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Fig.12 Western-blot de N. brasiliensis revelado con sueros de conejos Nueva
Zelanda infectados con N. brasiliensis al dia 60(1-2); y con sueros de animales
inmunizados con N. brasiliensis al dia 60(3-4; 5 control negativo).
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6. Identificacion de reacciones cruzadas entre los sueros anti- A. madurae, S.
somaliensis y N. brasiliensis.

Se encontré que el 37.5% (tabla 5) de los sueros de ratones inmunizados con N.
brasiliensis reconocen una banda de 21kDa de peso molecular del extracto celular
de A. madurae, mientras los ratones infectados no reconocen ningun antigeno de
este extracto, ni las ratas y conejos infectados o inmunizados con N. brasiliensis.
Los animales inmunizados o infectados con S. somaliensis no muestran ninguna
reaccion contra los antigenos del extracto celular de A. madurae(ver Fig. 13, 14y
15).

21kDa

Fig13. Reaccién cruzada, papel de nitrocelulosa con proteinas del extracto celular
de A. madurae revelado con sueros de ratones infectados con N. brasiliensis 1-8,
con sueros de ratones inmunizados con N. brasiliensis 9-16, con sueros de ratas
Lewis infectadas con N. brasiliensis 17-22, y con sueros de ratas Lewis
inmunizadas con N. brasiliensis 23-28.
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Fig14. Reaccién cruzada, papel de nitrocelulosa con proteinas del extracto celular
de A. madurae revelado con sueros de ratones infectados con S. somaliensis 1-8,
con sueros de ratones inmunizados con S. somaliensis 9-16, con sueros de ratas
Lewis infectadas con S. somaliensis 17-22, y con sueros de ratas Lewis
inmunizadas con S. somaliensis 23-28.

Fig15. Reaccioén cruzada, papel de nitrocelulosa con proteinas del extracto celular
de A. madurae revelado con sueros de conejos infectados con N. brasiliensis 1-2,
con sueros de conejos inmunizados con N. brasiliensis 3-4, con sueros de conejos
infectados con S. somaliensis 5-6, con sueros de conejos inmunizados con S.
somaliensis 7-8.
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Los sueros de los ratones BALB/c infectados(2/8) y de los inmunizados (6/8) con
A. madurae reconocen una banda de 24kDa del extracto celular de Nocardia
brasiliensis al igual que los conejos Nueva Zelanda infectados o inmunizados con
la misma, no asi las ratas infectadas o inmunizadas con A. madurae(ver Fig.16,
tabla6). Mientras los ratones BALB/c y las ratas Lewis infectadas o inmunizadas
con S. somaliensis no muestran reaccion contra el extracto celular de N.
brasiliensis (ver Fig.17), sin embrago los conejos inmunizados o infectados con S.
somaliensis si reconocen la banda de 24kDa de peso molecular(ver Fig. 18)de
este mismo extracto.

<—24kDa

Fig16. Reacciodn cruzada, papel de nitrocelulosa con proteinas del extracto celular
de N. brasiliensis revelado con sueros de ratones infectados con A. madurae 1-8,
con sueros de ratones inmunizados con A. madurae 9-16, con sueros de ratas
Lewis infectadas con A. madurae 17-22, con sueros de ratas Lewis inmunizadas
con A. madurae 23-28.
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Fig17. Reaccion cruzada, papel de nitrocelulosa con proteinas del extracto celular
de N. brasiliensis revelado con sueros de ratones infectados con S. somaliensis
1-8, con sueros de ratones inmunizados con S. somaliensis 9-16, con sueros de
ratas Lewis infectadas con S. somaliensis 17-22, con sueros de ratas Lewis
inmunizadas con S. somaliensis 23-28.
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Fig18. Reaccioén cruzada, papel de nitrocelulosa con proteinas del extracto celular
de N. brasiliensis revelado con sueros de conejos infectados con S. somaliensis
1-2, con sueros de conejos inmunizados con S. somaliensis 3-4, con sueros de
conejos infectados con A. madurae 5-6, con sueros de conejos inmunizados con
A.madurae 7-8.
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Los sueros de ratones BALB/c infectados o inmunizados con N. brasiliensis y A.
madurae, asi como las ratas Lewis infectadas con N. brasiliensis, reconocen
bandas de 20, 21 y 23kDa(ver Fig.19 y 20), mientras los conejos inmunizado o
infectados con A. madurae o N. brasiliensis reconocen mas bandas del extracto
celular de S. somaliensis ademas de la de 20 y 21kDa, entre las que se
encuentran la de 9, 10 y 12 kDa en diferente proporciéon entre inmunizados o

