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RESUMEHN,

El presente trabajo se dividid en tres etapas : 1) La iden~—
tificacién de los antigenoa inmunodominantes de NW. brasiliensis.
2) Bl aislamiento de tres de esos antigenos, y 3) La purificacién
de dichas proteinas inmunédominantes. Como material inicial para
llevar a cabo este trabajo, se utilizé un extracto de N. brasi—
liensis obtenido por sonicacién de células desengrasadas y secas.
Para determinar los polipéptidos inmunodeminantes presentes en el
extracto, este se analiz¢$ con electroforesis en gel de poliacril-
amida—-dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) en gradiente, y se -
transfiri$é a una matriz sélida de nitrocelulosa. Las proteinas
transferidas al papel se analizaron mediante Western blct, con
suercos de paclentes con micetoma, para conocer las proteinas -
inmunodominantes. Ademis, se determinaron las reacciones cruzadas
con suercs de sujetos aparentemente sanos, de paclentes con -
tuberculosis pulmonar activa, asi como con sueros de paclentes
con enfermedad de Hansen.

En el andlisis por SDS-PAGE, se observaron aproximadamente
35—40‘bandas del extracto sonicado, mediante la tincién con ni-
trato de plata. De egstas proteinas, seis de ellas fueron recono-—
cidas por més del 50% de los pacientes con micetoma por -
N. brasiliensis. Tres de éstas, con un peso molecular aproximado
de 49, 43 y 42 kilodaltones (kDa), fueron reconocidas muy fre-
cuentemente por sueros de sujetas normales, por pacientes con -
tuberculosis pulmonar activa y por pacientes con lepra. Las tres

restantes, de 61, 26 y 24 kDa, ademis de ser identificadas por
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los pacientes con micetoma por R. brasiliensis, fuercn reconoci-
das por pacientes con micetoma por N. asteroides, y débilmente,
por alqunos sueros de pacientes con tuberculosis y pacientes con
lepra, En base a que las proteinas de 61, 26 y 24 kDa fueron mas
frecuentemente reconocidas por pacientes con micetoma, asi como
por mostrar menor reaccién cruzada, fueron seleccionadas para ser
alsladas y purificadas.

Para aislar las proteinas antes seflaladas, se utilizaron las
técnicas de filtracién en gel, precipitacidén con solucidén satura-
da de sulfato de amonio y cromatografia de intercambic iénico.

La mezcla cruda de antigeno se separd medliante filtracién en
gel en Sephadex G-100, en dos fracclones, una de peso molecu-
lar alto {Pl), con su pico maximo de absorcién cerca del Vo de la
¢olumna, y una de peso molecular bajo (P2) cerca del marcador de
12.4 kDa. El andlisis en SDS-PAGE de varios volUmenes de elucién
del pico Pl, mostrd que estaba constituido de bandas de peso mo=-
lecular alto e intermedio. El pico P2 estaba formado casli en su
totalidad por la banda de 24 kDa con algqunos contaminantes de
peso molecular bajo. Esta técnica constituy$ un paso preliminar
de alslamiento de la proteina de 24 kDa, la cual fue purificada
a partir del eluido de Sephadex G-100 que contenia dicha banda -

(P2) . Esta fraccién se dializé, se concentrd por liofilizacién,
y se aplicd a un gel discontinuo de poliacrilamida, de acuerdo a
la técnica de Laemmli, en un sistema no desnaturalizante. La
porcién del gel, en la cual se encontraba la P24, se electroeluyd

en un congentrador ISCO. El grado de pureza del electroeluido se
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determind mediante SDS-PAGE y tincién con nitrato de plata, obser
vandose la presencia de una sola banda; en un técnica mis sensi-
ble, la inmunoelectrotransferencia, tampoco se chservaron polipép
tidos contaminantes.

Otro método de ailslamiento utilizado en la purificacién fue
la precipitacién del extracto crudo con solucién saturada de sul-
fato de amonio a diferentes concentraciones. Al 50% de concentra-—-
clén final, la proteina de 61 kDa precipitd junto con la banda de
24, y de 26 kDa, asi como con varias bandas mds. A partir de este
antigeno enriquecldo, se purificaron las bandas de 61, 26 y 24
kDa, mediante la técnica de electroelucidén en sistema desnatura——
lizante.

