I. RESUMEN

Recientemente estandarizamos un ensayo inmunoenzimatico (ELISA) en
fase soélida, especifico para la determinacibn de anticuerpos anti-
Nocardia brasiliensis en sueros de pacientes con micetoma actinomicético por
N. brasiliensis. En esta técnica utilizamos como antigeno un extracto
semipurificado de N. brasiliensis enriquecido en la proteina de 24 kDa (p24), la
cual es especifica e inmunodominante para los sueros de pacientes con
micetoma por N. brasiliensis.

La obtencion del extracto semipurificado de N. brasiliensis enriquecido en
p24 requiere mucho tiempo, es de alto costo y su rendimiento es bajo; por lo que
en el presente trabajo nos propusimos estudiar la reactividad de sueros de
pacientes con micetoma activo por N. brasiliensis contra p24 de N. brasiliensis
digerida con tripsina. Es probable que la sintesis quimica de los fragmentos
tripticos que contengan los determinantes antigénicos reconocidos por los
anticuerpos de los sueros de pacientes con micetoma por N. brasiliensis permita

en el futuro reemplazar el uso de p24.

A partir de un extracto celular deslipidizado (ECD) de N. brasiliensis
mediante precipitacion con solucidn saturada de sulfato de amonio y un tamiz
molecular con Sephadex G-100 obtuvimos un extracto semipurificado de
N. brasiliensis enriquecido en p24. Posteriormente, el extracto semipurificado de
N. brasiliensis se analizé mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE)
sin SDS al 12% T, 2.7% C, pH 8.8 y al tefiir con azul de Coomassie observamos
la presencia de 3 bandas, las cuales en estas condiciones no fueron reconocidas

por el anticuerpo monoclonal anti-p24 (Acm anti-p24) de N. brasiliensis.

Cada una de las 3 bandas se eleciroeluyeron por separado en

condiciones no desnaturalizantes. Los electroeluidos se analizaron por
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electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)
e Inmunoelectrotransferencia (IET) y encontramos en cada uno exclusivamente
la presencia de una banda que migré a la posicion de p24, la cual se tiné
principalmente con azul de Coomassie y fue reconocida tanto por sueros de

pacientes con micetoma activo por N. brasiliensis como por el Acm anti-p24 de
N. brasiliensis lo que corroboré su identidad.

Posteriormente la proteina de 24 kDa aislada en condiciones no
desnaturalizantes se marcé con iodo radioactivo y se digirid con tripsina a

diferentes tiempos. Los productos de la digestion se analizaron por SDS-PAGE y
autorradiografia.

La digestion triptica de p24 produjo dos fragmentos; un fragmento triptico
mayor (FTM) y un fragmento triptico menor (ftm). El FTM se observoé con mas
intensidad a los dos mins de haberse iniciado la digestién y posteriormente sufrid
protedlisis; mientras que el ftm se observd con mayor intensidad a los 10 mins
de digestion, lo que coincidio con la desaparicién total de p24 y del FTM.

Encontramos por ELISA e IET que de 10 sueros de pacientes con
micetoma activo por N. brasiliensis, el 100% reconocié p24 sin digerir.
Observamos que los 5 sueros de pacientes que hablian presentado micetoma por
N. brasiliensis y que habian alcanzado remisidn completa, asi como los 5 sueros

de personas aparentemente sanas el 100% mostraron resultados negativos.

Sin embargo, mediante IET no se observé reconocimiento de los 2
fragmentos tripticos de p24 por ninguno de los 10 sueros de pacientes con

micetoma active por N. brasiliensis.



IIl. INTRODUCCION

El Orden de los Actinomycetales comprende un grupo de bacterias Gram
positivas que tienden a formar filamentos y a ramificarse. Un ejemplo de estos

microorganismos son los que constituyen el género Nocardia (11).

Se han descrito mas de 30 especies del género Nocardia (11), sin
embargo solo unas cuantas se han aislado de padecimientos en el hombre, entre
ellas se encuentran: Nocardia asteroides, Nocardia brasiliensis vy

Nocardia otitidiscaviarum (33).

Estas especies dan origen a enfermedades que varian en su localizacién.
Las infecciones de tipo localizado que dan lugar a lesiones granulomatosas
supurativas de caracter destructivo de tejidos, las cuales drenan pus al exterior
por trayectos fistulosos conteniendo granos, se denominan micetomas
actinomicéticos; y las infecciones sistémicas generalizadas, en las cuales se
observa supuracion, pero no se detectan granos, son denominadas nocardiosis
(17).

N. asteroides es el principal agente causal de la nocardiosis en
Norteamérica (14 y 46), dicha enfermedad se presenta principalmente en

huéspedes inmunocomprometidos.

El micetoma es una enfermedad cronica, generalmente localizada a
miembros inferiores, causada por bacterias aerobias (micetoma actinomicético) o
por hongos (micetoma eumicético), que afecta la piel y el tejido celular
subcutaneo; en ocasiones el proceso purulento puede involucrar musculo,
extenderse a los huesos, o puede diseminarse a la cavidad toracica, abdominal,

etc, dependiendo de su localizacidn (17, 45).



El micetoma es una infeccidn que se caracteriza por una inflamacion
fistulosa, en la cual el agente causal estd presente en forma de acumulos
miceliales 0 microcoloniales conocidos como granulos (17, 45). El cuadro clinico
caracteristico del micetoma comprende un aumento de voilumen del area
afectada (a menudo asintomatico) de consistencia dura que con el tiempo
desarrolla nédulos; ademas en la zona infectada se abren numerosos abscesos
de los cuales drena un pus filante, en donde se encuentran los microorganismos
causantes de la infeccién (17, 49).

El género Nocardia esta filogenéticamente relacionado con los géneros
Mycobacterium y Corynebactenium (27).

Las nocardias son bacterias aerobias estrictas, Gram (+), parcialmente
acido resistentes, filamentosas, cuyas ramificaciones fragmentan a células
pleomérficas variando de formas bacilares a cocoides u organismos semejantes

a Corynebacterium. Suelen ser dificiles de diferenciar de las micobacterias (14,
17, 20, 24 y 49).

Hay numerosas especies saprofiticas de Nocardia, en suelos secos y
calidos se han encontrado millones de actinomicetos por gramo de tierra; uno de

los géneros predominantes es Nocardia (36).

En Meéxico el 98% de los casos de micetoma son producidos por
actinomicetos y de este porcentaje el 90% son causados por N. brasiliensis,
aislandose ocasionalmente N. olitidiscaviarum, Streptomyces somaliensis,
Actinomadura madurae, Actinomadura pelietien, etc. Esta enfermedad se ha
presentado tanto en pacientes inmunosuprimidos como en inmunocompetentes.
Los agentes causales mas comunmente aislados de micetoma eumicético son

Madureila grisea, Madurella mycetomii, etc (24 y 51).



El agente causal se introduce en la piel ¢ tejido subcutaneo del organismo
mediante un traumatismo accidental, espina, etc (25). El estado nutricional,
susceptibilidad a la infeccidn, respuesta inmune y tratamiento inicial,
determinaran que se resuelva la infeccién o que se instale la entidad con las

manifestaciones clinicas caracteristicas (11).

El micetoma ya sea actinomicético o eumicético presenta una amplia
distribucién en el mundo, presentandose mas frecuentemente en la franja
localizada entre el tropico de Cancer y el trépico de Capricornio. En América se
encuentra distribuido principalmente en los paises de Centroamérica, México,
Venezuela, Colombia y Brasil. En Africa, se presenta frecuentemente en los
paises de Sudan, Senegal y Somalia. En Asia, la India es el pais en el cual se
han reportado un mayor numero de casos (22 y 25). En México se han reportado
casos practicamente en toda la Republica, predominando en los estados de
Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Mexico, Michoacan, Morelos, Nuevo Ledn y Oaxaca
(22).

En el tratamiento de micetoma actinomicético se han utilizado varios
medicamentos; Welsh y cols (53) reportaron una buena respuesta terapéutica
con amikacina en combinacion ¢on trimetroprim sulfametoxazol en 15 pacientes

con micetoma actinomicético, en los cuales se alcanzé remisién completa.

Los mecanismos de patogenicidad de N. brasiliensis y los de resistencia
que desarrolla el huésped hacia infecciones por este microorganismo no son bien
conocidos. Recientemente, Salinas, Pérez y cols (40) reportaron la presencia de
proteinas caseinoliticas en el ECD de N. brasiliensis, las cuales quizas estén

involucradas en los mecanismos de patogenicidad de esta bacteria.

N. brasiliensis es una bacteria intracelular facultativa capaz de sobrevivir y

continuar su crecimiento dentro del citoplasma de macréfagos y



polimorfonucleares que los hayan fagocitado. Se ha propuesto que estas
bacterias evaden los mecanismos microbicidas de los macréfagos por medio de
la inhibicion de la fusidn de los lisozomas con las vacuolas fagociticas en las
cuales se encuentra el microorganismo (39), este fendémeno se ha observado en

infecciones ocasionadas por M. tuberculosis y por N. brasiliensis (18).

