel
Wheaton) de 23 cm de largo por 2.5 cm de diametro, la columna se empaquetd
con una matriz de Sephadex G-100 con una capacidad de retencién de agua de
15 ml por gramo de peso seco. Se pesaron y resuspendieron en agua
bidestilada 7 g de Sephadex y se dejaron hidratar toda la noche a temperatura
ambiente. El Sephadex se lavé 3 veces con agua bidestilada y se equilibré en
PBS 0.1 M pH 7.3; posteriormente el Sephadex se desgasificé mediante sistema
de vacio y con este material se empacé la columna por gravedad, a un flujo de
trabajo de 0.5 ml por min. a 4°C.

El volumen vacio de la columna se determind utilizando dextrana azul con
un peso molecular de 2000 kDa (1 mg en 250 pl de PBS pH 7.3 con 5% de
glicerol). Posteriormente, se determind el volumen de elucion de las siguientes
proteinas de peso molecular conocido: Alcohol deshidrogenasa de 150 kDa (5
mg en 500 pl de PBS pH 7.3 con 5% de glicerol), anhidrasa carbonica de 29 kDa
(3mg en 500 pl de PBS pH 7.3 con 5% de glicerol) y citocromo “c” de 12.4
kDa ( 2mg en 500 pl de P8BS pH 7.3 con 5% de glicerof). Las proteinas antes
mencionadas se eluyeron con PBS pH 7.3, al flujo de trabajo, se recolectaron

alicuotas de 2 ml cada 4 min. y se midid la absorbancia de cada una de las
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fracciones a una longitud de onda de 280 nm. El perfil de elucién de estos
marcadores se obtuvo graficando los valores de absorbancia de cada fraccidn

contra los numeros de fracciones (volumenes de elucidn).

4.4.1.4 Cromatografia de filtracién en gel.

A la muestra dializada se le agregd 5% de glicerol y luego se aplico a la
columna empaquetada con Sephadex G-100, se eluyd al flujo de trabajo y se
midié la absorbancia a 280 nm de cada una de las fracciones colectadas. Se
grafico el perfil de elucién de la muestra. Las alicuctas que se encontraron en el
pico 2 del perfil de eluciéon, previamente reportado por Vera y cols (45, 48), se
analizaron mediante SDS-PAGE en gradiente de 10-18% T, 2.7% C pH 8.8 con
un gel de empaquetamiento de 5% T, 2.7% C pH 6.8. El gel se tifid6 con azul de
Coomassie y las fracciones donde se encontré la banda que correspondia a la
proteina de 24 kDa (p24), se mezclaron y se dializaron para eliminar el PBS (esta
mezcla de fracciones constituye el extracto semipurificado de Nocardia
brasiliensis); posteriormente se concentraron por liofilizacién y se conservaron
a -20°C.

442 Técnica de ELISA para la determinacion de anticuerpos anti-extracto
semipurificado de Nocardia brasiliensis.

a) Cada pozo de una placa de poliestireno de fondo plano fue sensibilizado con
0.5 ug de extracto semipurificado de WNocardia brasiliensis resuspendido en
200 pl de amortiguador de acetatos pH 5.0, y se dejaron incubando durante
toda la noche a 4°C.

b) Se realizaron 3 lavados de 10 min. cada uno, con 200 ul por pozo de
amortiguador salina-fosfatos 0.1 M pH 7.2 Tween 20 1:1000 (solucion de
lavado).

c) Posteriormente se agregaron 200 ul, a cada pozo, de solucién bloqueadora

que contiene leche descremada al 5% en PBS con Tween 20 1:1000.
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d) Después se realizaron 5 lavados: 2 de 5 min. cada uno y 3 de 1 min. cada
uno, con la solucién y volumen mencionados en el segundo paso.

e) Se agregaron 250 ul de los sueros control y problema respectivamente a una
dilucién 1:50, en solucidn blogqueadora y se dejaron incubando a 37°C
durante 1 h.

f) Enseguida se realizaron 5 lavados: 2 de 5 min. cada uno y 3 de 1 min. cada
uno, con 200 pl de PBS 0.1 M pH 7.4 Tween 20 1:1000 a cada pozo.

g) Posteriormente se agregé anticuerpo polivalente de cabra (anti-IgM, anti-lgG
y anti-lgA de raton) conjugado a peroxidasa, diluido 1:1000 en leche descremada
al 1% en PBS con Tween 20 1:1000, 200 pl a cada pozo, se incubaron durante
1h.a37°C.

h) Posteriormente se realizaron 3 lavados: 1 de 5 min. y 2 de 1 min. cada uno,
con 200 u! de PBS-Tween 20 1:1000 a cada pozo.

i} Después se agrego la solucion substrato-cromaégeno; la cual se preparé de la
siguiente forma: 8 mg de OPD, que se resuspendieron en 20 ml de amortiguador
de citratos pH 5.0 mas 2.4 ul de peréxido de hidrégeno al 30% y se agregaron
160 ul a cada pozo. La placa se coloco en obscuridad durante 30 min.

j) Enseguida la reaccion se detuvo agregando 40 ul de acido sulfirico 1 N a
cada pozo.

k) La absorbancia se determind a una longuitud de onda de 492 nm en un

microlector para ELISA.
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V.RESULTADOS

1. Obtencién de las fracciones de Nocardia brasiliensis.

1.1 Obtencion de la fraccion proteica

Después de la inoculacion con la suspension unicelular de N. brasiliensis
de 40 matraces (6.0 | de caldo BHI) se cosecharon 90.7 g de masa bacteriana
humeda. De los 80.7g de masa himeda se extrajeren 109 mg de

proteinas de N. prasifiensis, determinadas mediante el método de Bradford (6).