infectados(ver Fig.21, Tabla 4)

Fig19. Reaccion cruzada, papel de nitrocelulosa con proteinas del extracto
celular de S. somaliensis revelado con suero de ratones infectados con A.
madurae 1-8, con suero de ratones inmunizados con A. madurae 9-16, con suero
de ratas infectadas con A.madurae 17-22, con suero de ratas inmunizadas con

A. madurae 23-28.



Fig20. Reaccién cruzada, papel de nitrocelulosa con proteinas del extracto
celular de S. somaliensis revelado con suero de ratones infectados con N.
brasilienis 1-8, con suero de ratones inmunizados con N. brasiliensis 9-16, con
suero de ratas infectadas con N. brasiliensis 17-22, con suero de ratas
inmunizadas con N. brasiliensis 23-28.

KDa
P S

<« 12
<10

<«

Fig21. Reacciéon cruzada, papel de nitrocelulosa con proteinas del extracto
celular de S. somaliensis revelado con suero de conejos infectados con N.
brasiliensis 1-2, con suero de conejos inmunizados con N. brasiliensis 3-4, con

suero de conejos infectados con A. madurae 56, con suero de conejos
inmunizados con A. madurae 7-8.

45

L




DISCUSION.

Debido a que no existe un método 6ptimo para el aislamiento de los
actinomicetos aerobios de los especimenes altamente contaminantes y el
crecimiento de estas bacterias es lento, tardando de dos a tres semanas para ser
identificadas en muestras biolégicas, se requieren de nuevos métodos para la
identificacion de actinomicetomas de importancia clinica.

Por lo que desde hace mucho afios varios autores han intentado el
diagnéstico inmunolégico sin buenos resultados en parte por las técnicas que
utilizaron eran de baja sensibilidad y en parte porque sus preparaciones
antigénicas eran mezclas complejas de antigenos proteicos, polisacaridos no
definidos ni caracterizados con los cuales las reacciones cruzadas fueron un
problema comun. Entre los estudios realizados con el fin de encontrar antigenos
inmunodominante esta el de Magaldi y Mackenzie quienes en 1990 realizaron un
estudio comparativo entre los antigenos de diversos actinomicetos por
inmunodifusién e inmnunoelectroforesis(35), encontrando reaccién cruzada entre

estos.

En 1992, Salinas Carmona y colaboradores identificaron varios antigenos
inmunodominantes mediante la técnica de electrotransferencia, identificando tres
proteinas inmunodominantes de un extracto celular de N. brasiliensis
denominadas P61, P26 y P24(5). Después con el uso de técnicas simples, se
logré el aislamiento y purificacién de P61 y P24 y con el uso de estos antigenos
purificados se desarrollo un método inmunoenzimatico en fase sélida (30) que ha

demostrado su utilidad clinica.

Basandonos en las investigaciones antes realizadas sobre N. brasiliensis, y
el desarrollo del micetoma en el ratdbn BALB/c , en este trabajo se identificaron los
antigenos inmunodominantes especificos de S. somaliensis y A. madurae para el
posterior desarrollo de una prueba serolégica, y se compar6 la respuesta inmune
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humoral en ratones BALB/c, ratas Lewis y conejos Nueva Zelanda inmunizados o
infectados con S. somaliensis y A. madurae.