En 1982, Beaman y cols (5) estudiaron el papel de la respuesta inmune
humoral hacia infecciones por N. asferoides en un modelo murino, en ratones
(CBA/N X DBA/2)F1. Los ratones CBA/N presentan una deficiencia en la funcién
de los linfocitos B ligada al cromosoma X. Los machos derivados del
apareamiento de hembras CBA/N con machos inmunolégicamente normales,
son deficientes en las funciones de los linfocitos B; estos ratones son incapaces
de producir anticuerpos, mientras que las hembras si presentan esa capacidad.
Estas hembras y machos fueron infectados con N. asteroides, y se observo que
los machos a pesar de ser deficientes en los linfocitos B no son mas susceptibles
a la infeccion con N. asteroides que las hembras que si poseen la capacidad de
formar anticuerpos. En base a estos resultados los autores sugirieron que los
anticuerpos no eran esenciales para conferir resistencia hacia infecciones

ocasionadas por microorganismos del genero Nocardia.

Conde y cols (16) infectaron ratones con células de N. brasiliensis en el
cojinete plantar. A las dos semanas detectaron depositos del componente C3 del
sistema de complemento e inmunoglobulinas en el sitio de inoculacién; ademas
se detectaron anticuerpos en suero a los 45 dias postinfeccion. La deteccidén de
C3 en la lesidn es un indicio de la presencia de complejos inmunes. Segun los
autores dichos complejos pudieran contribuir a la patogénesis de la enfermedad
o interferir con la funcion de los linfocitos T, ya que los anticuerpos bloguean los

determinantes antigénicos de los antigenos del microorganismo.



Se ha reportado que en pacientes con micetoma, la inmunidad mediada
por células presenta alteraciones, reportandose que esta disminuida o negativa
en casos de micetomas graves (23). Por otra parte, en base a estudios
realizados por Rico y cols (37) en un modelo experimental murino, la inmunidad

humoral parece no tener efectos protectores.

Se ha comprobado que existen reacciones cruzadas extensas entre
N. brasiliensis y microorganismos tales como M. leprae y M. tuberculosis, a causa

de la existencia de antigenos semejantes entre ellos (29, 54 y 55).

Las infecciones ocasionadas por microorganismos del género Nocardia
suelen ser de diagnéstico dificil. El diagnéstico etiolégico de micetoma se
comprueba actualmente con el examen directo del pus, exudado o tejidos
extraidos por biopsia para su cultivo. Este examen es insuficiente para realizar
un diagndstico a nivel de género y especie del agente causal, por lo cual se tiene
que cultivar una muestra de la secrecidn del area afectada en los medios de
cultivo habituales y esperar de 2 a 3 semanas de incubacién para aislar el
microorganismo y poder realizar las pruebas bioquimicas respectivas para su
caracterizacion, entre las que se encuentran hidrolisis de la caseina, tirosina,
urea, gelatina, etc. Estos métodos de diagnodstico no son 6ptimos ya que se
requiere de un tiempo prolongado de incubacién para el cultivo y caracterizacion

del agente causal, retrasando el diagnoéstico de la enfermedad.

Se han realizado numerosos estudios con el fin de estandarizar pruebas
serologicas especificas para detectar infecciones producidas por N. brasiliensis y

por N. asteroides.

En el caso de nocardiosis, se han realizado algunos intentos con el fin de

estandarizar tecnicas de utilidad clinica para el diagnostico de esta enfermedad.



Blumer y Kaufman (9) utilizaron una mezcla de filtrados de cultivos de
N. astervides y de N. brasiliensis y el sobrenadante de un homogenizado de
células de N. asteroides para realizar pruebas de microinmunodifusion, por medio
de las cuales evaluaron 71 sueros de pacientes con nocardiosis; 35 de estos
sueros (49%) fueron positivos con el antigeno del homogenado y 50 (70%)

fueron positivos con la mezcla de los filtrados de cultivo.

Shainhouse y cols (44) usaron un filtrado del medio de cultivo de
N. asteroides para la deteccion de anticuerpos fijadores de complemento en 16
sueros de pacientes con infecciones por Nocardia; 13 de los 16 sueros fueron
positivos a esta prueba. Se observd un alto grado de reaccidn cruzada ya que 2
de los 5 sueros de pacientes con tuberculosis y 3 de los 3 sueros de pacientes

con lepra analizados presentaron reacciones positivas.

En 1985, Sugar y Schoolnick (48) mediante analisis de IET de las
proteinas contenidas en el filtrado de cultivo de N. asteroides, revelaron que de
17 muestras de sueros de pacientes con nocardiosis, el 100% reaccioné con una
proteina cuyo peso molecular fue de 55 kDa (p55), y 11 de estos sueros
reconocian también una proteina de 31 kDa (p31); en base a estos resultados
los autores sugirieron el uso de estas proteinas como reactivos en pruebas de
diagnéstico para nocardiosis. Posteriormente, Angeles y Sugar (2) mostraron
que la p55 previamente identificada en el filtrado de cultivo de N. asteroides (48),
también se encontraba en filtrados de cultivos de N. brasiliensis y de
N. otitidiscaviarum. La p55 fue purificada por medio de electroelucién y la
utilizaron en pruebas de ELISA (enzyme linked immunosorbent assay) realizadas
en papel de nitrocelulosa para identificar sueros de pacientes infectados con
N. brasiliensis; de 8 sueros de estos pacientes, el 100% fueron positivos. De 2
sueros de pacientes infectados con Actinomadura madurae, uno fue positivo y el
100% de los sueros controles (10 sueros de personas aparentemente sanas)

fueron negativos.



En 1987, Angeles y Sugar (3) estandarizaron una técnica de ELISA en
placa para la determinacién de anticuerpos anti-N, asteroides en sueros de
pacientes con nocardiosis. En este ensayo utilizaron como antigeno el
sobrenadante obtenido después de precipitar filtrados de cultivo de N. asteroides
con sulfato de amonio. En el sobrenadante se encontraba p55, previamente
identificada como especifica para Nocardia. Evaluaron 22 sueros de pacientes
con nocardiosis, 21 de pacientes con tuberculosis y 83 de pacientes
hospitalizados que no habian tenido infecciones por micobacterias o nocardias.
Este ensayo fue altamente especifico, ya que el 91% de los sueros de pacientes
con nocardiosis tuvieron titulos mayores o iguales a 1:256, mientras que los
sueros controles negativos y los obtenidos de pacientes con tuberculosis tuvieron

titulos menores a 1:256.

M. leprae es un bacilo relacionado filogenéticamente con N. brasiliensis y
ha sido ampliamen‘te utilizado en estudios tanto de la respuesta inmune humoral
como celular en los pacientes infectados con esta bacteria. Uno de los antigenos
aislados es una proteina cuyo peso molecular es de 65 kDa (p65); la cual
presenta gran homologia en su secuencia de aminoacidos con las proteinas de
choque térmico de una amplia variedad de microorganismos (4). Esta proteina
se encuentra en diferentes especies del género Mycobactenum que son
importantes desde el punto de vista médico, ademas es inmunodominante tanto
con los sueros de pacientes con lepra como con los sueros de pacientes con

tuberculosis.

Buchanan y cols (13), ulilizaron 23 anticuerpos monoclonales que
reconocian p65 de M. leprae y encontraron mediante radicinmunoensayos
competitivos, que 14 de estos anticuerpos monoclonales reconocian
determinantes antigénicos diferentes. Al evaluar la especificidad de especie de
estos determinantes antigenicos mediante inmunoensayos de dot-blot en papel

de nitrocelulosa utilizando extractos sonicados de 23 especies diferentes de
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micobacterias, observaron que de los 14 anticuerpos monoclonales, solamente
uno (IlIEY) reconocié un determinante antigénico encontrado exclusivamente en
p65 de M. leprae.

Para determinar la localizacion precisa y/o la secuencia de aminoacidos
de los epitopes proteicos, algunas de las estrategias mas comunmente utilizadas
incluyen el andlisis de variantes virales que son resistentes a la neutralizacion por
anticuerpos, reacciones con fragmentos proteoliticos purificados y reacciones

con colecciones de péptidos sintéticos traslapados.

Mehra y cols (31), plantearon otra estrategia mediante la expresion de
acido desoxirribonucleico recombinante (ADNr) para deducir la secuencia de
aminoacidos de 6 determinantes antigénicos de p85; uno de ellos especificos
para M. leprae. Para ello se cred una subbiblioteca del gen que codifica para
dicha proteina, utilizando fragmentos del gen que son integrados al genoma del
fago lambda gt11. Posteriormente se identificaron las clonas productoras de
determinantes antigénicos especificos a través de un rastreo con anticuerpos
monoclonales para p65; luego se determiné la secuencia que codifica para cada
epitope. Para corrgborar que esta secuencia era la especifica, se sintetizaron
péptidos para cada uno de los epitopes y se demostrd por la técnica de ELISA

que se unian al anticuerpo monoclonal apropiado.