1.2 Obtencidn de la fraccién lipidica.
90.7 g de masa bacteriana himeda (obtenidos de una cosecha de
Nocardia brasiliensis) se deslipidizaron, obteniéndose un volumen final de lipidos

en etanol-éter de 985 m, los cuales se concentraron por evaporacion.

1.3 Obtencidn de la fraccidn polisacarida .

Posterior a la inoculacién con la suspension unicelular de N. brasifiensis de
40 matraces (6.4 | de caldo BHI) se cosecharon 180.2 g de masa bacteriana
humeda, la cual se deslipidiz6 y secé, quedando finalmente 11.8 g de masa
bacteriana seca. Después de ftriturar mecanicamente la masa bacteriana y
tratarla con KCI y metanol, se obtuvo un precipitado cuyo peso seco fue de
22.3 g, este polvo se resuspendic en agua y se dializo. E| material dializado
{fraccién polisacarida i) mostré un contenido de carbohidratos de 98 pg/mi

(21.8 mg de carbohidratos totales).

1.4 Obtencion de la fraccién polisacarida ll.

A partir de 11.5 ml de fraccién proteica ( con una concentracion de
proteinas de 2.78 mg/ ml, es decir 32 mg de proteina total y una concentracién
de carhohidratos de 3.97 mg /ml en total 45.75 mg ) tratada con proteinasa K, se

obtuvieron 1048 pg/ml de carbohidratos ( 34 mg totales), determinados por el
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método de Dubois (14) y 4.08 pg /ml de proteina ( 0.132 mg de proteinas

totales), determinados por el método de Bradford (6).
2. Caracterizacion parcial de las fracciones de Nocardia brasifiensis.
2.1 Analisis mediante SDS-PAGE de las fracciones de N. brasiliensis.

2.1.1 Analisis en SDS-PAGE de la fraccién proteica de Nocardia brasiliensis.

El patrén electroforético de la fraccion proteica de Nocardia brasiiiensis,
se muestra en la figura N°1. Se observo que la fraccion, esta constituida por
bandas distribuidas principalmente entre los marcadores de peso molecular de

14-66 kDa y algunas bandas por abajo del marcador de 14 kDa.

2.1.2 Analisis de [a fraccion lipidica de Nocardia brasifiensis mediante
SDS-PAGE.

En la electroforesis de esta fraccidon no se observaron bandas que
indicaran la presencia de proteinas, ya que la muestra de lipidos aplicada en el
gel, tenia una densidad menor a la del buffer de corrimiento y probablemente la
muestra no penetrd al gel. En la figura N° 2, en el carril 5 se muestra el gel en el

cual se aplicd la muestra de lipidos para su analisis.

2.1.3 Andlisis mediante SDS-PAGE de Ia fraccion polisacandal de

N. brasiliensis.

En esta fraccion se observé en el gel, con la tincién de azul de Coomassie,
una banda correspondiente a la proteina de 24 kDa de Nocardia brasiliensis;
segln se aprecia con la tincién de Nitrato de plata, parte de la muestra sélo togrd
penetrar al inicio del gel, pues es ahi donde se observa la mayor acumulacion de
este material. En la figura N° 2, en el carril 4, se muestra el analisis electroforético

de la fraccién polisacarida | de Nocardia brasiliensis.
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214 Analisis mediante SDS-PAGE de la

N. brasifiensis.

fraccion polisacarida Il de

De acuerdo al andlisis electroforético de esta fraceidn, no hubo deteccion
de la presencia de bandas de proteina con azul de Coomassie y con Nitrato de

plata, lo que era de esperar por el tratamiento realizado con Proteinasa K para
eliminar proteinas. Observar figura N° 2, carril 3.
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Figura N° 1. Analisis de la fraccion proteica de N. brasiliensis mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio en
gradiente de 10-18% T, 2.7 % C. Carril 1 Marcadores de bajo peso molecular.
Carri 2 al 4 Fraccion proteica de N. brasiliensis (80, 40 y 20 pg de proteina

respectivamente). Tincion con nitrato de plata y azul de Coomassie.
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Figura N° 2. Andlisis de las fracciones de Nocardia brasiliensis en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio en gradiente de 10-18% T,
2.7% C. Carril 1 Marcadores de peso molecular bajo. Carril 2 Fraccion
proteica de N. brasiliensis. Carril 3 Fraccién polisacérida Il de N.brasiliensis.

Carril 4 Fraccion polisacarida | . Carril 5 Fraccion lipidica de N. brasiliensis.

Tincién con azul de Coomassie y con nitrato de plata.
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2.2 Determinacion de la concentracion de proteinas y carbohidratos en las
fracciones de N. brasiliensis.

La concentracion de proteinas y carbohidratos en las fracciones proteica,
polisacérida | y polisacarida il se muestran en la tabla I. En el caso de la fraccién
lipidica no fue posible realizar la determinaciones debido a que habia
interferencias y se obtenian reacciones falsas positivas, porque la muestra de

lipidos presentaba coloracion naranja.