Aungue Palma y col. han reportado el desarrollo del modelo experimental
en ratones BALB/c de la infeccién por A. madurae con la utilizaciéon de adyuvante
incompleto de Freud(54), al aplicar A. madurae mas adyuvante incompleto de
Freud solo se observd una infeccion pasajera, pero no el desarrollo del
actinomicetoma tipico presentado en ratones BALB/c infectados con N.
brasiliensis, quizas debido a la falta de virulencia de la bacteria, lo cual también se
observé en los animales infectados con S. somaliensis o probablemente la
infeccibn se mantuvo activa sin desarrollar el micetoma, concordando con lo
reportado por Palma y col, en cuyo experimento se encontrd la presencia de la
bacteria en el tejido muscular del cojinete plantar, sin embargo, no se presenté
respuesta inflamatoria lo que sugiere la posibilidad de que esta bacteria induzca
temporalmente algln mecanismo de tipo anérgico en el huésped infectado.

Por otra parte la respuesta inmune humoral mediada por anticuerpos contra
antigenos de S. somaliensis en el suero de ratones BALB/c, ratas Lewis y conejos
Nueva Zelanda infectados o inmunizados reconocieron mas de 14 antigenos
presentes en el extracto celular crudo.

Encontramos diferencias entre los animales infectados e inmunizados ya
que los ratones y ratas infectados con S. somaliensis reconocen una banda de
53kDa no encontrada en los inmunizados. Mientras que entre los conejos
inmunizados o infectados no se observd ninguna diferencia en cuanto al patrén
reconocidos por los sueros de los animales, aunque no se puede aseverar nada
debido al numero reducido de animales utilizados, y los antigenos que
reconocieron fueron mas de los que reconocieron las otras dos especies
animales. Sin embargo, varios de los antigenos reconocidos por los animales
infectados o inmunizados con S. somaliensis también reaccionaron con los sueros

de animales infectados o inmunizados con A. madurae y N. brasiliensis, como las
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proteinas de 9, 10, 12, 21 y 23kDa de peso molecular lo cual explica las
reacciones cruzadas ya antes reportadas entre estas especies bacterianas.

Los antigenos inmunodominantes de S. somaliensis reconocidos 100% por
todos los animales tanto infectados como inmunizados ademas de no dar
reaccién cruzada con los animales infectados o inmunizados con N. brasiliensis y
A. madurae son los de 28, 32 y 53kDa de peso molecular.

Por otra parte los ratones BALB/c, ratas Lewis y conejos Nueva Zelanda
infectadas o inmunizadas con A. madurae reconocieron mas de 10 antigenos del
extracto celular crudo.

Los sueros hiperinmunes de ratones y ratas infectadas con A. madurae
reconocieron una banda de 38kDa, esta banda no es reconocida por los
animales inmunizados, constituyendo esto una diferencia entre animales
infectados contra inmunizados. En cambio los conejos tanto inmunizados como
infectados reconocen esta misma banda no encontrando diferencia entre el patrén

de proteinas reconocido por animales infectados contra inmunizados.

Los antigenos inmunodominantes de A. madurae para las tres especies
animales son los de 28 y 35kDa de peso molecular, los cuales no dan reaccién
cruzada con los sueros de animales infectados o inmunizados con N. brasiliensis o
S. somaliensis y el antigeno de 38kDa reconocido solo por animales infectados y
el cual tampoco da reaccién cruzada constituye el antigeno con potencial para el

serodiagnéstico.

Sin embargo 3 de 8 de los animales inmunizados con N. brasiliensis
reconocen una banda de 21kDa del extracto celular de A. madurae, reaccién
cruzada insignificante comparada con la reaccién cruzada presentada entre el
extracto de S. somaliensis y los sueros hiperinmunes anti-A. madurae y anti- N.

brasiliensis.