Anderson y cols en 1988 (4), sintetizaron péptidos en fase soélida para
definir la secuencia de los epitopes reconocidos por los 14 anticuerpos
monoclonales dirigidos contra determinantes antigénicos de p65 (13). Con el uso
de estos péptidos sintéticos determinaron la localizacion de los epitopes en la
estructura primaria de la proteina y la secuencia de! epitope reconocido por el
anticuerpo especie-especifico IIIE9, el cual, segun los autores, podria ser il

para el serodiagnostico de la lepra.
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En 1989, Meeker y cols (30) determinaron si los peptidos sintéticos de
p65 podrian ser utiles para el serodiagnéstico y monitoreo de la accion
terapéutica en los pacientes con lepra. Para ello los sueros de pacientes con
lepra lepromatosa fueron evaluados por la técnica de ELISA contra 43 péptidos
sintéticos y también se prob¢ la reactividad de estos sueros hacia la proteina de
65 kDa recombinante (p65r). En base a los resultados obtenidos, los autores
concluyeron que la respuesta de los anticuerpos humanos es diferente a la
observada con los anticuerpos monocionales de ratén ya que la serorreactividad
de los pacientes con lepra hacia los péptidos sintéticos y hacia p65r solamente

se observé en un tercio de los pacientes con casos multibacilares activos.

En 1988, Oftung y cols (35), utilizaron péptidos sintéticos de secuencias
de aminoacidos de p65 para identificar cuales de ellos eran reconocidos por
clonas de celulas T policlonales de pacientes con tuberculosis que reaccionaron
con p65r. Se identificaron 4 epitopes, 3 de los cuales presentaron reaccidon
cruzada con celulas T de pacientes infectados con M. leprae y de pacientes
infectados con M. tuberculosis. Las clonas de células T reactivas presentaron un
fenotipo (CD4+, CD8-) y se demostré que después de ser estimuladas con el
antigeno secretaban interleucina 2 (IL-2), factor estimulante de colonias de

granulocitos y macréfagos (GM-CSF) e interferén gamma.

El diagnéstico serolégico para micetoma actinomicotico por N. brasiliensis
no existe como prueba clinica de rutina debido a la falta de antigenos purificados

especificos y con alta sensibilidad que eviten reacciones cruzadas.

Salinas y cols (41) mediante andlisis de IET, utilizando un extracto
sonicado deslipidizado de N. brasiliensis (cepa HUJEG-1) y sueros de pacientes
con micetoma por N. brasiliensis, sueros de pacientes con lepra, sueros de
pacientes con tuberculosis y sueros de personas aparentemente sanas,

identificaron 3 proteinas inmunodominantes con los sueros de personas
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infectadas con N. brasiliensis las cuales tienen un peso molecular de 24, 26 y 61
kDa. Observaron que de 16 muestras de sueros de pacientes con micetoma por
N. brasiliensis, 13 (81%) reconocian la proteina de 61 kDa (p61), 14 (88%)
reconocian la proteina de 26 kDa (p26) y 14 (88%) reconocian la proteina de 24
kDa (p24); de 17 muestras de sueros de pacientes con lepra, 2 (15%)
reconocian p61, 3 (23%) reconocian p26 y 3 (23%) reconocian p24; de 25
muestras de sueros de personas aparentemente sanas, 4 (16%) reconocian p61

y ninguna reconocié p26 ni p24.

Las proteinas inmunodominantes de 24 y de 61 kDa fueron purificadas en
condiciones desnaturalizantes mediante la técnica de electroelucion por Vera y
cols (52).

En 1993, nuestro grupo estandarizd (42) un ensayo inmunoenzimatico
(ELISA) en fase sdlida para la determinacién de anticuerpos anti-N. brasiliensis
en sueros de personas infectadas con esta bactena, en el cual utilizamos como
antigeno un extracto semipurificado de N. brasiliensis en el que se encontraba
p24. Para evaluar la especificidad de la técnica analizamos 24 sueros de
pacientes con lepra, 29 sueros de pacientes con tuberculosis pulmonar activa,
31 sueros de personas aparentemente sanas, 30 sueros de pacientes con
micetoma actinomicotico en estadio activo de la enfermedad (26 por
N. brasiliensis, 3 por N. asteroides y uno por A. madurae) y 12 sueros de
personas que habian presentado micetoma por N. brasiliensis y que estaban en

remision completa.

Los sueros de pacientes con micetoma en estadio activo, a excepcion del
suero de paciente con micetoma producido por A. madurae, presentaron valores
de absorbancia (abs) a una longitud de onda de 492 nm mayores a 0.300 y el
resto de los sueros analizados mostraron valores menores, a excepcidon de un

suero perteneciente a una persona sana que estuvo trabajando con
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N. brasiliensis. También encontramos una correlaciéon entre los valores de
absorbancia de los sueros y el estadio clinico de la enfermedad. Observamos
que los valores de abs disminuian conforme el paciente se recuperaba de la
enfermedad y presentaron valores menores a 0.300 cuandc el paciente alcanzé

la remisién clinica y bacteriologica.

Algunas de las limitantes para la obtencidn del extracto semipurificado de
N. brasiliensis son; alto costo, se requiere de aproximadamente un mes para la
obtencion del antigeno y el rendimiento es muy bajo. El presente trabajo se
planteé con la finalidad de analizar la reactividad de sueros de pacientes con
micetoma en estadio activo de la enfermedad contra la proteina
inmunodominante de 24 kDa de N. brasiliensis digerida con ftripsina, con el
propésito de detectar fragmentos tripticos de la misma que sean reconocidos

especificamente por estos sueros.

En un futuro se podria realizar la sintesis organica de los péptidos tripticos
de interés o clonar el gen que codifique para ellos, en lugar de realizar esto
mismo con p24 completa, o que implicaria un mayor costo. También se podrian
identificar los epitopes reconocidos por los anticuerpos presentes en sueros de
pacientes con micetoma por N. brasiliensis, utilizando anticuerpos monoclonales
dirigidos contra p24 y péptidos sintéticos que contengan la secuencia de los

fragmentos tripticos.
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lll. OBJETIVOS

Aislar la proteina inmunodominante de 24 kDa de N. brasiliensis.

Fragmentar la proteina de 24 kDa de N. brasiliensis utilizando tripsina.

Analizar por inmunoelectrotransferencia la reactividad de sueros de
pacientes con micetoma por N. brasiliensis contra la proteina

inmuncdominante de 24 kDa de N. brasiliensis digerida con tripsina.
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IV. MATERIAL Y METODOS

1. OBTENCION DEL ECD DE N. brasiliensis.

1.1 Cepade N. brasiliensis.

La N. brasiliensis utilizada en este trabajo fue obtenida de un paciente con
micetoma que asistié a la consulta de Dermatologia del Hospital Universitario
"Dr. José Eleuterio Gonzalez",

La identificacién de la bacteria la realizé el Dr. Manuel Rodriguez
Quintanilla en el Depto. de Microbiologia de esta Facultad y su identidad se
corrobord en el Centro de Control de Enfermedades de Atlanta Georgia de los
Estados Unidos de Norteamérica por el Dr. Libero Ajello.

A esta cepa se le denomind "Hospital Universitario José Eleuterio
Gonzalez-1" (cepa HUJEG-1).

Esta cepa se conserva en medio Sabouraud a temperatura ambiente.

1.2  Preparacién del inéculo de N. brasiliensis.

Se prepararon 4 matraces Erlenmeyer de 125 ml con un volumen de 30 ml
cada uno de medio infusion cerebro-corazén (BHI). Despues de esterilizarlos a
15 libras de presion por 15 mins se inocularon con una asada tomada de la cepa
HUJEG-1 crecida en medio Sabouraud y se dejaron incubando a 37°C con
agitacion constante durante 48 hrs. El contenido de los matraces se recolecto v
se centrifugd a 1920 x g por 7 mins. El precipitado se trituré con un agitador de
vidrio y se le agregd 1 ml de solucion salina al 0.85% estéril, se dejé reposar
durante 5 mins y el sobrenadante se agrego por cantidades iguales a 8 matraces
Erlenmeyer preparados como los anteriores, los cuales se incubaron a 37°C con
agitacién constante durante 48 hrs. El contenido de los matraces se recolectd y
se centrifugd a 1920 x g por 7 mins, el precipitado se resuspendié en solucion
salina y se trituré en un homogenizador por un minuto y medio con 3 descansos

de medio min cada uno. El homogenizado se centrifugd a 166 x g por & mins y el
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sobrenadante (indculo o suspensidn unicelular de N. brasiliensis) se colocd en

viales ampula estériles y se almacend a 4°C.