Tabla |
Determinacion de la concentracion de proteinas y carbohidratos en las

fracciones de Nocardia brasiliensis.

Proteinas Carbohidratos
Fraccion (Bradford) (Dubois)
pgiml pg/mil
Proteica 743 1061
Polisacarida | 11 98
Polisacarida Il 4 1048
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2.3 Determinacion de la presencia de acidos nucieicos.

La presencia de acidos nucleicos en las fracciones proteica, polisacarida |
y polisacarida I de Nocardia brasiliensis se puso de manifiesto mediante la
fluorescencia emitida (bajo la luz ultravioleta) por un gel tefiido con bromuro de
etidio; el enlace de bromuro de etidio a los acidos nucleicos incrementa su
fluorescencia significativamente (32). En la fraccion proteica se observa una
banda bien definida al inicio de! gel, esta banda migré a la misma posicion que el
estandar de DNA, ademas se aprecia un barrido abundante que inicia en la parte
media de el gel, y en el extremo inferior se ve una banda mas gruesa y menos
bien definida que la observada al inicio de éste. Ver figura N° 3 carril 2. En la
fraccidn polisacarida 1 , como se muestra en la figura N° 3 carril 3, se detecto un
barride uniforme que al inicio del gel es muy tenue, pero luego se va haciendo
mas intenso y al final vuelve a atenuarse (en esta muestra no se observé nada
en el extremo inferior del gel). La figura N° 3 carril 4 muestra como en la fraccién
polisacarida |l solo se logré apreciar una banda en el extremo inferior del gel.
Cabe aclarar que en la fraccion lipidica no se logré hacer la determinacién debido
a la naturaleza de la muestra (ya que la mayor parte de esta, debido a su

hidrofobicidad, no penetrd al gel).
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Figura N° 3. Determinaciéon de &cidos nucleicos en las fracciones de Nocardia
brasiliensis mediante analisis electroforético en gel de agarosa al 1% tefido con
bromuro de etidio. Carril 1 Estandar de DNA (125 ng). Carril 2 Fraccion proteica

de Nocardia brasiliensis. Carril3  Fraccion polisacarida | de N. brasiliensis.

Carril 4 Fraccién polisacarida Il de N. brasiliensis.
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2.4 Cromatografia en capa fina de la fraccion lipidica de Nocardia brasiliensis.
De acuerdo a las manchas detectadas mediante acido fosfomolibdico en

cromatofolios de aluminio, la fraccién lipidica de Nocardia brasiliensis, esta

constituida por compuestos de diferentes polaridades, los cuales no se

identificaron puesto que no correspondieron con ninguno de los estandares
utilizados. Ver figura N° 4.

Figura N° 4. Cromatografia en capa fina de la fraccion lipidica de Nocardia
brasiliensis. Cromatofolio revelado con acido fosfomolibdico. Carril 1 L-alfa-
lecitina/esfingomielina. Carril 2 Esfingomielina. Carril 3 Fosfatidilcolina . Carril 4
fosfatidiletanolamina.  Carril 5 Fosfatidilinositol. Carril 6 Fraccién lipidica

de N. brasiliensis.
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2.5 Cromatografia gas-liquido de la fraccion lipidica de Nocardia brasiliensis.

En el cromatograma obtenido de el andlisis por cromatografia de gases de
la fraccion lipidica de Nocardia y que se muestra en la figura N° 5 se observé la
presencia de varios picos, los primeros 3 corresponden a compuestos con 16,
17 y 18 atomos de carbono, respectivamente, sin insaturaciones, el cuarto a un
compuesto con 18 atomos de carbono y una insaturacion, el siguiente pico a un
compuesto con 18 atomos de carbono y dos insaturaciones y el dltimo pico no
coincidié con ninguno de los estandares empleados, pero haciendo una grafica
de logaritmo de tiempo de retencion versus numero de atomos de carbono e
interpolando en esta grafica el logaritmo del tiempo de retencion de este
compuesto, parece ser que se frata de un compuesto de entre 19 y 21 atomos

de carbono (que puede o no tener insaturaciones).
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Figura N° 5. Andlisis por cromatografia gas-liquido de la fraccion lipidica de

Nocardia brasiliensis.
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3. Condiciones de las técnicas de aglutinacidn e inmunoenzimatica, para la

determinacion de anticuerpos de raton anti-fraccion lipidica de N. brasiliensis.

Para la determinacidén de anticuerpos contra la fracccion lipidica
de N. brasiliensis, se probaron 2 técnicas: la técnica de aglutinacion del kaolin y
un ensayo inmunoenzimatico, utilizando a los lipidos de N. brasiliensis como

antigeno pegado a ias particulas y a ia placa.

3.1 Condiciones optimas de la técnica de aglutinacion del kaolin para la
determinacién de anticuerpos contra la fraccion lipidica de N. brasiliensis.

Con todas las condiciones ensayadas que se mencionaron en la seccién

de material y métodos, no se encontraron anticuerpos anti-lipidos. Los controles

positivos y negativos nos indicaron que la técnica funcioné adecuadamente. Sin

embargo, decidimos utilizar otra técnica mas sensible (ELISA) para tratar de

evidenciar la presencia de anticuerpos contra la fraccidn lipidica.