48



En este trabajo se estudid también la respuesta inmune humoral
desarrollada en animales infectados o inmunizados con N. brasiliensis,
encontrando que los ratones inmunizados o infectados al igual que las ratas
infectadas o inmunizadas reconocen 6 antigenos del extracto celular crudo de 21,
24, 35, 45, 53 y 61 kDa de peso molecular, mientras que los conejos reconocen
muchos mas antigenos debido al repertorio de anticuerpos presentes en el animal
y principalmente al fondo genético, y no existe diferencia entre los inmunizados e
infectados.

Los antigenos inmunodominantes para las tres especies animales fueron
los antigenos de 24 y 61kDa, ya antes reportados.

Encontramos reaccion cruzada entre el extracto celular de N. brasiliensis y
los sueros de los animales infectados o inmunizados con A. madurae, ya que el
25% de los ratones infectados, el 75 % de los ratones inmunizados con A.
madurae, y el 100% de los conejos tanto infectados como inmunizados por A.
madurae y S. somaliensis reconocen el antigeno de 24kDa de peso molecular del
extracto celular, mismo que se utiliza para el diagnéstico serolégico por ELISA

de pacientes con micetoma, prueba que como ya se sabe no es 100% especifica.

Como se describié antes si se presentan diferencias entre el patrén
antigénico reconocido por los ratones y ratas infectados contra el de los
inmunizados por las diferentes especies bacterianas, pero al estudiar la respuesta
desarrollada en conejos se ve que ocurre todo lo contrario que en las especies de
roedores estudiadas no observando diferencias aunque como ya se menciona
anteriormente no puede ser determinante debido al reducido nimero de conejos
utilizados y ademas de que los conejos reconoce un mayor nimero de antigenos,
por lo que la respuesta montada en estos animales es mas amplia.
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De acuerdo a los resultados obtenidos de la comparacion de patrones de
proteinas reconocidas entre ratones infectados versus inmunizados y en ratas
infectadas versus inmunizadas, el antigeno inmunodominante candidatos para el
desarrollo de una prueba serolégica para A. madurae es la proteina de 38kDa de
peso molecular y para S. somaliensis la de 53kDa de peso molecular las cuales
ademas no dan reaccién cruzada y son solo reconocidos por los animales
infectados, mas sin embargo no se pueden descartar los demas antigenos
determinados como inmunodominantes en las tres especies animales hasta
evaluar la respuesta de anticuerpos de humanos infectados con estas bacterias
frente a las proteinas propuestas como inmunodominantes en este trabajo.

Ademas es importante mencionar la importancia de la posible implicacion
de estos dos antigenos p53 y p38 de los extractos celulares de S. somaliensis y A.
madurae respectivamente reconocidos solo por animales infectados, en la

patogenicidad de estas bacterias para lo cual es necesario realizar mas estudios.
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CONCLUSIONES.

Los antigenos inmunodominantes de S. somaliensis en ratones BALB/c
son los de 28, 32,40 y 53 kDa de peso molecular y en ratas son los de 28, 32y
53 kDa de peso molecular. En cambio en el conejo fueron los de 12, 20, 21, 23,
28, 29, 30, 32, 35, 40 y 53 kDa de peso molecular.

Los antigenos inmunodominantes de A. madurae en ratones BALB/c son
los de 28, 32, 35 y 38kDa de peso molecular, en ratas son los de 28, 35, 38 y
40kDa de peso molecular y en conejos los de 10, 12, 15, 17, 21, 28, 32, 35y

38kDa de peso molecular.

Existe diferencia entre el patrén de proteinas reconocido por los sueros de
ratones BALB/c, y ratas Lewis infectadas contra el de los inmunizados con S.

somaliensis 0 A. madurae.

El antigeno inmunodominante candidato para el desarrollo de una prueba
diagnostica serologica para S. somaliensis es la proteina de 53kDa de peso
molecular, reconocido solo por los ratones BALB/c y ratas Lewis infectadas.