Para obtener las proteinas en forma no desnaturalizada se -
utilizaron varias técnicas: la cromatografia de afinidad, la cro-
matografia de intercambio iénico y la electroelucidén de geles en
condiciones no desnaturalizantes., La cromatografia de afinidad
fue realizada con antisueros que fueron obtenidos en conejos -
inmunizados con proteinas désnaturalizadas purificadas por elec-
troelucidn, 5in embargo, con este método se obtuvo muy bajo ren-
dimiento.

Con la cromatografia de intercambio 1énico, fue posible ais-
lar la banda de €1 kxDa semipurificada, perc¢ para obtenerla en un
mayor grado de pureza se utilizd la electrecelucién en geles de -
poliacrilamida al 10 % sin dodecilsulfato de sodio.

Mediante la electroelucidn de geles no desnaturalizantes se

obtuvo la banda de 61 kDa junto con muy escasas bandas contami-
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nantes. Para aumentar el grado de pureza se realizd un sequndo
paso de electroelucién en un sistema desnaturalizante en el que
se obtuvo una sola banda al ser analizade en SDS-PAGE e lnmuno-

electrotransferencia.



INTRODUC I ON.

El micetoma es una enfermedad granulomatosa crdnica que —
afecta el tejido subcuténeo, y es causado por dos tipos de -
microorganismos: los eumicetos y los actinomicetos (39). México
es uno de los paises con maa casos reportados, y es, después de
Senegal, una de las zonas de mayor incidencia (40, 41) a nivel
mundial. Los agentes etlolégicos mis comunmente aislados son -~
Nocardia brasiliensis, Rocardia asteroides, Actinomadure madurae,
A. pelletierii y Streptomyces somaliensis; los cualea en conjunto
constituyen alrededor del 98% del total de los casos. De este -
porcentaje alrededor del 90% es causado por Nocardia brasilienais

(50) .

Nocardia es un género perteneciente a la familia Nocardia-
ceae incluida en la parte 17 del Manual de Bergey (15) .Este -
génerc esta antigénicamente muy relacionado con el génera Myco——
bacterium. Son bacilos grampositivos que se dividen por fisioén -
binaria, que al ocurrir la divisién celular no hay separacidn del
soma bacteriano, formandose una estructura larga denominada hifa
microsifonada. Las colonias de Nocardia son muy semejantes a la
de los hongos por lo cual durante mucho tilempo se estudiaron -

como parte de la micologia médica.

Los actinomicetos normalmente viven saprofiticamente en sl

suelo, en la materla orgénica en descomposicién, y se introducen
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al tejido subcutdneo mediante heridas y traumatismos. En estudios
hechos por Gray y Williams (58), se ha eacontrado que en terrenos
fértiles existen aproximadamente un millén de actinomicetos por
gramo de suela, de los cuales, segin Lechevalier 1.98 % son -
Nocardia. Esto sugiere que probablemente existe una congstante -
exposicién a estos microorganismos. En los individuos que son
expuestos mediante traumas a estos microoganismos, en la mayor
parte de las ocasiones, la infeccién es controlada y desaparece;
esta constante exposicidén se relaciona a un estado de hipersen~
sibilidad tardia hacia antigenos de Nocardia en zonas endémicas
(46) . En aigunas ocasiones, los microorganismos son capaces de
evadlr los mecanismos de defensa del huésped y producir enferme—
dad. Esto es debido, probablemente, a factores de virulencia de
la bacteria ¢ a deficienclas del sistema inmune del paciente. Las
bacterias inicialmente se reproducen en los macré6fagos, y confor-
me avanza la infececién se'forman microcolonias del microorganis-
mo, llamadas grénulos (50). En los casos graves se observa des-
truccién de misculo y de hueso, Esta destruccién puede deberse a
dque la bacteria produce proteasas y/o fosfatasas que degradan el
tejido 6seo, lo cual permite la extensién de la infecclén (SO,
70) .