3.2 Condiciones de la técnica inmunoenzimatica en fase solida (ELISA), para la

determinacion de anticuerpos de raton anti-fraccion lipidica de N.brasiliensis.
Las condiciones que resultaron mas apropiadas en la estandarizacion de

la técnica de ELISA utilizando como antigeno la fraccion lipidica, fueron las que

se describen a continuacion:

a) Sensihilizacion de las placas. La cantidad de antigeno seleccionada fue

de 20 pg de fraccion lipidica de Nocardia brasiliensis, resuspendidos en un

volumen de 50 yl, y el tiempo de incubacién fue toda la noche a 37°C.

b) Solucién de lavado. La solucién de lavado elegida fue PBS 0.1 M pH 7.2 con

Tween 20 1:1000, 200 ul por pozo.

c) Bloqueo de sitios de enlace no especificos. La solucién bloqueadora utilizada

fue leche descremada Svelty al 5% en PBS- Tween 20 1:1000, 200 ul por pozo,

incubando la placa a 37°C durante 2 h.
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d) Dilucion de los sueros. Los sueros controles y problema se utilizaron a una
dilucién 1:50 en leche descremada al 1% en PBS-Tween 20 1:1000, 100 pl por
pOZzo.

e) Dilucidn de anticuerpo conjugado. La dilucidon 1:1000 de los anticuerpos
polivalentes de cabra anti-inmunoglobulinas de ratén conjugados a la peroxidasa,

se realizd en leche descremada al 1% en PBS-Tween 20 1:1000.

4. Adaptacién de un ensayo inmunoenzimatico para la deteccidn de anticuerpos

anti-fraccion polisacérida Il de N. brasiliensis.

Las condiciones descritas en el apartado de material y métedos fueron las
que se adecuaron para llevar a cabo la deteccion de anticuerpos contra la

fraccion polisacarida |l de Nocardia brasitiensis.

5. Obtencién del extracto semipurificado de Nocardia brasiliensis.

5.1 Cromatografia de exclusion molecular del sobrenadante obtenido ai
precipitar la fraccion proteica de N. brasifiensis con sulfato de amonio.

Para calibrar la columna de cromatografia de filtracion en gel se hizo lo
siguiente:

Con Ja ayuda de dextrana azul con un pesc molecular de 2000 kDa se
determino el volumen vacio de la columna empaquetada con Sephadex G-100; el
cual fue de 35 ml. Posteriormente para conocer el volumen de elucién, se
pasaron a traves de la columna las siguientes proteinas de peso molecular
conocido: alcehol deshidrogenasa, citocromo ¢, anhidrasa carbonica, de 15, 16 y

29 kDa respectivamente, cuyos volimenes de elucion se muestran en la tabla Il.
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Tabla 1l
Volimen de elucién de diferentes marcadores en una columna

empaquetada con Sephadex G-100.

Marcador Peso Volumen Numero
molecular de elucién de fraccién
Alcohol
deshidrogenasa 150 kDa 45 mi 5
Anhidrasa
carbonica 29 kDa 53 ml 9
Citocromo “c” 12.4 kDa 79 mi 22

Finalmente, también se pasd a través de la columna el sobrenadante
(previamente dializado y tratado con DNasa) obtenido al precipitar ¢con sulfato de
amonio la fraccién proteica de N. brasiliensis. Los valores de absorbancia
a 280 nm de cada una de las fracciones se graficaron contra el volumen de
elucion de las mismas, y al igual que Vera, Salinas y cols (45, 46)
identificamos 3 picos: un pico de peso molecular alto (P #1), otrc con su maxima
absorbancia cerca del marcador de 29 kDa (P #2) y otro cuya absorbancia fue
muy alta pero de peso molecular bajo { P #3).

Las fracciones correspondientes al pico # 2 se analizaron mediante SDS-
PAGE en gradiente 10% a 18% T, 2.7% C.

52 Analisis mediante SDS-PAGE, de las fracciones correspondientes al
pico # 2, obtenidas de la cromatografia en Sephadex G-100.
El andlisis de las fracciones que se obtuvieron luego de filtrar el

sobrenadante obtenido de la fraccion proteica de N. brasiliensis a través de la
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columna empaquetada con Sephadex G-100 se hizo mediante SDS-PAGE en
gradiente de 10-18% y se presenta en la figura N° 6. En los carriles 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13 y 14 se observa mediante la tincion con azul de Coomassie la
presencia de la banda (cercana al marcador de peso molecular de 24 kDa)

correspondiente a la proteina de 24 kDa (p24) de Nocardia brasiliensis.

Figura N° 6. Analisis mediante SDS-PAGE en gradiente 10-18% de las
fracciones obtenidas al filtrar por Sephadex G-100. Carril 1-6 Fracciones de
la 3 ala 8. Carril 7 Fraccion proteica de N. brasiliensis. Carril 8 Marcadores de
bajo peso molecular. Carril del 9-14 Fracciones de la 9 a la 14. Tincion con azul

de Coomassie y con nitrato de plata.
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6. Determinacién de la respuesta de anticuerpos mediante la técnica de ELISA
en sueros de ratones inmunizados con las fracciones de N. brasifiensis

(dosis maximas).