El antigeno inmunodominante candidato para el desarrollio de una prueba
diagnéstica serolégica para A. madurae es la proteina de 38kDa de peso
molecular, reconocido solo por los ratones BALB/c y ratas Lewis infectadas.
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ABREVIATURAS

BHI Infusidn cerebro corazén

BSA Albimina sérica bovina

C Grados centigrados

%C Porciento de agente entrecruzante (Bis-acrilamida)
cm Centimetro

g Gramo

h Hora

IET Inmunoelectrotransferencia

kDa Kilodaltons

I Litro

M Molar

mg Miligramo

min Minuto(s)

ml Mililitro(s)

mm Milimetro(s)

mM Milimolar

M Molar

N Nomal

nm Nanometro

PBS Solucién salina-fosfato

Rf Factor de retardamiento(Movilidad Relativa)
SDS Lauril sulfato de sodio

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio
s.s.e Solucién salina estéril

seg segundo

%T Porciento de acrilamida total

TEMED N, N, N',N’ tetrametiletilendiamina

Tris Tris (hidroximetil) aminometano

A voltios

VP vaciado en placa
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APENDICE

1. Reactivo de Bradford. 6.0mg de azul de Coomassie G-250 (LKB/Bromma)
se disolvieron en 100ml de acido perclérico(Merck) al 3% viv, en agua. Se
fittré y se guardé en frasco ambar.

2. PBS 0.10M, pH7.2-7.4. NaCl 8g, Na;HPO, 1.22g, KH.PO, 0.2g, KCI
0.2g(reactivos Merck), se disolvieron, se ajustd el pH y se aforé a un litro de

agua.

3. Reactivos para electroforesis.

3.1. Amortiguador para Preparar Gel de Empaquetamiento ¢ Concentrador.
Tris-HCI 1.2M, pH 6.8

3.2. Amortiguador para Preparar Gel de Corrimiento o Separacion.
Trs-HCI1 3.02M, pH 8.8

3.3. Amortiguador de Corrimiento, con SDS
Glicina 192mM, Trizma base 25mM, SDS 0.1% p/v, pH 8.3

3.4. Amortiguador de Muestra 4x, con SDS
En 17.5ml de Tris-OH 49mM, pH 6.75-6.80 se disolvieron 1g de SDS y Smg
de azul de bromo-fenol, el producto se mezclé con 5ml de glicerol y se afor6é
a 50ml con agua. Al momento de usarse se agregé 5% viv de 2-
mercaptoetanol.

3.5. Acrilamida/bisacrilamida 30%(acrilamida 30%T, 2.7%C)
29.2g de acrilamida y 0.8g de metilén-bis-acrilamida fueron mezclados con
70ml de agua en matraz Erlenmeyer (cubierto con papel aluminio) y

sometidos a agitacién suave por 12 horas a 4°C. Una vez a temperatura
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ambiente se afor6 a 100ml con agua, se filtré6 con papel Whatman y se
mezclé con Amberlita XAD7(mesh 20-60) en proporcion 4:1 viv dejandose
en agitacion suave durante 1hora a 4°C. Se filtrd, recuperandose en frasco
cubierto con papel aluminio, y se almacendé a 4°C.
Miniprotean:
3.6. Gel de Empaquetamiento o Concentrador (5%T, 2.7%C), con SDS.
Acrilamida bis-acrilamida 30%

(30%T, 2.7%C)....cocrirreierrcercerecrereccanererenene 499l
Amortiguador Tris-HCl..........cccoevrirerevrerenenrerarecneen. 375
ph6.8
Agua bidestilada.........cccceeeererririierrnrererennieenoen 1980
SDS 10% PN..eeeeerereeceeeneceereteeeraeesesmeesesesssssssssseesanas 30
Persulfato de AmMonio 10% pV......c.ccvircrecrereeriennnene. 10.5
TEMED.........ccoovteirtiieieiiereneserrneeee s s ses s smsease e seeans 3