Hace algqunos afios, la infeccién por N. brasiliensis en -
muchos de loa casos, era de prdnostico dificil y 2 veces era -
necesarla la amputacién del niembro afectado para evitar la -

diseminacidén; inclusive después de la extirpacidn quirirgica del
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miembro afectado, algunas veces tendian a recidivar en dreas cer-
canas a la porcién amputada. Recientemente Welsh y colaboradores,
han propuesto un esquema de tratamiento efectivo para esta enfer-
medad (65); sin embargo, los mecanismos inmunolégicos de los cua-—
les depende la instalacién de la infeccién y/o la recuperacién de
la misma, no se han determinade, ya que no se conocen completa——
mente los factores de virulencia de la bacteria ni los mecaniamos

inmunes de resistencla a la infecclién,

Los factores de virulencia bacteriana incluyen entre otros,
la produccion de toxinas, como en €l caso de Corynebacterium -

diphthgriae y Clostridium tetan}, y la produccién de proteasas

como C1l. perfringes y Pseudomonas aeruginosa. En el caso de -
Nocardia brasiliensis se desconoce s8i tiene alguna actividad -—-
toxigénica, pero se ha desacrito el aislamiento de una proteasa
por 2lotnik et al. (70), lo cual concuerda con la hidrélisis de
algunos compuestos por esta bacteria, entre ellos caseina, elas—
tina y gelatina (28). Las proteasas probablemente constituyan un
factor de virulencia al facilitar la infiltracién de la bacteria
al tejidg, pero esto no ha side demostradeo, aunque existe eviden—-
cla indirecta. Por ejemplo, al comparar el micetoma eumicético
con el actinomicédtico, se observa que este Gltimo es de evolucidn

mids réapida y agresiva quizi por poseer estas proteasas (50).

Al introducirse un microorganismo a los tejldos del huésped

el primer factor de resistsncia natural lo constituyen los meca-
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niamos fagociticos no estimulados inmunolégicamente., En 1989 -
Filice et al. observaron que al incubar sugpensiones unicelulares
de Nocardia astercldes con monocitos y polimorfonucleares de su——
jetos aparentemente sanos, la capacidad de fagocitar Nocardia, de
ambas células, fue de un 10 a un 20%; en cambio, la bacteria -
testigo, Staphylococcus aureus, fue destruida hasta un 90 & (26).
Estos experimentos indican que Nocardia posee cierta resistencia
a la digestiéon intracelular por fagocitos monconucleares y poli=-
morfonucleares, lo cual €3 apoyado por estudios realizados en -
macréfagos, otros autores. En dichos estudios se observéd que las
células de ﬁ, asteroides inhibian la fusién fagosoma—-lisogsoma ——
(20, 21), ademds de impedir la disminucién del pH dentro del fa—
gosoma (11) . Posiblemente, ambos mecanismos podrian ser causantes
de la resistencia de estos microorganismos a los mecanismos

fagociticos.

Sin embargo, en la infeccién natural, la cantidad de células
de Nocardia es muy baja, comparada con la utilizadas in vitro, y
eso probablemente permite la restriccidén de la infecciédn y el de-
sarrcllo de una respuesta inmune, tanto humoral como celular, en
la mayoria de los individuos. Por otro lada, se desconocen 108 -
factorea de los cuales depende la instalacién de la infeccién en

algunas personas, las cuales desarrollan la enfermedad.