1.3 Cultivo y obtencién del ECD de N. brasiliensis.

Para obtener masa bacteriana a gran escala se prepararon 40 matraces
Erlenmeyer de 1 y 2 litros, con 160 mi 0 170 mi de medio BHI respectivamente,
los cuales se inocularon con aproximadamente 0.4 ml de suspension unicelular
de N. brasiliensis y se incubaron a 37°C por 7 dias sin agitacion. Posteriormente
el medio de cultivo se eliminé por decantacién, las bacterias se recolectaron en
frascos de polivinilo de 500 ml, se centrifugaron a 1250 x g por 7 mins y se
lavaron varias veces con agua destilada estéril. Las bacterias se deslipidizaron
utilizando mezclas de etanol.éter en diferentes proporciones (1:1, 1:2 y 1:3).
Despues se secaron al vacio, se mezclaron con polvo de vidrio en un mortero y
se trituraron durante 90 mins. El homogenizado se resuspendid en amortiguador
Tris-HCI 0.01 M con acetato de magnesio 0.01 M pH 7.4, se dejo en agitacion
constante durante 12 hrs a 4°C. El polvo de vidrio se eliminé despues de
centrifugar la muestra a 1920 x g por 30 mins y el resto de la muestra se
ultracentrifugd a 144000 x ¢ durante 3 hrs. El sobrenadante (ECD de
N. brasiliensis) se recuperd, se dializé contra agua destilada por 12 hrs a 4°C, se
dejé una alicuota para determinar la concentracion de proteinas, el resto se
liofilizod y se almacend a -20°C.

La determinacién de la concentracion de proteinas se realizd de acuerdo

al método de Lowry (28), utilizando como estandar albumina sérica bovina (ASB).

2. ANALISIS DEL ECD DE N. brasiliensis MEDIANTE SDS-PAGE.

2.1 Preparacion de geles.
Se utilizaron minigeles de poliacrilamida con SDS, en gradiente de 10% a
18% T, 2.7% C, pH 8.8; cuyas dimensiones fueron 7 cm X 10 cm X 0.75 mm de

grosor.
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El gel de empaquetamiento al 5% T, 2.7% C, pH 6.8; se preparé a partir

de la mezcla de las siguientes soluciones:

Gel al 5%
Solucién patrén de acrilamida-
bis-acrilamida al 30% T, 2.7%C ........ .. . ... 0.499 ml
Aguabidestilada . .............. ... . . . e 1.980 ml
Amortiguador Tris-HCIpHG6.8 .............. ... ... ... ..... 0.375 mi
T | I T 0.030 ml
Persulfatodeamonioal 10% .......... ..., 0.105 ml
TEMED. ... e e e e 0.003 mi

El gel de corrimiento para geles de poliacrilamida con SDS en gradiente
de 10% a 18% T, 2.7% C, pH 8.8 se preparo con la ayuda de un dispositivo
generador de gradientes de 2 columnas, conectadas a una bomba peristaltica.
Se utilizaron las siguientes soluciones:

Columna A Columna B

10% 18%

Solucidn patrén de acrilamida

bis-acrilamida al 30% T,2.7%C ............. 0.720 ml 1.259 ml
Aguabidestilada. . ............... ... ... ..., 0.874 ml 0.193 ml
Amortiguador Tris-HCIpH88 ............... 0.396 ml 0.396 ml
Glicerolal 50% ........... ... ... i, 0.144 ml 0.222 ml
SDSal10% ..oovive e 0.020 ml 0.020 m|
Persulfato de amonioal 10% . .............. 0.007 mi 0.007 ml
TEMED ... e e 0.001 ml 0.001 mi
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2.2 SDS-PAGE del ECD de N. brasiliensis.

Para analizar |a calidad del ECD de N. brasiliensis se prepararon geles de
poliacrilamida con SDS en gradiente de acuerdo al sistema discontinuo de
Laemmli (26) en geles planos, con un gel de empaquetamiento 5% T, 2.7% C,
pH 6.8 y un gel separador en gradiente de 10% a 18% T, 2.7% C, pH 8.8.

Se sometieron a electroforesis una muestra de marcadores de baja
movilidad relativa (Mr) SDS-7L (albumina sérica bovina de 66 kDa, albumina de
huevo de 45 kDa, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de 36 kDa, anhidrasa
carbénica de 29 kDa, tripsindgeno de 24 kDa y alfa-lactoalbdmina de 14 kDa) y
una muestra de ECD de N. brasiliensis por duplicado. La muestra de ECD se
mezclé con amortiguador de muestra 4X para condiciones desnaturalizantes
(contiene SDS y 2-mercaptoetanol) y se calenté por 2 mins en agua hirviendo.
Como amortiguador de corrimiento se utilizé tris 25 mM, glicina 192 mM con SDS

al 0.1%. La electroforesis se llevé a cabo a un voitaje constante de 150 volts.

3. TINCION DE GELES.

Se utilizaron 2 técnicas de tincién para geles: Tincién con nitrato de plata

y tincién con azul de Coomassie.

3.1 Tincién con nitrato de plata.

Se utilizé la técnica de tincién con nitrato de plata de Merril (32). Después
de someter las muestras a electroforesis, el gel se colocd en solucidn fijadora
(50% de metanol con 12% de acido aceético) por 30 mins; posteriormente se
realizaron 3 lavados de 10 mins cada uno con una solucién de 10% de metanol y
5% de acido acético. Enseguida se agregd una solucién oxidante (0.099% de
dicromato de potasio y 0.2% de acido nitrico) durante 5 mins y después se
realizaron 3 lavados de 10 mins cada uno con agua bidestilada. A continuacién
el gel se sumergio en nitrato de plata 0.012 M por 30 mins, [os primeros 5 mins

se colocd bajo uz intensa; después se agrego solucion reveladora (carbonato de
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sodio 0.28 M y 0.5 ml de formol por cada litro de solucién). La reaccién se
detuvo con acido acético al 1%.

3.2  Tincién con azul de Coomassie,

El gel se sumergid en solucién colorante de azul de Coomassie (0.1% de
azul de Coomassie, 40% de metanol y 10% de acido acético) por 30 mins,
posteriormente se colocé en solucidén destefiidora (40% de metanol y 10% de

acido acetico).

4. OBTENCION DE EXTRACTO SEMIPURIFICADO DE N. brasiliensis.

4.1  Precipitacidn del ECD de N. brasiliensis con sulfato de amonio,

El ECD de N. brasiliensis (100 mg) se disolvid en 12 ml de PBS 0.1 M,
pH 7.2, se le agregd lentamente y con agitacion constante un volumen igual de
solucién saturada de sulfato de amonio previamente ajustada a pH 7.2 con
hidréxido de amonio; la mezcla se dejd agitanto durante 30 mins. Todo el
proceso se realizd a 4°C. Después, la muestra se centrifugd a 1820 x g por 30
mins, la pastilla se resuspendié en 2 ml de PBS y al igual que el sobrenadante se
dializaron exhaustivamente contra solucion salina al 0.85%. Para verificar la
eliminacién de sulfato de amonio, se probaron alicuotas de la solucién de didlisis
con solucién saturada de clorure de bario. Posteriormente, tanto el precipitado

como el sobrenadante se liofilizaron por separado.

4.2 Tratamiento del sobrenadante con desoxirribonucleasa .

El sobrenadante liofilizado se resuspendi® en 1.4 ml de PBS, se le
agregaron 150 ul de desoxirribonucleasa | y se incubd a 37°C durante 2 hrs.
Posteriormente, se centrifugd a 1920 x g por 10 mins, se separé el sobrenadante

y se dializ6é contra agua bidestilada durante 12 hrs a 4°C.
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4.3 Cromatografia de filtracién en gel.

4.3.1 Preparacién y calibracién de una columna con sephadex G-100.

Se utilizé una columna para cromatografia (23 cm de largo por 2.5 cm de
diametro), la cual se empaquet6 con una matriz de sephadex G-100 con una
capacidad de retencién de agua de 15 ml por gr de peso seco. Se
resuspendieron 7 gr de sephadex en agua bidestilada y se dejaron toda la noche
a temperatura ambiente. Después, el sephadex se lavé 3 veces con agua
bidestilada y se equilibré en PBS 0.1 M pH 7.2; con este material se empaco Ia
columna por gravedad a un flujo de trabajo de 0.5 ml por min a 4°C.