3.7. Gel de Corrimiento o Separacion, en Gradiente 8.75-18%, 2.7%C

Acrilamida bis-acrilamida 30% 8% 18%
(30%T, 2.7%C)....covecereeeeeennenn 0.832ml 1.461
Amortiguador Tris-HCIL.............cccoeueeen. 0.457 0.458
6.8
Agua bidestilada............ccccoernneencnncn. 1.100 0.224
Glicerol 50% VAv.......c.cocvnivriieciininnnnas 0.166 0.257
SDS 10% PMN...eeerreereerccrererernes 30ul 30wl
Persulfato de Amonio 10% p/v............ 8 8
TEMED........coroierrirererrenieninsaresresnene 1.25 1.25
Protean:

3.6. Gel de Empaquetamiento o Concentrador (5%T, 2.7%C), con SDS.
Acrilamida bis-acrilamida 30%
(B0%T, 2.7%C)...cccverecrenerrrrernenseereessesnrransnns 1.99ml
Amortiguador Tris-HCL.......c.ccocermreevcenieieeeeececrees 1.5
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ph6.8

Agua bidestilada.............cccreeverirennineiiie s 7.92

SDS 10% PIV.creerreerernreririnnirrennme s sessesssesesssnasessansasesas 0.12
Persulfato de Amonio 10% pN.....ccercrcrrccercceeereneee 0.042
TEMED.......ccov it ssrsse s sonss s 0.012

3.7. Gel de Corrimiento o Separacion, en Gradiente 8.75-18%, 2.7%C

Acrilamida bis-acrilamida 30% 8% 18%
(30%T, 2.7%C).....coceeerrerrerrinanns 2.04ml 4,197
Amortiguador Tris-HClL.........c.ccccerernne 1.32 1.32
6.8
Agua bidestilada...........cccovcurerrerrrinrneas 3.060 0.645
Glicerol 50% VAV.....cc.ccivvvrerercersnnsnnanns 0.480 0.740
SDS 10% PV...orcecercereerenserecnrcnnenniennna 69ul 69l
Persulfato de Amonio 10% phv............ 25 25
TEMED.......certeererciricenereseneisrenes 3 3

Todos los reactivos fueron adquiridos de Sigma.

4.Reactivos para la determinacién de Anticuerpos anti-proteinas
intracelulares de S. somaliensis, A. madurae y N. brasiliensis mediante
inmunoelectrotransferecia.

4.1 Buffer de Transferencia Tris-HCI 195mM, Glicina 192mM

se disolvieron 14.41 g de Glicina y 4. g de Trizma-HCI en 400ml| de agua
mas 400ml de metanol, y se aforé a 1L.

4.2 PBS-Tween. PBS 0.1M pH 7.4 se mezcld en proporcién 1, 000 :1 viv
con Tween 20 (BIO RAD).
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4.3. Soluciéon bloqueadora al 3% p/v. Se disolvieron 3g de lecho
descremada(Svelty, Nestlé) en PBS-Tween y se aforaron a 100ml con el
mismo PBS-Tween.

4.4. Antisueros conjugados a Peroxidasa.

Ig anti-inmunoglobulinaG de ratén, conjugado a peroxidasa (Sigma), diluido
1:6000 v/iv en solucién blogqueadora al 1%.

Ig anti-inmunoglobulinaG de rata, conjugado a peroxidasa (Sigma), diluido
1:12000 v/v en solucion bloqueadora al 1%.

Ig anti-inmunoglobulinaG de conejo, conjugado a peroxidasa(sigma), diluido
1:14000 v/v en solucién bloqueadora al 1%.

4.5.Solucion de sustrato/cromdgeno. Se disolvieron 10mg de

tetraclorhidrato de 3,3-diaminobencidina en 20ml de PBS y se afiadieron
40pl de peréxido de hidrégeno.
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TABLAS

Tabla. 1 Antigenos de S. somaliensis identificados por suero de ratones BALB/c,
ratas Lewis y conejos Nueva Zelanda infectados o inmunizados con la misma.