6.1 Determinacion de la respuesta de anticuerpos contra la fraccién proteica de
Nocardia brasiliensis.

Se detectd la presencia de anticuerpos en los ratones inmunizados con la
fraccion proteica sin AlF (a los 45 dias) y con AIF (desde los 30 dias). Ademas
los sueros de los ratones inmunizados con la fraccion polisacarida | mostraron
valores de abscrbancia de 0.5 a 1.3, desde los 30 dias, aun sin AlF, 1o que

significa un nivel de anticuerpos elevado contra la fraccién proteica. Ver figura N°
7y N° 8a.

6.2 Determinacion de la respuesta de anticuerpos contra la fraccion lipidica de
Nocardia brasiliensis.

Como lo muestran las figura N° 9 y N® 10a no se detectd la presencia de

anticuerpos anti-lipidos en los sueros de los ratones inmunizados con esta

fraccion, ni en aquéllos inmunizados con las otras fracciones.

6.3 Determinacién de la respuesta de anticuerpos contra la fraccidn polisacarida
Il de Nocardia brasiliensis.

Se observd que hubo respuesta de anticuerpos a los 45 dias en los
ratones inmunizados con la fraccidn polisacarida |l con y sin AlF. Sin embargo la
mayor respuesta de anticuerpos anti-fraccion polisacarida Il, la mostraron los
sueros de los ratones inmunizados con Ia fraccién polisacarida | emulsificada con
AlF. Ver figuras N°* 11 y N°® 12a.
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6.4 Determinacion de la respuesta de anticuerpos contra el extracto
semipurificado de N. brasiliensis.

Los valores de absarbancia mas altos contra el extracto semipurificado se

observo en los sueros de los ratones inmunizados con las fracciones polisacarida

| (con y sin AIF), proteica (con y sin AIF) y polisacarida |l (con AIF), como lo

muestran las figuras N° 13 y N° 14 a.

7. Efecto de la dosis maxima y minima de antigeno.

De acuerdo a los resultados obtenidos se pudo observar que en la
fraccion proteica y polisacarida |, no hubo diferencias significativas en cuanto a
lecturas de absorbancia cuando el antigeno se administro en dosis maxima o
minima con AlF. Por lo que respecta a la fraccion lipidica como ya se observa en
los resultados no hubo respuesta de anticuerpos, aun cuando el antigeno se

administré en la dosis maxima con AlF. Ver las figuras 8, 10, 12 y 14.
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Figura N° 7. Respuesta de anticuerpos contra la fraccion
proteica en ratones BALB/c inmunizados con “dosis alta”
(75 pgfraton), de los antigenos homélogo y heterdlogos sin
AlF.
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proteica en ratones BALB/c inmunizados con: a) “dosis
alta” (75 pg/ratén) y b) “dosis baja” (7.5 ngiratén), de los
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Figura N° 11. Respuesta de anticuerpos contra la fraccion
polisacarida Il en ratones BALB/c inmunizados con “dosis
alta” (75 pglraton), de los antigenos homélogo y
heterélogos sin AlF.
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Figura N°12. Respuesta de anticuerpos contra la
fraccion polisacarida Il en ratones BALB/c inmunizados
con: a) “dosis alta” (75 ugfraton) y b) “dosis baja”
(7.5 pglratén), de los antigenos homdlogos vy
heterélogos emulsificados con AlF.
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Figura N° 13. Respuesta de anticuerpos contra el
extracto  semipurificado en ratones BALB/c
inmunizados con “dosis alta” (75 ng), de fos antigenos
heterdlogos sin AlF,
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Figura N° 14. Respuesta de anticuerpos contra el
extracto semipurificado en ratones BALBI/c
inmunizados con: a) “dosis alta” (75 pg/ratén) y
b) “dosis baja” (7.5 pgiraton), de los antigenos
heterélogos emulsificados con AlF.
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V.DISCUSION

Se han realizado diversas investigaciones en las cuales se ha estudiado
tanto la respuesta celular como humoral hacia diferentes antigenos de Nocardia
asteroides y Nocardia brasiliensis pero principalmente con fines diagnosticos (2,
3, 16, 29, 30, 41 ), aunque también se ha estudiado el papel de estos antigenos
en los mecanismos de patogenicidad bacteriana y en los mecanismos de
resistencia del hospedero (18, 19, 22, 25, 31).

En el presente trabajo, obtuvimos 4 fracciones de Nocardia brasiliensis y
mediante las teécnicas de determinacion de la concentracion de proteinas vy
carbohidratos utilizadas (Bradford y Dubois respectivamente) enconframos que el
extracto celular deslipidizado de Nocardia brasiliensis que ha sido llamado
fraccion “"proteica” en éste y en otros trabajos de tesis (7, 9, 45) estd constifuido
principalmente por carbohidratos. Esta fraccién estudiada anteriormente en el
Departamento de Inmunologia, se habia manejado como un extracto proteico,
peroc es importante resaltar que la técnica de cuantificacion de proteinas
empleada en esos trabajos fue la de Lowry, la cual se basa en 2 reacciones: la
primera con el sulfato de cobre en medio alcalino y la segunda con el reactivo
de Folin-Ciocalteau, con la cual interfieren los azlcares reductores. En cambio en
el presente trabajo se utilizé el método de Bradford (6), en el cual no hay estas
interferencias, lo que puede explicar en parte el porque de la diferencia en

concentracion de proteina detectada por un método y otro.