Para determinar el volumen vacio de la columna se utilizé dextrana azul
cuyo peso molecular es de 2000 kDa (1 mg en 250 ml de PBS con 5% de
glicerol). Posteriormente, se determiné el volumen de elucién de las siguientes
proteinas de peso molecular conocido: Alcchol deshidrogenasa de 150 kDa (5
mg en 500 ml de PBS con 5% de glicerol}, anhidrasa carbonica de 29 kDa (3 mg
en 500 mi de PBS con 5% de glicerol) y citocromo "c" de 12.4 kDa (2 mg en 500
ml de PBS con 5% de glicerol). Las diferentes proteinas se eluyeron al flujo de
trabajo, se recolectaron alicuotas de 2 ml cada 4 mins y se determiné el valor de
abs de cada una de las fracciones a una longitud de onda de 280 nm. Para
obtener el perfil de elucion de estos marcadores, los valores de abs de cada

fraccién se graficaron contra los nimeros de fracciones (volimenes de elucion).

4.3.2 Cromatografia de filtracién en gel del scbrenadante.

Al sobrenadante tratado con desoxirribonucleasa | y dializado se le agregd
5% de glicerol, se mezclo y después se aplicé a la columna empaquetada con
sephadex G-100, se eluyé al flujo de trabajo y se determind el valor de abs a
280 nm de cada una de las fracciones. El perfil de elucidn de la muestra se
graficd. Las alicuotas que se encontraron en el pico 2 del perfil de elucion,
previamente reportado por Vera, Salinas y cols (52), se analizaron mediante

SDS-PAGE. El gel se tifié con azul de Coomassie y las fracciones donde se
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encontré la banda que correspondia a p24 se mezclaron {extracto semipurificado
de N. brasiliensis) y se dializaron para eliminar el PBS; posteriormente se

concentraron por liofllizacion y se conservaron a -20°C.

45 Analisis por SDS-PAGE del extracto semipurificado de N. brasiliensis.

- Preparacién del gel:

Se prepard un minigel de poliacrilamida analitico con SDS (7 cm X 10 cm
X 0.75 mm de grosor), en gradientede 10% a18% T, 2.7% C, pH 8.8; con un
gel de empaquetamiento al 5% T, 2.7% C, pH 6.8.

- Preparacion de las muestras.

Las muestras que se sometieron a eiectroforesis en este experimento
fueron las siguientes: marcadores de bajo peso molecular SDS-7L, muestras de
ECD y de extracto semipurificado de N. brasiliensis.

Las muestras de los extractos se mezclaron con amortiguador de
muestras 4X en relacion 1:3 (v/v), posteriormente se agitaron con un vibrador

eléctrico y se calentaron en un bafio de agua hirviendo durante 2 mins.

- Electroforesis:

El gel se sometié a un precorrimiento de 50 volts durante 20 mins antes de
aplicar las muestras.

La electroforesis se realizé a 80 volts en el gel de empaquetamiento y 150
volts en el gel de separacidn hasta que el colorante (azul de bromofenol) alcanzé
el limite del gel.

Una vez terminada la electroforesis el gel se tifd con azul de Coomassie y

posteriormente con nitrato de plata.
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46 |IET del extracto semipurificado de N. brasiliensis en condiciones
desnaturalizantes y evaluacién del reconocimiento de p24 por el

Acm anti-p24.

La IET se realizé de acuerdo a la técnica de Towbin (50). Se preparé un
minigel de poliacrilamida con SDS en gradiente de 10% a 18% T, 2.7% C,
pH 8.8, con un gel de empaquetamiento al 5% T, 2.7% C, pH 6.8 y se colocé un
peine con carriles de 2 cm cada uno. Las muestras tanto de ECD como las de
extracto semipurificado de N. brasiliensis se sometieron a SDS-PAGE. Al
termino de la electroforesis se cortd parte del gel que contenia cada una de las
muestras para tefiirlas con azul de Coomassie y el resto de las proteinas
contenidas en el gel se transfirieron a papel de nitrocelulosa durante una hr a un
voltaje constante de 100 v a 4°C, con agitacion constante. Como amortiguador
de transferencia se utilizd tris 256 mM, glicina 182 mM con 20% de metanol. El
papel de nitrocelulosa con las proteinas transferidas se colocé en solucidn
bloqueadora (3% de gelatina de pescado en PBS 0.1 M, pH 7.4) por una hr a
37°C y posteriormente se realizé un lavado de 10 mins con la solucién de lavado
(gelatina al 0.3% en PBS 0.1 M pH 7.4 con tween 20 1:1000).

El papel de nitrocelulosa se cortd en tirillas de 4 mm de ancho, las cuales
se colocaron en una camara de incubacion.

Tanto las tirillas que contenian ECD como las tirillas que contenian
extracto semipurificado de N. brasiliensis se incubaron unas con sobrenadante
de la clona A4 productora de Acm anti-p24 sin diluir, y otras con suero de
paciente con micetoma por N. brasiliensis, el cual se diluyd 1:25 con la solucién
diluyente (gelatina al 1.5% en PBS 0.1 M pH 7.4 con tween 20 1:1000). Las
tirillas se incubaron durante 15 hrs a 4°C y posteriormente se realizaron 3
lavados de 10 mins cada uno con la solucién de lavado mencionada
anteriormente. Las tirillas que se pusieron en contacto con suero de paciente se
incubaron con gammaglobulinas anti-lgG humana desarrolladas en cabra
conjugadas a peroxidasa, diluidas 1:1000; mientras que las tirillas que se

pusieron en contacto con Acm anti-p24, se incubaron con gammaglobulinas
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anti-lgG de raton desarrolladas en cabra conjugadas a peroxidasa diluidas
1:1000 en la solucidn diluyente mencionada anteriormente. Las tirillas se
incubaron durante 2 hrs con agitacion constante, enseguida se realizaron 3
lavados de 10 mins cada uno y posteriormente se expusieron a la solucion
cromoégeno-substrato (10 mg de 3-3'diaminobenzidina en 20 ml de PBS 0.1 M pH
7.4 con 40 ml de peroxido de hidrégeno al 30%). La reaccion se detuvo con HCI
1N. Las tirillas se enjuagaron con agua bidestilada y se secaron colocandolas

sobre papel absorbente.

5. AISLAMIENTO DE p24 DE N. brasiliensis EN CONDICIONES NO
DESNATURALIZANTES.

5.1 Fuente de obtencién de p24 de N. brasiliensis.
La p24 de N. brasiliensis se aislé a partir del extracto semipurificado de
esta bacteria, el cual estaba enriquecido en esta proteina.
5.2 Identificacion de p24 en condiciones no desnaturalizantes.
5.2.1 Analisis por PAGE sin SDS del extracto semipurificado de N. brasiliensis.
- Preparacién del gel:

El gel de empaquetamiento al 5% T, 2.7% C, pH 6.8, se preparé a partir

de la mezcla de las siguientes soluciones:

Gel al 5%
Solucién patrdn de acrilamida-
bisacrilamida al 30% T,2.7% C ....... ... .. .. . ... 0.325 mi
Aguabidestilada . ........... ... ... .. .. 1.862 ml
Amortiguador Tris-HCIpH6.8 . ............. ... .. ....... 0.312 mi
Persulfatodeamonioal 10%. . ........ ... ... ... .., 0.012 ml
TEMED. .. e 0.002 ml



El gel de separacién al 12% T, 2.7% C, pH 8.8, se preparo a partir de la

mezcla de las siguientes soluciones:

Gel al 12%
Solucién patrén de acrilamida-
bisacrilamidaal 30% T,27%C.......... . i, 1.799 ml
Aguabidestilada . .......... ... ... . e 2.110 mil
Amortiguador tris-HCIpH8.8 .. .. ...... ... ... ... .. .. ... 0.562 ml
Persulfatodeamonioal 10% ......... ... oot 0.022 ml
TEMED .. e 0.002 ml

Como amortiguador de electroforesis se utilizd tris 25 mM, glicina 192 mM.

- Preparacion de la muestra:
La muestra de extracto semipurificado de N. brasiliensis se mezclé en
proporcidon 1.1 (v/iv) con amortiguador de muestra para condiciones no

desnaturalizantes 2X.

- Electroforesis:

Se colocd la muestra en el carril del gel, se aplicd un voltaje constante de
80 volts en el gel de empaquetamiento, después se aumentéd a 150 volts durante
la migracion de la muestra en el gel de separacién hasta que el colorante llegé al
limite del gel.

El gel se tind con azul de Coomassie y con nitrato de plata.
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5.2.2 |ET del extracto semipurificado de N. brasiliensis en condiciones no
desnaturalizantes y evaluacion del reconocimiento de p24 por el

Acm anti-p24.

Se prepardé un minigel de poliacrilamida en gradiente de 10% a 18% T,
2.7% C, pH 8.8, sin SDS y se utilizé un peine con carriles de 2 cm cada uno.

Las muestras de ECD y de extracto semipurificado de N. brasiliensis se
sometieron a PAGE sin SDS.

Después de la electroforesis se corté una parte del gel de cada una de las
muestras para teriirlas con azul de Coomassie, mientras que el resto de las
proteinas contenidas en el gel se transfirieron a papel de nitrocelulosa. Se
coloco papel de nitrocelulosa a ambos lados del gel, tanto hacia el polo positivo
(anodo), como hacia el polo negativo (catodo).