Antigenos | Ratones | Ratones Ratas Ratas Conejos Conejos
proteicos de| BALB/c BALB/c Lewis Lewis Nueva Nueva
S. Infectados |Inmunizados| Infectadas |Inmunizadas| Zelanda Zelanda
somaliensis Infectados |Inmunizados
(PM kDa)
10 0/8 b5/8 0/6 0/6 0/2 2/2
12 0/8 6/8 0/6 6/6 2/2 22
20 0/8 0/8 0/6 0/6 2/2 22
21 3/8 8/8 2/6 6/6 2/2 2/2
23 1/8 6/8 2/6 6/6 2/2 2/2
28 8/8 8/8 6/6 6/6 2/2 212
29 0/8 3/8 4/6 1/6 212 22
30 0/8 0/8 0/6 0/6 212 212
32 7/8 8/8 6/6 6/6 22 2/2
40 5/8 5/8 6/6 0/6 2/2 212
42 1/8 1/8 3/6 0/6 112 112
44 0/8 0/8 1/6 5/6 112 2/2
49 0/8 0/8 0/6 3/6 0/2 2/2
53 8/8 0/8 6/6 0/6 22 2/2

Ratones n=8; ratas n=6 y conejos n=2




Tabla. 2 Antigenos de A. madurae identificados por suero de ratones BALB/c,
ratas Lewis y conejos Nueva Zelanda infectados o inmunizados con la misma.

Antigenos | Ratones Ratones Ratas Ratas Conejos Conejos
proteicos BALB/c BALB/c Lewis Lewis Nueva Nueva
de A. Infectados |Inmunizados | Infectadas |Inmunizadas| Zelanda Zelanda
madurae Infectados |Inmunizados

(PM kDa)
10 2/8 8/8 2/6 4/6 22 212
12 3/8 6/8 0/6 3/6 2/2 2/2
15 0/8 0/8 0/6 0/6 212 12
17 0/8 0/8 0/8 0/6 212 212
21 0/8 0/8 0/6 0/6 2/2 2/2
28 8/8 8/8 6/6 6/6 212 2/2
32 8/8 8/8 0/6 0/6 2/2 2/2
35 8/8 8/8 6/6 6/6 2/2 2/2
38 8/8 0/8 6/6 0/6 1/2 2/2
40 2/8 3/8 6/6 5/6 0/2 0/2
44 3/8 2/8 1/6 4/6 172 12
47 0/8 6/8 0/8 0/6 0/2 0/2
54 0/8 6/8 0/6 0/6 0/2 0/2
76 1/8 0/8 1/6 4/6 0/2 072

Ratones n=8; ratas n=6 y conejos n=2
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Tabla. 3 Antigenos de N. brasiliensis identificados por suero de ratones BALB/c,
ratas Lewis y conejos Nueva Zelanda infectados o inmunizados con la misma.

Antigenos Ratones Ratones Ratas Ratas Conejos Conejos
proteicos de N.| BALB/c BALB/c Lewis Lewis Nueva Nueva
brasiliensis(PM | Infectados (Inmunizados | Infectadas | Inmunizadas| Zelanda Zelanda

kDa) Infectados | Inmunizados
15 0/8 0/8 0/6 0/6 2/2 22
21 0/8 2/8 6/6 0/6 2/2 212
24 5/8 7/8 3/6 6/6 212 22
28 0/8 0/8 0/6 0/6 22 2/2
35 5/8 8/8 3/6 0/6 2/2 2/2
38 0/8 0/8 0/6 0/6 212 2/2
41 0/8 0/8 0/6 0/6 212 212
45 0/8 0/8 5/6 0/6 2/2 212
53 0/8 8/8 0/6 0/6 2/2 2/2
61 8/8 8/8 6/6 6/6 2/2 2/2

Ratones n=8; ratas n=6 y conejos n=2
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Tabla. 4 Antigenos de S. somaliensis identificados por sueros de ratones BALB/c,
ratas Lewis y conejos Nueva Zelanda infectados o inmunizados con A. madurae 0
con N. brasiliensis.