El hallazgo no esperado de tener mas carbohidrato en el extracto
“proteico” de Nocardia brasiliensis, nos permitira en el futuro disefiar una
metodologia mds adecuada para aislar antigenos genvinamente proteicos,
aunque es importante mencionar que hasta hace tiempo, la mayoria de los

intentos para purificar proteinas de bacterias estrechamente relacionadas con
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Nocardia, como son las Micobacterias, no han eliminado polisacaridos que
pueden provenir de la pared celular o citoplasma de la célula y muchas

fracciones llamadas proteicas tienen un aito contenido de polisacarido (11).

En este trabajo, se obtuvieron 2 fracciones enriquecidas en carbchidratos
a las que denominamos arbitrariamente polisacarido [ y polisacarido Il
Comparando la fraccion polisacarida |, con la fraccion polisacarida I, nuestra
aportacién de obtener la fraccion polisacarida Il a partir del extracto “proteico”
tiene algunas ventajas: el tiempo requerido para |la obtencién del antigeno
disminuye; se reduce un poco el costo total del proceso, debido a que la cantidad
de solvente empleada es minima y el rendimiento es mejor, ya que, a partir de
una misma cosecha de bacterias podemos obtener 3 antigenos: la fraccién
lipidica, la fraccion “proteica” y la fraccion polisacarida Il; en cambio con la técnica
de Zamora y Bojalil (51) unicamente obtenemos el antigeno polisacéarido 1. Es por
ello que la técnica empleada por nosotros para la obtencion del polisacarido 1l
puede representar un método alternativo adecuado para la obtencién en mayor

propoercion, y en un tiempo mas corto, de este tipo de biomoléculas.

En este estudio encontramos respuesta de anticuerpos contra la fraccion
proteica al igual que Gupta y cols. (18 ) y a diferencia de lo reportado por ellos,
no detectamos anticuerpos contra la fraccién lipidica pero si contra la fraccion
polisacéarida. Es importante mencionar que, fas técnicas que emplearon para la
determinacion de anticuerpos anti-proteinas, anti-lipidos y anti-polisacaridos, son
de menor sensibilidad que las utilizadas por nosotros. Ademas debemos aclarar
que estos investigadores no reportan la caracterizacion de las fracciones

utilizadas en la inmunizacion.

Se sabe que los antigenos de naturaleza proteica generalmente son

mejores inmunodgenos que los lipidos y carbohidratos (1, 39), por lo cual no fue
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extrafio que hubiera respuesta de anticuerpos contra la fraccion “proteica” de la
bacteria.

En este trabajo se encontre que la fraccion lipidica no indujo anticuerpos
cuantificables por las técnicas de aglutinacion del kaolin (43) y de ELISA (que
indica o la falta de anticuerpos o una concentracion por abajo de los niveles de
sensibilidad de las técnicas empieadas, aunque esta posibilidad es mas remota),
lo cual contrasta con los datos publicados por Gupta y cols. Esta diferencia
pudiera deberse a que ellos emplearon fosfolipidos totales comeo fraccién lipidica,

ademas de que el estudio se realizé con Nocardia asteroides.

Por lo que respecta al analisis de la fraccion lipidica, realizado mediante
cromatografia de gases, se encontraron acidos grasos de 16 a 18 atomos de
carbono, lo cual concuerda con lo reportado en la literatura, de que, en el género
Nocardia, los acidos grasos caracteristicos liberados de los acidos micolicos, por
pirdlisis-cromatografia de gas varian en tamano de 12 a 18 atomos de carbono, y

que esos acidos grasos pueden estar saturados o contener dobles ligaduras (5).

Con respecto a la respuesta de anticuerpos inducida por la fraccion
polisacarida |, nos dimos cuenta que resultd mejor que la fraccién polisacarida ||
obtenida por nosotros a partir del extracto “proteico”. Un hallazgo que merece
atencion es que la fraccion polisacarida | de Zamora y Bojalil contiene la proteina
de 24 kDa (p24) de Nocardia brasiliensis (la presencia de p24 se observa en un
gel de poliacrilamida con SDS; a pesar de ser considerada una proteina, llama la
atencion su peculiar tincion con azul de Coomassie y su falta de reaccion con
nitrato de plata, lo que puede sugerir que contenga otro tipo de componentes en
su estructura, como los carbohidratos, que no permitan |a union del nitrato de
plata a la proteina), que es una de las proteinas que se ha identificado como
inmunodominante tanto en sueros de pacientes con micetoma, como en sueros
de ratones inmunizados o infectados experimentalmente con esta bacteria (25,

35, 45 ) y esto explica en parte que los sueros de los ratones inmunizados con

59



esa fraccion, mostraran una concentracion alta de anticuerpos anti- p24, similar o
mayor ( cuando se adminisird el antigeno con y sin AlF respectivamente) a la

concentracion inducida en los ratones inmunizados con el extracto “proteico”.

De acuerdo con los datos experimentales de este trabajo de tesis es claro
que si queremos inducir anticuerpos anti-p24 es mejor usar como antigeno la
fraccion polisacarida | (obtenida de acuerdo a la modificacién de la técnica de
Zamora y Bogjalil). Sin embargo una ventaja con posible utilidad es que a
diferencia de la fraccidn polisacarida |, la fraccion polisacarida Il no contiene el
antigeno inmuncdominante p24 y ello puede servir para explorar en el futuro la

explicacion de esa inmunodoeminancia.