La respuesta inmune por anticuerpos es importante, princi--

palmente, en las infecciones causadas por microorganismos extra-
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celulares y virus (51). El efecto de estos anticuerpos es el de
neutralizar, en el segundo caso, y el de copsonizar y/o lisar en
el primero. Este tipo de reapuesta inmune se ha visto que es -
importante en infecciones por entercvbacterias, influenza, neumo—
nia por Straptococcus pneumoniae, etc. En el caso de infecciones
por Nocardia parece ser que los anticuerpos son de eacasa impor-
tancia en la resistencia a la enfermedad. Beanman en 1982 (9) es-
tudié la respuestz inmune humoral en un modelo de infecciédn en
ratones CBA/N x DBA2/F1. Estos ratones caracteristicamente tienen
una disfuncidén de los linfocitos B ligada al cromosoma X, de tal
forma que los machos son incapaces de producir anticuerpos, sien-
do las hembras completamente inmunocompetentes. Al determinar la
Dosis letal 50 (DLy) <de W, asteroldes en estos animales, se -
observd que los machos no eran mas susceptibles que sus equiva—
lentes hembras, aln cuando éstas eran capaces de producir anti-—
cuerpos especificos. Krick (3S) y Rica (48) estudiaron el efecto
de la transferencia de suero inmune a ratones, sin poder demos—-—
trar un efecto protector a un reto posterior a Nocardia. Estos
datos sobre la respuesta lnmune humoral a Nocardia, sugieren que
que los anticuerpos no juegan un papel importante en la resisten-
tencia a la infeccién, y que inclusive podrian aumentar la grave-—

dad de las lesiones (48).

En los micetomas por Nocardia se ha observado que en paclen-

tes con enfermedad avanzada y de mal prondstico (30) existe esca-

sa reactividad de hipersensibilidad tardia con antigeno polisacé-
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rido de N. brasiliensis; en cambio, en los pacientes con regre——
8ién en sus lesiones, la reactividad se vuelve positiva. Estos
datos sugieren que un estado de resistencia a la infeccién se

correlaciona con la aparicién de una respuesta inmune celular.

Posteriormnente, otros autores utilizaron modelos animales y
experimentos in vitro para estudiar la relevancia de la respuesta
inmune celular en infecciones por Nocardia. Melendro y Ximénez -
(42, 66) utilizaron modelos murinos de infecclén y observaron que
existe resistencia cruzada entre N. brasiliensis y otros micro-

organismos intracelulares, tales como Listeria monocytogenes y el

bacilo de Calmette—-Guérin (BCG). Esto probablemente se debe a que
existen mecanismos de resistencia similares que se desarrollan
contra la infeccién por microorganismos intracelulares, particu-
larmente la activaclén de macréfagos (25). Deem, en 1982, (22)
egstudié la transferencia de inmunidad, a ratones atimicos desanu-
dos, hacia Nocardia asteroides mediante células esplénicas tota-
les y linfocitos T de ratones lnmunizadoa con este microorganis-
mo., En estos experimentos, los autores observaron una mayor -
sobrevivencia de los animales transferidos, asi{ como una mayor
capacidad para eliminar estas bacterias de bazo e higado; en cam-
bilo, los ratones controles tuvieron un alto grado de mortali-

dad.

En resumen, parece ser que la resistencia a infecciones por

Nocardia estd dada por mecanismos inmunes celulares, y no se ha
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demostrado que los anticuerpos tengan un papel importante en la

resistencia a la infeccidn.

Sin embargo, la mayoria de l9os experimentos realizados a la
fecha sobre la relacidén hospedero—pardsito, en infecciones por
Nocardia, han sido hechos éon antigenos crudos o bacterias com-
pletas, sin haberse determinado los componentes especificos que
interaccionan con el sistema inmune. Es por esto que es necesario
determinar cuales son los antigenos de K. brasiliensis que son
inmunodominantes y aislarlos para poder analizar mds adecuada-—
mente los mecanismos lnmunolédgicos que participan en esta enfer-

medad.

La pared celular de Neocardia esta compuesta de un esqueleto
de peptidoglucano el cual -se asocia a proteinas y polisaciridos
(Arabino-galacto—glucana) {58, 61). A semejanza de las micobacte-
rias, la pared de Nocardia estid constitulda alrededor de 40% de
lipidos, entre ellos &cidos grasos, carotenos, acidos Nocardio-

micélicas y ceras (37).