Como amortiguador de transferencia se utilizé tris 25 mM, glicina 192 mM
y 20% de metanol.

El resto del procedimiento se llevé a cabo de la misma manera que en la
seccidon 4.6, a excepcidn de que en este experimento se incubaron tirillas de
nitrocelulosa de las que se colocaron a ambos lados del gel, con suero de
paciente con micetoma por N. brasiliensis y otras con sobrenadante de la clona

A4 productora del Acm anti-p24 de N. brasiliensis.

53 Electroelucibn de p24 de N. brasiliensis en condiciones no

desnaturalizantes.

5.3.1 PAGE sin SDS preparativo del extracto semipurificado de N. brasiliensis.
- Preparacién de geles:
Se hicieron geles preparativos sin SDS al 12% T, 2.7% C, pH 8.8, cuyas

dimensiones fueron 14 cm X 21 cm X 3mm de grosor y se utilizé un peine con un

carril de 13 cm.
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El gel de empaquetamiento al 5% T, 2.7% C, pH 6.8, se prepar6 a partir

de la mezcia de las siguientes soluciones:

Gel al 5%
Solucién patrén de acrilamida-
bisacrilamida ai30% T,2.7% C. ... .. .o it reen 0.975 ml
Aguabidestilada ........ ... . . e 0.587 mi
Amortiguador tris-HCIpH6.8. . .. ...... ... ... ... . ... .. ... 0.937 mi
Persulfatodeamonioal 10%. ......... ... oo i 0.037 ml
TEMED o e 0.007 ml

El gel de separacion al 12% T, 2.7% C, pH 8.8, se prepard a partir de la

mezcla de las siguientes soluciones:

Gel al 12%
Solucidn patrén de acrilamida-
bisacrilamidaal 30% T,27%C....... ... ... ... ... ... 24 .00 ml
Aguabidestilada. . .......... ... 28.20 mi
Amortiguador tris-HCIpH8.8. . ........ ... .. .. .. i L. 7.48 m|
Persulfatode amonioal 10%. .. .. ........ ... .ot 0.29 ml
TEMED. ..o e e e 0.02 ml

Como amortiguadoer de electroforesis se utilizé tris 50 mM, glicina 384 mM.

- Preparacion de la muestra:
Una muestra de extracto semipurificado de N. brasiliensis, la cual se
mezc¢ld con amortiguador de muestra 2X para condiciones no desnaturalizantes,

en relacion 1.1, se sometid a electroforesis preparativa.
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- Electroforesis:

La muestra de extracto semipurificado de N. brasiliensis se colocé en el
carrii de 13 cm, se aplicdé un voltaje constante de 80 v en el gel de
empaquetamiento y de 150 v en el gel de separacion. La electroforesis se llevo a
cabo a 4°C; al término de la misma, se cortaron 3 porciones pequenas del gel
(una del extremo izquierdo, otra del extremo derecho y una de la paite central),
las cuales se tifieron con azul de Coomassie, mientras que el resto del gel se

congelo a -70°C.

5.3.2 Electroelucion de p24 de N. brasiliensis en condiciones no
desnaturalizantes.

Después de tefiir las 3 porciones del gel preparativo mencionadas
anteriormente (seccién 5.3.1) e identificar diferentes bandas, se descongeld el
gel preparativo y se cortaron los fragmentos que correspondian por su posicién a
las bandas tefidas, los cuales se cortaron en fracciones mas pequerias.

Las proteinas contenidas en cada uno de estos fragmentos se
electroeluyeron individualmente.

Para llevar a cabo la electroelucion se utilizé un equipo electroelutor de
BIO-RAD.

Como amortiguador de electroelucién se utilizdé tris 25 mM, glicina
192 mM, sin SDS. Se utilizaron membranas para dialisis cuyo poro de exclusion
fue de 12 a 15 kDa; las cuales se calentaron a 60°C en amortiguador para
electroelucién durante una hr antes de su uso.

El moédulo para electroelucion se ensamblé de la siguiente manera; Se
utilizaron tres tubos de vidric en cuya base se colocd un soporte; posteriormente
se colocé el dispositivo que contiene la membrana de dialisis en la base de un
adaptador de silicon, el cual se llend con amortiguador de electroelucion y
después se ensamblo en la base del tubo de vidrio; los tubos se llenaron con
este amortiguador y dentro de cada tubo se colocaron los fragmentos del gel que

correspondian a cada una de las bandas. Posteriormente, el médulo se colocd
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dentro de la camara para electroelucibn y se agregd amortiguador para
electroelucion tanto en la camara superior como en la inferior hasta cubrir los
electrodos.

La electroelucion se llevo a cabo durante 210 mins a 4°C, con agitacion
constante y se aplicd una corriente constante de 10 mA por cada tubo.

Las proteinas electroeluidas se dializaron en el mismo equipo, de la
manera siguiente: El amortiguador que se encontraba en las camaras y dentro
de cada tubo por encima del soporte se descartd. Se colocd amortiguador
Tris-HCI 10 mM EDTA 2 mM pH 7.6 en la camara inferior y se dejé con agitacion
constante a 4°C durante 12 hrs. Después, los adaptadores de silicdn de cada
tubo de vidrio se removieron lentamente y con una micropipeta se extrajo por
separado la solucién de cada tubo que contenia las proteinas electroeluidas y

dializadas.

5.3.3 Analisis por SDS-PAGE de los electroeluidos.

Para determinar en cual de los electroeluidos se encontraba p24,
muestras de cada uno de ellos se sometieron a SDS-PAGE en gradiente de 10%
a 18% T, 27% C, pH 8.8; también se incluyeron una muestra de ECD de
N. brasiliensis y marcadores de bajo peso molecular SDS-7L.

El gel se tind con azul de Coomassie y con nitrato de plata.

5.3.4 Analisis por IET de los electroeluidos.

Se prepard un gel igual al anterior {(seccion 5.3.3), con un peine de 3
carriles de 2 ¢cm cada uno, en los cuales se aplicaron las muestras de los
diferentes electroeluidos. Después de la electroforesis se tifid una parte de cada
muestra con azul de Coomassie, mientras que el resto de las proteinas
contenidas en el gel se transfirieron a papel de nitrocelulosa.

De los 3 papeles de nitrocelulosa se cortaron tirillas, algunas de las cuales
se incubaron con suero de paciente con micetoma por N. brasiliensis y otras con

el Acm anti-p24 para corroborar la identidad y la antigenicidad de esta proteina.
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6. IODINACION DE ASB.

Para estandarizar las condiciones de iodinacién, se utilizé como estandar
ASB.

En un vial se colocaron 10 ug de ASB resuspendida en 20 yl de PBS
0.1 M pH 7.2, después se agregaron 50 pl de PBS y 10 pl de iodo 131 (aprox.
200 mCi), enseguida se anadieron 25 pg de cloramina T disueltos en 25 ul de
PBS 0.1 M pH 7.2, (6 pl cada min con agitacién), la muestra se dejé en reposo
durante & mins, después de lo cual se agregaron 50 pg de metabisulfito de sodio
disueltos en 25 pyl de PBS 0.1 M, el vial donde se llevd a cabo la reaccion de
iodinacion se colocd dentro de un recipiente con hielo. Posteriormente la
muestra se sometié a cromatografia de filtracién en gel para separar la proteina

iodinada del iodo libre.

8.1  Cromatografia de filtracion en gel.

Para separar la proteina iodinada del iode libre se utilizé cromategrafia de
filtracién en gel.

Una columna de 1 ml se empaquetd por gravedad con sephadex G-10
con una capacidad de retencion de agua de 2 a 3 ml por gr de peso seco. Se
pesaron 500 mg de sephadex G-10 los cuales se resuspendieron en agua
bidestilada y se dejaron toda la noche a temperatura ambiente. Después el
sephadex se lavd 3 veces con agua bidestilada, se equilibré en amortiguador
tris-HCI 10 mM con EDTA 2 mM pH 7.6 y se desgasificé mediante vacio; con
este material se empacé la columna por gravedad a un flujo de 5 gotas por min.
La muestra se eluyb con el mismo amortiguador. Se recolectaron 10 alicuotas

de 300 pl cada una al flujo de trabajo.

29



6.2 Autorradiografia.

Para determinar en cuales de las fracciones de eluciéon se encontraba la
proteina iodinada, 30 pl de cada una de las fracciones se mezclaron con
amortiguador de muestra para condiciones desnaturalizantes 4X y se calentaron
durante 2 mins en agua hirviendo; posteriormente se sometieron a SDS-PAGE
en gradiente de 10% a 18% T, 2.7% C, pH 8.8.