Mas adelante se podran realizar experimentos para demaostrar si el
antigeno inmunodominante p24 ademas de proteina contiene carbohidratos y si
es asi tratar de saber en que proporcién se encuentran estos componentes en la

molécula.

En el Departamento de Inmunoclogia se tiene evidencia de que un
anticuerpo monoclonal anti-p24 solo reacciona con este antigeno cuando esta en
condiciones desnaturalizantes (9 ). También en un trabajo previo (8 ) en el
mismo departamento se demostré que p24 es digerida por tripsina, pero sélo
forma 2 fragmentos durante 2 horas de digestion. Estos datos se obtuvieron
utilizando el extracto “proteico” como fuente del antigeno p24, de donde resultaria
interesante repetir esos experimentos (la reaccion con el anticuerpo monaclonal y
la digestién con tripsina), pero empleando la fraccién polisacarida | como fuente

del antigeno inmunodominante p24.

Oftro dato interesante con respecto a la respuesta de anticuerpos inducida
por la fraccion polisacarida | es que, aunque la fraccion proteica posee mayor

contenido de carbohidratos que de proteinas y en esta fraccidon también se
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encuentra la proteina inmunodominante de 24 kDa, hay una respuesta de
anticuerpos contra ella, pero mas baja que la despertada conira la fraccién
polisacarida i (aun sin emulsificar esta fraccién con AIF). Quiza esto sugiera que
pueda existir una relacion entre la presencia y proporcicn de la proteina
inmunodominante y de los carbohidratos y que actien en conjunto para despertar

una buena respuesta de anticuerpos.

De acuerdo 2a los resultados obtenidos en este estudio consideramos que
sera de gran utilidad el realizar una caracterizacién mas fina de la fraccién
polisacarida | de Nocardia brasiliensis, asi como explorar 12 posible relacion entre
los anticuerpos inducidos por inmunizacion activa con las fracciones de Nocardia
obtenidas en este trabajo y la proteccion contra el establecimiento de infecciones

por N. brasiliensis en ratones.
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VILCONCLUSIONES

1.- La llamada fraccién proteica es un extracto celular deslipidizado, constituido

principalmente por carbohidratos.

2.- La proteina inmunodominante de 24 kDa de Nocardia brasiliensis, esta

presente también, en la fraccidn polisacarida |.

3.- No se detectaron anticuerpos anti-fraccién lipidica de Nocardia brasiliesis.

4 - La fraccion polisacarida I, induce la mayor respuesta de anticuerpos contra las
fracciones proteica y polisacarida Il de Nocardia brasiliensis y contra un extracto

semipurificado de esta bacteria.
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IX. APENDICES

APENDICE A

EQUIPO.

=g/ R W N =

Agitador magnético Nuova || (THERMOLYNE)

Balanza analitica 2024MP (SARTORIUS)

Balanza granataria (SARTORIUS)

Bario a temperatura constante Modelo BMT-4 (MAPSA)
Bomba peristaltica (LKB)

Camara para electroforesis (BIO-RAD)

Camara para electroforesis (SIGMA)

Camara para cromatografia en capa fina (SIGMA-ALDRICH)
Centrifuga eppendorf 5415 (BRINKMANN)

. Centrifuga TJ-6 (BECKMAN)
.
12.
13.
14.
16.
16.
17.
18.
19.
20.
23,
22.
23.

Centrifuga Serofuga Il (CLAY ADAMS)
Columna para cromatografia (WHEATON)
Cromatografo de gases (PERKIN ELMER)
Espectofotédmetro DU-6 (BECKMAN)

Fuente de poder Modelo 1000/500 (BIO-RAD)
Formador de gradientes Modelo 385 (BIO-RAD)
Incubadora (J.M. ORTIZ)

Incubadora con agitador. Dubnoff metabolic (GCA/PREC. SCI.)
Lampara de luz ultravioleta Modelo 51438 (GELMAN SCIENCES INC.)

Liofilizadora (VIRTIS)

Microlector para ELISA BP-86 (DIAMEDIX)

Microscopio (ZEISS)

Mufla Modelo-JL (WEST INSTRUMENT CORPORATION)
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24. Placas para ELISA Costar (BIO-RAD)

25. Potenciémetro 43 (BECKMAN)

26. Refrigerador. Ultra low (AMERICAN SCI. PROD.)
27. Refrigerador (KELVINATOR)

28. Rotavapor (BUCHI)

28. Secador de geles (EPHORTEC)

30. Sonicador Modelo 450 (BRANSON)

31. Ultracentrifuga L8-70 M (BECKMAN)

32. Vortex mixer s/fp (AMERICAN SCI. PROD.)
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APENDICE B

REACTIVOS QUIMICOS.

TN DO S @GN 2

el
12.
13
14.
5
16.
17.
18.
19.
20.
21.

22.
23.
24.
25.
26.