Ademas de R. brasiliensis, la otra especie patégena miés fre——
cuentemente aislada, es Nocardia asteroides, la cual es una espe-—
cie filogenéticamente muy cercana a N. brasiliensis, pero a dife—
rencia de ésta produce cuadros clinicos pulmonares denominados -
Nocardiosis, los cuales se presentan principalmente en individuos

inmunocompromet idos (54) . Ademds de la Nocardiosis, M. asteroides
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es un raro agente causal de micetoma. Microscépicamente, N.aste—
roldes se gbserva en forma de bacilos Zliehl-Neelsen positivos,
y se le asocia comunmente a micetoma sin granos. Gran parte de
los estudios experimentales sobre la relacién huésped pArasito en
infecclones por Nocardia se han realizado con X.astercoides, y -
por lo tanto esta especle estia mejor ¢aracterizada.

Sugar et al., en 1987, identificaron dos antigencs de N.
asteroldes itilea en el diagnéstico de la Nocardiosis; unc con un
peso molecular de 55 kDa y otro con un peac molecular de 31 kDa
{55). La proteina de 55 kDa la utilizaron en un ensayo de ELISA,
en la cual el 95% de los sueros de pacientes con nocardiosia die-
ron positivos sin haber reaccién cruzada con sueros de pacientes
con tuberculosis (2). Este ensayo parece ser prometedor en el -

diagndstico de la Nocardiosis,

Sobre los antigenos proteicos ilnmunodominantes de Rocardia
brasiliensis, se conoce muy poco. En 1972 Ortiz y colaboradores,
utilizaron un extracto crudo de este microorganismo obtenido me-
diante rompimiento mecédnico de células desengrasadas y desecadas
(45) . E1l extracto se utilizé para realizar pruebas de hipersensi-
bilidad tardia en sujetos con micetcma y en animales de experimen
tacién. Estos autorés ocbservaron que personas con micetoma, asi
como aquellos que vivian en una zona endémica, presentaban una -
reaccidén positiva con este extracto antigenico (46). En estudlos
posteriores, este antigeno fue utilizado para determinar anti—

cuerpos anti-Nocardia, (19, 48, €66) por lo cual consideramos que
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dicho extracto contlene los componentes estimuladores de las res—
puestas inmune celular y humoral. Sin embargo, se desconocen el
0 los componentes individuales que reaccionan con los anticuerpos
0 célulag senslbilizadas. Debido a e€llo e€s importante obtener las
fracciones inmunogénica_a de M. brasiliensis, ya que el purificar
estos antfigenos inmunodominantes nos permitird realizar experi—-
mentos para conocer mas sobre los mecanismos ilnmunolégicos de
defensa contra la infeccidn por Nocardia. Eventualmente, en base
al conocimiento de estos antigenos inmunodominantes, se podrédn -
desarrollar métodos serolédgicos, rédpidos vy confiables, que ayuden
al clinico en el diagndstico y la evalucidn terapéutica de esta

enfermedad,
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OBJETIVOS :

1) Identificar, en un extracto sonicado de Nocardia brasiliensis,

los polipéptidos que son inmunodominantes.

2) Alslar mediante métodos fisicoquimicos las principales protel-

nas inmunodominantes de M. brasiliensis.

3) Purificar dichas proteinas inmunodominantes.
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MATERIAL ¥ METODOS,

A. OBTENCION DEL EXTRACTO SONICADO

1, Cepa bactaeriana de Nocardia brasiliensis.- La cepa de Nocardia
bragiliensisg utilizada en este trabajo, se cbtuvo a partir de le-
giones de un paclente con micetoma dorsal del Hospltal Universi=—-—
tario " José Eleuterio GonzAlez "™ de la Universidad Auténoma de
Nuevo Leén. La especie de Nocardia se determiné mediante pruebas
bloquimicas convencionales (28), y se conservé por resiembra en
agar Saboreaud, Posteriormente se reconfirmd su identidad por el
Dr. Libero Ajello en el Centro para el Control de Enfermedades

(Center for Disease Control) en Atlanta, GA. E.U.A.