Después de la electroforesis, el gel se colocd sobre papel filtro y encima
del mismo se puso una membrana de celofan previamente sumergida en agua
bidestilada; el gel se colocé en un secador para geles durante 2 hrs con vacio, la
primera hr a 65°C y la segunda a temperatura ambiente.

Una vez seco el gel, en el papel filtro en la posicion correspondiente a la
parte superior derecha del gel se colocé una marca con jodo radiactivo.
Posteriormente el gel se expuso a una pelicula para rayos X dentro de un chasis
de acero inoxidable, a -20°C; los tiempos de exposicidn fueron variables,

después de lo cual la pelicula se reveld.

7. IOBINACION DE p24 DE N. brasiliensis.

Se iodinaron aproximadamente 20 yug de p24 de N. brasiliensis, la p24
iodinada se separd del iodo libre por cromatografia de filtracién en gel; las
fracciones de elucién se resolvieron mediante SDS-PAGE y se analizaron por
autorradiografia; se utilizd la metodologia mencionada en las secciones 6, 6.1
y 6.2.

8. FRAGMENTACION DE ASB CON TRIPSINA.

Para las digestiones tripticas se utilizé tripsina TPCK soluble de pancreas
bovino (cuya actividad era de 9,700 U/mg de sdlido).
Para la protedlisis triptica de ASB se mezclaron ASB y tripsina en una

proporcion 80:1. A 400 pg de ASB resuspendida en 200 ul de amortiguador de
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digestion (tris-HCl 10 mM con EDTA 2 mM pH 7.6) se le agregaron 5 pg de
tripsina TPCK resuspendidos en 50 ul de amortiguador de digestion. La
digestion se llevé a cabo a 25°C. A diferentes tiempos de incubacién (0, 10, 20,
30y 45 mins, 1,2, 3, 5y 7 hrs) se recolectaron alicuotas de 25 ul cada una, para
detener la reaccion se le agregaron a cada alicuota 8.3 ul de amortiguador de
muestras para condiciones desnaturalizantes y se hirvieron en bafo de agua

durante 5 mins.

Q. ANALISIS POR SDS-PAGE DE ASB DIGERIDA CON TRIPSINA.

Los productos de la digestion de ASB con tripsina obtenidos en la seccion
anterior (seccidon 7) se sometieron a SDS-PAGE en gradiente de 10% a 18% T,

2.7% C, pH 8.8, posteriormente el gel se tifié con azul de Coomassie.

10. FRAGMENTACION DE CASEINA CON TRIPSINA.

Para la protedlisis triptica de caseina con tripsina TPCK se mezclaron
caseina y tripsina TPCK en relaciéon 220:1. A 400 pg de caseina resuspendidos
en 200 ul de amortiguador de digestion tris-HCI 10 mM EDTA 2 mM pH 7.6, se
les agregaron 1.8 pg de tripsina resuspendidos en 50 yl de amortiguador de
digestién. La digestiébn se llevdé a cabo a 25°C. Se recolectaron alicuotas de
25 pl a diferentes tiempos de digestion (0, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25 y 30 mins);
para detener la reaccion se agregaron a cada alicuota 8.3 ul de amortiguador de
muestra para condiciones desnaturalizantes y ademas las muestras se hirvieron

durante 5 mins.
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11.  ANALISIS POR SDS-PAGE DE CASEINA DIGERIDA CON TRIPSINA.

Los productos de la digestion de caseina con tripsina TPCK obtenidos
mediante la metodologia mencionada en la seccion 9 se sometieron a
SDS-PAGE en gradiente de 12% a 18% T, 2.7% C, pH 8.8; una vez concluida la

electroforesis el gel se tind con azul de Coomassie.
12. FRAGMENTACION DE p24 DE N. brasiliensis CON TRIPSINA,

Para la protedlisis triptica de p24 de N. brasiliensis se mezclo p24 de
N. brasiliensis y tripsina TPCK soluble en relacion 20:1.

La p24 iodinada (20 pg) se resuspendié en 280 pl de agua bidestilada y se
mezcld con 0.5 ug de tripsina TPCK resuspendidos en 10 ul de amortiguador de
digestién. La reaccién se llevé a cabo a 25°C. Se recolectaron alicuctas de
25 pl cada una a diferentes tiempos de reaccion (0, 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20 y
25 mins); la reaccion se detuvo agregandole a cada una de las alicuotas 8.3 pi
de amortiguador de muestras para condiciones desnaturalizantes y calentando

las muestras durante 5 mins en bario de agua hirviendo.

13. ANALISIS POR AUTORRADIOGRAFIA DE p24 DE N. brasilisnsis
DIGERIDA CON TRIPSINA.

Los productos de la digestion de p24 de N. brasiliensis con tripsina TPCK
a diferentes tiempos se sometieron a SDS-PAGE en gradiente de 12% a 18% T,
2.7% C, pH 8.8, postericrmente se realizé autorradiografia como se menciond

en la seccion 6.2.
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14. DETERMINACION DE ANTICUERPOS ANTI-N. brasiliensis POR
ELISA E |ET.

14.1 Sueros examinados.

Los sueros incluidos en este estudio fueron obtenidos de pacientes con
diagnéstico confirmado por cultivo de micetoma actinomicético por N. brasiliensis,
que asistieron a la consulta de Dermatologfa del Hospital Universitario "José E.
Gonzalez".

Las muestras recolectadas se dividieron en alicuotas y se almacenaron
a-20°C.

Los sueros que se sometieron a IET y ELISA fueron: 10 sueros de
pacientes con micetoma por N. brasiliensis en estadio activo, & sueros de
personas que habian presentado micetoma por N. brasiliensis y que alcanzaron

remisién completa y 5 sueros de personas aparentemente sanas.

14.1.1 Técnica de ELISA para la determinacibn de anticuerpos anti-

extracto semipurificado de N. brasiliensis.

Ei antigeno que se utilizd en esta técnica fue un extracto
semipurificado de N. brasiliensis enriquecido en p24.

A) Se utilizaron placas de poliestireno de fondo plano.

B) Se agregaron 0.5 pg de extracto semipurificado de N. brasiliensis
resuspendidos en 200 pi de amortiguador de acetatos pH 5.0.

C) Se realizaron 3 lavados de 10 mins cada uno ¢con PBS 0.1 M pH 7.4
con tween 20 1:1000 (Solucién de lavado).

D) Se agregaron 200 ul de solucién bloqueadora (leche descremada al
5% en PBS con tween 20 1:1000).

E) Se realizaron 5 lavados; 2 de 5 mins y 3 de un min cada uno.

F) Los sueros problema se agregaron a una dilucién 1:500, diluidos en
solucidn blogueadora y se incubaron durante una hr a 37°C.

G) Se realizaron 5 lavados: 2 de 5 mins y 3 de un min cada uno.
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H) Se agregaron anticuerpos de cabra anti-lgG humana conjugados a
peroxidasa, diluidos 1:1000 en leche descremada al 1% en PBS con tween 20
1:1000; 200 yl a cada pozo; se incubaron durante una hr a 37°C.

I) Se realizaron 3 lavados: Uno de 5 mins y 2 de un min cada uno,

J) A cada pozo se agregaron 160 pl de solucién substrato-cromégeno, la
cual se prepard de la siguiente manera: 8 mg de ortofenilendiamina
dihidroclorada (OPD) se resuspendieron en 20 ml de amortiguador de citratos
pH 5.0, mas 2.4 ul de perdxido de hidrégeno al 30%. La placa se guardo en
oscuridad durante 30 mins.

K) La reaccién se detuvo con 40 pl de acido sulfarico 1 N por pozo.

L) La absorbancia se determind a una iongitud de onda de 482 nm en un

microlector para ELISA.

14.1.2 Analisis de la reactividad de sueros problema contra p24 por IET.

En este experimento se utilizé como antigeno p24 aislada a partir de
extracto semipurificado de N. brasiliensis en condiciones no desnaturalizantes.

El antigeno se sometid a SDS-PAGE en gradiente de 12 a 18% T,
2.7% C, pH 8.8. Al téermino de la electroforesis, la proteina contenida en el gel se
transfiri®¢ a membrana de nitrocelulosa. La membrana se bloqued con leche
descremada al 5% en PBS 0.1 M pH 7.2, posteriormente se lavé durante 10 mins
con ieche descremada al 0.1% en PBS 0.1 M, pH 7.2 (solucion de lavado),
después se cortaron tirillas de 3 mm de ancho, las cuales se incubaron con los
sueros problema (sueros de pacientes con micetoma actinomicético por
N. brasiliensis, sueros de pacientes con micetoma en remisién completa y sueros
de personas aparentemente sanas) diluidos 1:25 en leche descremada al 1% en
PBS 0.1 M pH 7.2 (solucidn diluyente) a 4°C durante 12 hrs. Después se lavaron
y se incubaron durante 2 hrs a temperatura ambiente con gammaglobulinas
anti-lgG humana desarrolladas en cabra y marcadas con iodo 131, diluidas 1:50
en solucidén diluyente. Posteriormente se lavaron, se secaron y se colocaron

entre pape! filtro y una membrana de celofan. Las tirillas se expusieron a una
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pelicula para rayos X dentro de un chasis de acero inoxidable durante 72 hrs a

-20°C, después la pelicula se reveld.