Acetona (BAKER)

Acetato de magnesio (MALLINCKRODT)
Acido acético glacial (MERCK)

Acido citrico (MONTERREY)

Acido clorhidrico (MERCK)

Acido desoxirribonucleico (SIGMA)
Acido etilendiaminotetraacético (SIGMA)
Acido fosfomolibdico (SIGMA)

Acido maleico (SIGMA)

Acido nitrico (MERCK)

Acido perclorico (MERCK)

Acido sulfdrico (MERCK)

Acido tricloroacético (BAKER)
Acrilamida (SIGMA)

Agar de dextrosa Sabouraud (BIOXON)
Agarosa (SIGMA)

Alblumina bovina (SIGMA)

Alcohol deshidrogenasa (SIGMA)
Amberlita XAD-7 (SIGMA)

Anhidrasa carbénica (SIGMA)

Anticuerpo polivalente anti-gamma de raton desarrollado en cabra conjugado

a peroxidasa (SIGMA).

Azida de sodio (FISHER)

Azul de bromofeno! (SIGMA)

Azul de Coomassie G-250 (LKB)
Azul de Coomassie R-250 (SIGMA)
Azul dextrana (SIGMA)
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27.
28,
28.
30.
31.
3z,
33.
34.
35.
36.
37,
38.
39,
40.
41
42.
43,
44,
45.
46.
47,
48.
49,
50,
51.
62.
53.
o4.
55,
. Leche descremada “Svelty” (NESTLE)
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2-Mercaptoetanol (SIGMA)
Bicarbonato de sodio (MERCK)
Bromure de etidio (SIGMA)
Carbonato de sodio (FISHER)
Citocromo “c” (SIGMA)
Cloroformo (BAKER)

Cloruro de bario (MONTERREY)
Cloruro de potasio (MERCK)
Cloruro de sodio (MERCK)
Desoxirribonucleasa | (SIGMA)
Dicromato de potasio (MERCK)
Dihidrogeno fosfato de potasio (MERCK)
Duodecilsulfato de sodio (Sigma)
Esfingomielina (SIGMA)

Etanol (MERCK)

Eter etilico (MERCK)

Fenol (MERCK)

Fosfatidilcolina (SIGMA)
Fosfatidilinositol (SIGMA)

Fosfato dibésico de sodio anhidro (MONTERREY)
Fosfato de sodio menobasico (MONTERREY)

Formol (MONTERREY)

Galactosa (FISHER)

Glicerol (SIGMA)

Glicina (SIGMA)

CGlucosa (BAKER)

Hidroxido de amonio (MONTERREY)
Hidroxido de sodio (MERCK)

Kaolin (SIGMA)
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o7.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
66.
67.
68.
69.
70.
il
72
73,
74.
75,
76.

Lecitina/esfingomielina (SIGMA)
Marcadores de peso molecular stock No SDS-7 L Dalton Marck (SIGMA)
Medio infusion cerebro corazén (DIFCQO)
Metanol (MERCK)

Nitrato de plata (MERCK)
N,N,’-metilen-bis-arilamida (SIGMA)
N,N,N',N'-tetrametiletilendiamino (SIGMA)
O-fenilendiamina dihidroclorada (SIGMA)
Papel Whatman No 1

Peréxido de hidrégeno al 30% (MONTERREY)
Persulfato de amonio (SIGMA)

Proteinasa K (SIGMA)

Sephadex G-100 (SIGMA)

Silicagel (MERCK)

Sulfato de amonio (MONTERREY)
Trizma-base (SIGMA)

Trizma hidroclorado (SIGMA)

Tween 20 (SIGMA)

Tween 80 (SIGMA)

Xilencianol (SIGMA)
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ABREVIATURAS

© ® NP

AlF
Abs
BHI

°C
% C

c/a
cm
DNA
EDTA

ELISA

M. g

12.
13.
14.
18,
18.
17
18.
19.
20.
21.

H,SO,
kDa

Hg

APENDICE C

Adyuvante Incompleto de Freund
Absorbancia

Infusion Cerebro Corazén

(Brain Heart Infusion)

Grados centigrados

% de agente entrecruzador
(bis-acrilamida)

con adyuvante

Centimetros

Acido desoxirribonucleico

Acido etilendiaminotetraacetico
(Ethylenediaminetetraacetic Acid)
Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a
Enzimas (Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay)

Unidad de gravedad

Gramos

Hora

inmunoglobulina A
Inmunoglobulina G
Inmunoglobulina M

Perdxido de hidrégeno

Acida sulflrico

Kilodalton

Litro (s)

Microgramo (s)
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22.
23.
24.
25.
26.
27,
28.
29,
30.
31,
32
33

34.
35.
36.
37.

38.

39.
40.
41.

42.
43.
44,

mg
min
ml
mM
M

N.

N

ng
(NH4),S0,
OPD
P
PBS

pH
Poli |
Poli Il

SDS

SDS-PAGE

%T
TEMED
TME

Tris

viv

Miligramo (s}

Minuto (s)

Mililitro (s)

Milimolar

Molar

Nocardia

Normal

Nanogramos

Sulfato de amonio

Ortofenilendiamina dihidroclorada

Pico

Solucién Salina Tamponada con Fosfato
(Phosphate Buffered Saline)

Potencial de Hidrégeno

Polisacarido |

Polisacarido ||

Lauril sulfato de Sodio

(Sodium Dodecyl Sulfate)
Electroforesis en gel de poliacrilamida
con dodecil sulfato de sodio

(Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide
Gel Electrophoresis).

Porciento de Acrilamida total

N, N, N', N’, Tetrametiletilendiamina
Amortiguador Tris-Acido maleico-EDTA
(Tris-Maleic acid-EDTA)

Tris (hidroximetil) aminometano

Voltios

Volumen sobre volumen
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