2, Obtencidn de suspensiones unicelulares de N. brasiliensis.-

Esta bacteria crece en forma de micelio, lo que dificulta el con-

teo de células, por lc cual se hicieron preparaciones unicelula—-
res. De las colonlas crecidas en agar Saboreaud se tomaron algu——
nos fragmentos pequeflos y se inocularon en matraces de 125 ml con
30 ml de Infusidn Cerebro Corazén (BHI, Brain Heart Infusion, -
Difco Det. Mich.). Estos cultivos se incubaron a 37°C en bafio de
agua con #gitacién mecénica durante 48 h, El cultivo se cosechd -
por centrifugacién y se lavd, tres veces, con solucién salina es—
téril. La masa bacteriana se trituré por 1.5 min en un homogeni—
zador de 25 ml (Eberbach). Las colonias no fragmentadas y loa fi-

lamentos miceliales grandes se separaron por centrifugacién a 100
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g por 5 min (4). El sobrenadante se observd al microscopio y se
comprobé que estuviera formada por fragmentos pequefics y célu—

lags de NMocardia.

3.0Obtencién del extracto sonicado de Nocardia brasiliaensis.— El
inéculo inicial lo constituyé una suspension unicelular. De esta
suspensién se tomaron 0.5 ml y se inocularon en matraces Erlenme-
yer de 1 litro con 160 ml de BHI. LOs cultivos se incubaron a -
37°C durante 7 dias, al término de los cuales la masa bacteriana
se cosechd por centrifugacidn, y se lavd con agua destilada esté-—
ril en 4 ocasionesa. Las bacterias se desengrasaron con alcohol -
etilico-éter etilico 1:1 en repetidas ocasiones hasta eliminar el
color amarillento de la masa bacteriana, y luego se secd a tempe-—
ratura ambiente. Las bacterias secas se resuspendieron en solu—
cién amortiguadora Tris 0.01 M, pH 7.4, c¢on acetato de magnesio
tetrahidratado 0.01 M, en una proparcién aproximada de 10% p/v.
La suspensién se sonicd en un aparato Blosonlk (Bronwill Scienti-
fic, Rochester, N.Y.) en 6 intervalos de § minutos, a una inten-—
sidad de la punta de titanio de 60%. La sonicacién se llevd a ca—
bo en bafic de hielo. Al terminar, el sonicado se cbservé al mi—
croscopic para asegurar qQque el rowpimiento fuera un minimo del
95%, Las células enteras y los restos miceliales se separaron por
centrifugacioén a 3,020 g durante 15 min.. Las paredes bacterianas
se separaron a 22,000 g durante 60 min, y finalmente la fraccién
soluble se obtuvo por ultracentrifugaciétn a 144,000 g durante 3

horas, E1l sobrenadante se dializé 24 horas contra agua bidestila-
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da en un saco de didlisis con un poro de exclusién molecular de
12-14,000 daltones (Sigma, 250-9U). El dializado se separé en -
alicuotas y se liofillzd, La cantidad de proteina se determind
por los métodos de Biuret (53) y de Lowry (36). Los azGcares -
totales se cuantificaron por el método de Dubois (23). Este anti-
geno constituyé el extracto sonicado con el cual se hicleron los

andlisis de inmunoelectrotransferencia (16, 59)

B. INMONOELECTROTRANSFERENCIA

1. Anélisis en gel de poliacrilamida—dodecilsulfato de sodio
(SDS—-PAGE), dal extracto sonicado.- El anadlisis de los componen—

tes del extracto sonicado de N. bragiliensis se realizé por elec—
troforesis en gel de poliacrilamida en gradiente, con dodecilsul—
fato de sodio como agente desnaturalizante. Se utilizé el sistema
discontinue de Laemmli (36}, con un gel <de empagquetamiento al 5%
T, v geles de corrimiento a varias concentraciones para determi-
nar en cual de ellas se obtenia mayor resolucién. Se utilizaron
geles lineales al 12 y 8 %,y un gel en gradiente de 18 a 8.75% T,

el cual se prepard de la siguiente manera :
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GEL DE CORRIMIENTO

Concentracién (% T) : 8.75 18

Acrilamida-Bisacrilamida
(30T, 2.7 %¢C), 2.04 mls. 4,197 mls.
Buffer Tris-HC1l 3 M, pH 8.8. 1.32 n 1.32 n