15.  ANALISIS POR IET DE LA REACTIVIDAD DE SUEROS DE
PACIENTES CON MICETOMA ACTIVO POR N. brasiliensis CONTRA
p24 DIGERIDA CON TRIPSINA,

La p24 de N. brasiliensis sin iodinar se digirié con ftripsina TPCK en
proporcion 20:1; se recolectaron alicuotas a los siguientes tiempos:. 0, 2y
10 mins de digestion.

Estos antigenos se sometieron a SDS-PAGE en gradiente de 12% a
18% T, 2.7% C, pH 8.8. Al término de la electroforesis, tanto la p24 sin digerir
como los péptidos tripticos de la misma contenidos en el gel se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa cuyo poro era de 0.2 y, las membranas se
bloquearon con leche descremada al 5% en PBS 0.1 M pH 7.2. Posteriormente
se lavaron con leche descremada al 0.1% en PBS con tween 20 1:1000 (solucién
de lavado) durante 10 mins. Las 3 membranas se cortaron en tirillas de 3 mm de
ancho. Las tirillas correspondientes al tiempo 0, 2 ¥ 10 mins de digestién se
incubaron a 4°C durante toda la noche con cada uno de los sueros de pacientes
con micetoma actinomicético por N. brasiliensis diluldos 1:25 en leche
descremada al 1% en PBS con tween 20 1:1000 (solucion diluyente). Después
se lavaron y se incubaron durante 2 hrs a temperatura ambiente con
gammaglobulinas anti-lgG humana desarrolladas en cabra y marcadas con iodo
131, diluidas 1:50 en solucién diluyente, Posteriormente se lavaron, se secaron
en papel absorbente y se colocaron entre papel filtro y una membrana de
celofan. Las tirillas se expusieron a una pelicula para rayos X dentro de un

chasis de acero inoxidable durante 72 hrs a -20°C y después se reveld.
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V. RESULTADOS
1. OBTENCION DE ECD DE N. brasiliensis.

1.1 Determinacién de la concentracién de proteinas.

Se obtuvieron varics lotes de ECD de N. brasiliensis.

Para la preparacion de cada uno se utilizaron aproximadamente 6.4 litros
de medio BHI.

Para cada extracto se obtuvo una masa bacteriana hdameda de
aproximadamente 100 gr, de la cual se eliminaron Io; lipidos.

La concentracidn de proteinas determinada por el método de Lowry en el
ECD fue de 1.21 mg/mi; en total se obtuvieron aproximadamente 219 mg por

lote.

1.2  Analisis por SDS-PAGE del ECD de N. brasiliensis.

Para determinar la calidad del ECD de N. brasiiiensis, los extractos
obtenidos se analizaron mediante SDS-PAGE en gradiente de 10% a 18% T,
2.7% C, pH 8.8. Los geles se tifieron con azul de Coomassie y con nitrato de
plata.

Al igual que en el ECD de N. brasiliensis de referencia, en los ECD
obtenidos encontramos aproximadamente 35 bandas, localizadas principalmente
entre los marcadores de 66 y 14 kDa (Fig. 1).

La banda correspondiente a p24 de N. brasiliensis se tid principalmente

con azul de Coomassie mas que con nitrato de plata.
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FIG. 1: ANALISIS DEL ECD DE N. brasifiensis POR SDS-PAGE EN
GRADIENTE DE 10% A 18% T, 2.7% C, pH 8.8. Carril 1: Marcadores de peso
molecular SDS-7L, carril 2: ECD de N. brasiliensis. Tincidon con azul de
Coomassie. Carril 3: ECD de N. brasifiensis y carril 4. Marcadores de peso

demolecular SDS-7L. Tincién con nitrato de plata y azul de Coomassie.
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2. OBTENCION DEL EXTRACTO SEMIPURIFICADO DE N. brasiliensis.

2.1 Fraccionamiento del ECD de N. brasiliensis con sulfato de amonio.

Con el fin de fraccionar el ECD de N. brasiliensis se precipitaron 100 mg
del mismo con solucién saturada de sulfato de amonio, a una saturacion final del
50%. Posteriormente el sobrenadante se tratd con desoxirribonucleasa | y se

sometio a cromatografia de filtracidén en gel.

2.2. Cromatografia de fiitracién en gel del sobrenadante obtenido al precipitar

ECD de N. brasiliensis con sulfato de amonio.

Una columna empaquetada con sephadex G-100 se calibré. El volumen
vaclo fue de 30 ml. Posteriormente se eluyeron otras 3 proteinas (marcadores
de peso motecular conocido), cuyos volumenes de elucidbn se muestran en la
tabla 1.

TABLA 1: VOLUMEN DE ELUCION DE DIFERENTES MARCADORES DE
PESO MOLECULAR EN UNA COLUMNA EMPAQUETADA CON SEPHADEX
G-100.

MARCADOR ____ |PESO MOLECULAR [VOLUMEN DE NUMERO DE]
ELUCION FRACCION

Alcohol deshidroge- 1150 kDa 34mil 2

nasa.

Anhidrasa carbonica |29 kDa 50 ml_- 10

Citocromo “c” 12m_ W_-_ -1-5__
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El sobrenadante obtenido mediante la precipitacion de ECD de
N. brasifiensis con solucion saturada de sulfato de amonio, se tratd con
desoxirribonucleasa | y posteriormente se aplicé a la columna de sephadex
G-100.

Los valores de abs a 280 nm de cada una de las fracciones se graficaron
contra el volumen de elucién de las mismas, y al igual que Vera, Salinas y cols
(52) identificamos 3 picos; un pico de peso molecular alto (P1), otro con su
maxima absorbancia cerca del marcador de 29 kDa (P2) y otro cuya abs fue muy
alta pero de peso molecular bajo (P3).

Las fracciones correspondientes al pico 2 se analizaron mediante
SDS-PAGE en gradiente de 10% a 18% T, 2.7% C, pH 8.8. El gel se tifié con
azul de Coomassie y observamos la presencia de p24 en las fracciones cuyo
volumen de elucién fue de 50 a 62 ml (Fig. 2).

Estas alicuotas se mezclaron y constituyeron el extracto semipurificado de
N. brasiliensis. La concentracién de proteinas fue de 100 pg/ml de acuerdo al

método de Lowry .

3. ANALISIS POR SDS-PAGE E IET DEL EXTRACTO SEMIPURIFICADO

DE N. brasiliensis.

Para corroborar la identidad y antigenicidad de p24 en el extracto
semipurificade de N. brasiliensis se sometieron a SDS-PAGE en gradiente de
10% a18% T, 2.7% C, pH 8.8 las siguientes muestras: Marcadores de peso
molecular SDS-7 L, ECD (control positivo) y extracto semipurificado de
N. brasiliensis. En el extracto semipurificado de N. brasiliensis encontramos una
banda que migrd a ia posicion de p24 (Fig. 3). Mediante IET observamos que
esta proteina fue reconocida por los anticuerpos presentes en el suero de un

paciente con micetoma por N. brasiliensis, asi como por el Acm anti-p24 (Fig. 4).
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FIG. 2: ANALISIS POR SDS-PAGE EN GRADIENTE DE 12% A 18% T, 2.7% C,
pH 8.8 DE LAS FRACCIONES OBTENIDAS EN SEPHADEX G-100. Carriles del
1 al 4: Fracciones de la 10 a la 13 respectivamente; carril 5: Marcadores de
peso molecular SDS-7 I.; carril 6;: ECD de N. brasifiensis y carriles del 7 al 10:

Fracciones de la 13 a la 16 respectivamente. Tincion con azul de Coomassie.
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FIG. 3: ANALISIS POR SDS-PAGE EN GRADIENTE DE 10% a18% T, 2.7% C,
pH 8.8 DEL EXTRACTO SEMIPURIFICADO DE N. brasiliensis. Carril 1:
Marcadores de peso molecular SDS-7 L, camil 22 ECD de N. brasiliensis y
carrl 3: Exiracto semipurificado de N. brasifiensis. Tincién con azul de

Coomassie y con nitrato de plata.
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FIG. 4: ANALISIS POR I[ET DEL EXTRACTO SEMIPURIFICADO DE
N. brasiliensis. Tirillas 1 y 2. ECD de N. brasiliensis reveladas con suero de
paciente con micetoma y con Acm anti-p24 respectivamente; vy ftirillas 3 y 4:
Extracto semipurificado de N. brasiliensis reveladas con suero de paciente con

micetoma y con Acm anti-p24 respectivamente.
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