Antigenos | Ratones Ratones Ratas Ratas Conejos Conejos
proteicos de| BALB/c BALB/c Lewis Lewis Nueva Nueva
S. Infectados |Inmunizados| Infectadas |Inmunizadas| Zelanda Zelanda
somaliensis| con A. con A. con A. con A. Infectados |Inmunizados
(PMkDa) | madurae. | madurae | madurae madurae con A. con A.
madurae madurae
10 0/8 0/8 0/6 0/6 0/2 212
12 0/8 1/8 0/6 0/6 112 212
20 3/8 6/8 0/6 0/6 02 Ya
21 3/8 6/8 0/6 0/6 2/2 212
23 3/8 _6/8 _0/6 0/6 22 2/2
Antigenos | Ratones Ratones Ratas Ratas Conejos Conejos
proteicos de| BALB/c BALB/c Lewis Lewis Nueva Nueva
S. Infectados |Inmunizados| Infectadas |Inmunizadas| Zelanda Zelanda
somaliensis| conN. con N. con N. con N. Infectados |Inmunizados
(PM kDa) | brasiliensis | brasiliensis | brasiliensis | brasiliensis con N. con N.
brasiliensis | brasiliensis
10 0/8 0/8 0/6 0/6 072 22
12 0/8 0/8 0/6 0/6 22 Y
20 4/8 7/8 0/6 2/6 072 0/2
21 4/8 7/8 0/6 5/6 2/2 2/2
23 3/8 1/8 0/6 1/6 22 2/2
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Tabla. 5 Antigenos de A. madurae identificados por sueros de ratones BALB/c,

ratas Lewis y conejos Nueva Zelanda infectados o inmunizados con N. brasiliensis
o con S. somaliensis.

Antigenos | Ratones Ratones |Ratas Lewis Ratas Conejos Conejos
proteicos BALB/c BALB/c Infectadas Lewis Nueva Nueva
de A. Infectados |Inmunizados| conN. [Inmunizadas| Zelanda Zelanda
madurae con N. con N, brasiliensis con N. Infectados |Inmunizados
(PM kDa) | brasiliensis | brasiliensis brasiliensis con N. con N,
brasiliensis | brasiliensis
21 0/8 3/8 0/6 0/6 072 0/2
Antigenos | Ratones Ratones |Ratas Lewis Ratas Conejos Conejos
proteicos BALB/c BALB/c Infectadas Lewis Nueva Nueva
de A. Infectados |Inmunizados|{ conS. |Inmunizadas| Zelanda Zelanda
madurae con S. con S. somaliensis con S. Infectados |Inmunizados
(PM kDa) | somaliensis | somaliensis somaliensis | con S. con S.
somaliensis | somaliensis
21 0/8 0/8 0/6 0/6 0/2 012
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Tabla. 6 Antigenos de N. brasiliensis identificados por sueros de ratones BALB/c,
ratas Lewis y conejos Nueva Zelanda infectados o inmunizados con A. madurae o

con S. somaliensis.

Antigenos | Ratones | Ratones Ratas Ratas Conejos | Conejos
proteicos BALB/c BALB/c Lewis Lewis Nueva Nueva
de N. Infectados |Inmunizados| Infectadas |Inmunizadas| Zelanda Zelanda
brasiliensis | con A. con A. con A. con A. Infectados |inmunizados
(PM kDa) | madurae. madurae madurae madurae con A. con A.
madurae madurae
24 2/8 6/8 0/6 0/6 212 2/2
61 0/8 0/8 0/6 0/6 0/2 172
Antigenos | Ratones Ratones Ratas Ratas Conejos Conejos
proteicos BALB/c BALB/c Lewis Lewis Nueva Nueva
de N. Infectados |Inmunizados| Infectadas |Inmunizadas| Zelanda Zelanda
brasiliensis | con S. con S. con S, con S. Infectados | Inmunizados
(PM kDa) | somaliensis | somaliensis | somaliensis | somaliensis | con S. con S,
somaliensis | somaliensis
24 0/8 0/8 0/6 0/6 2/2 22
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