Laurilsulfato de sodio {Socdium

Dodecyl Sulfate, SDS.) al 10%. 0.069 v 0.069 "™
Agua Tridestilada. 3.060 " 0.645 "
Glicerina al 50 %. 0.480 * 0.740 ©
Persulfato de Amonio al 5%. 0.025 " 0.025 *

N, N, N', N', Tetrametiletilen-

diamina (TEMED). 0.003 " 0.003 "

Volumen Total : 7.0 ml 7.0 ml

La solucibn de acrilamida al 8.75% T, se vacid en la camara
izquierda del aparato formador de gradientes {(Bio Rad Laborato-
ries ), y la solucién concentrada se vacié en la cémara derecha.
La unién entre las dos camaras se abrid, y el gradiente se forméb
en la camara derecha con la ayuda de un agitador magnético. El
gel se vacié en un cassette de 21 x 14 c¢m con espaciadores de
0.75 mm, mediante una bomba peristiltica (LKB 2132 MICROPERPEX )
a una velocidad aproximada de 1 ml por minuto. Después se colocd

una capa de agua para evitar el contacto de la acrilamida con el
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aire, el cual inhibe su polimerizacién.

Después que el gel se polimerizd (aproximadamente 30-45 =
min), eliminamos la capa de agua y secamos con papel filtro. En-
segulda se colocod el peine de teflon para formar los pozos de -
carga, y vaclamos el gel concentrador el cual fue preparado de la

sigquiente manera :

GEL _CONCENTRADOR AL 5 8 T

Acrilamida—-Bisacrilamida

(308 T, 2.7 § C) 0.1665 ml
Buffer Tris-HCl 1 M, pH 6.8. 0.125 "
Agua Tridestilada 0.66 "
SDS al 10 &. 0.01 v
Persulfato de amonioc al 5 %. 0.014 "
TEMED, 0.001 "

Una vez que el gel polimerizé, se quitd el peine asi como el

espaciador inferior, y postericrmente se colocd en la cémara de
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electroforesis. Como buffer de electroforesis utilizamos Tris 125
mM, Glicina 192 mM con SDS al 0.1 %.

El antigeno se mezcld con el buffer de muestra (SDS al 10%,
2-mercaptoetanol al 10% v/v, Sacarosa al 50 ¥ en buffer Tris—-HC1
125 mM, pH 6.8 con azul de bromofenol como lndicador del frente
de iones), y se calentd en un baflo de agua en ebullicién durante
2 minutos, luego se enfrié y fue aplicado al gistema. La electro-
foreagis se llevé a cabo a un voltage constante de 15Q v, hasta
que 8l colorante indicador del frente de lones llegd al extremo
inferior del gel, el cual se tifi® con nitrato de plata, o con

Azul de Coomassie, de la siguiente manera :

TECNICA DE TINCION CON RITRATO DE PLATA.

1. Las proteinas se fijaron con solucién de metanocl al 50 & y
dcido acético al 12 %, durante 20 minutos.

2. E1 SDS se elimind del gel mediante tres lavados con sclucidn
de etanol al 10 & y &cido acético al 5 %,

3. E1 gel se colocd en solucidn oxidante (K,Cr,0, 3.4 mM, HNOQ,
3.22 M) durante $ min..

4. Bl oxidante se elimind con tres lavados de 10 min. en agua
tridestilada.

5. El1 gel se incubé en solucién con nitrato de plata {(AgNQ, 12
mM) durante 30 min, de los cuales, los primeros 5 min se
llevaron a cabo en luz intensa.

6. Las bandas se desarrollaron mediante una sclucidn reveladora
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(Na,CO; 280 mM con 0.5 ml de formaldehide conc. por litro de
solucidn) . Una vez que se observaron las bandas, la reaccién

e detuvo con acido acético al 1 &,

TECNICA DE TINCION CON AZUL DE COOMASSIE.

1, El gel se deid 30 minutos en solucidn de Azul de Coomassie
R-250 2l 0.1 &%, en metanol al 40% y 4clido acético al 10 %.

2. Posterlormente se destifid con metanol al 40 ¥ y dcldo acéticeo
al 10 %, para remover el ¢olorante que no se unid a las prote-—

inas.

Los geles tefilidos tanto con la tincién argéntica como con
Azul de Coomassie se guardaron en glicerina al 10%. Como estén-
dares de peso molecula; (Daltones [Da]), se utllizaron las si-
guientes proteinas : Miosina de masculo de conejo {205,000), -
beta-galactoslidasa de Escherichia coli (116,000), Fosfoxilasa B
de misculo de conejo (97,400), AlbGmina Sérica Bovina (66,000),
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de misculo de conejo
(36,000), Anhidrasa carbédnica de eritrocitos bovinos (29,000},
Tripsindégeno tratado c¢on fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF)
{24,000), Inhibidor de tripsina de frijol de soya (20,100) ¥y
alfa-lactalbumina (14,200). Estos esténdares se cbtuvieron de
Sigma (SDS—-6H y Dalton Mark VII-L), y se prepararon de acuerdo a

las instruccliones de esta casa comercial.
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2, Inmuncelectrotransferencia {(Westernm Blot) .- Se preparé un gel
de poliacrilamida en gradiente de 18 a 8.75% con un gel de empa-
quetamiento al 5 &, de acuerdo a la técnica de Laemlii. Para este
ensayo se utilizé un peine de 13 ¢m por 0,75 mm de grosor, y se
aplicaron 25 pg de antigeno por cada 0.8 cm. E1 gel se corrié en
las condiciones descritas arriba, y se transfiri¢ a papel de ni—
trocelulosa de 0.45 micras de porosidad (Bio Rad Lab.). La trans-
ferencia se llevd a cabo en un buffer Tris 25 mM, Glicina 192 mM,
PH 8.3 con ﬁetanol al 20 %. Las proteinas del gel se transfirie-—
ron al papel mediante la aplicacién de un voltage constante de
240 v (aproximadamente 0.75 Amperios) durante -90 win. Se utilizd
un gistema de enfriamiento (LKB 2209 multitemp) para evitar el -
calentamiento y la evaporacién del buffer. Al término de la —
transferencla, el gel se tifiY con nitrato de plata para determi—
nar la eficiencia de la transferencia. El papel se bloqued <con
gelatina de pescado (Hipure Liquid Gelatin , Norland Products, -
New Brunswick, N.J.) al 3 % en solucién salina tamponada con fos-
fato (PBS) durante 60 min, a 37°C, Posteriormente se lavd con so—
lucién de lavado (Gelatina 0.3 % en PBS-tween 20 1:1000), y se
corté en tirillas. Las tiras se incubaron durante 2 horas a 37°C
con los sueros diluidos 1:25 en gelatina al 1.5 % en PBS con -
Tween 20 1:1000. Después de lavar & veces con solucién de lavado,
las tiras se incubaron con anti-inmunoglobulinas humanas totales
(A 8400 sigma) marcadas con peroxidasa, diluidas 1:1000 en solu—
cidn de lavado. El conjugado se incubd con las tiras duxrante 2 -

horas a temperatura amblente con agitaclén constante. Las tiras



23
se lavaron de nuevo y 8e incubaron con la solucién substrate -
(3,3’ ,—-diaminobencidina [Tetraclarhidratec) al 0.05 % en PBS), la
cual se activé con perdxido de hidrégeno (40 pul de la solucién al
30% por cada 20 ml de solucidn de diaminobencidina). Después de
uncs minutos, la reaccién se detuvo ¢on HCl 1 N, Las tiras se la-

varon ¢on agua tridestilada y se secaron para su andlisis poste—

rior,
3. Muestras de suaros analizadas por elactrotrangsfarencia.— Los

suergs de pacientes con micetoma diagnosticade por estudio clini-
co, biopsia y cultive, fueron gentilmente proporcionados por el
Dr. Oliverio Welsh del departamento de Dermatologia. Eatos pa-—
cientes no habian recibido tratamiento alguno. Se obtuvieron 16
suercos de pacientes con micetoma por M. brasiliensis, y tres poz
H. asteroides. Ademas de los pacientes con micetoma, se obtuvie-
ron 25 sueros de sujetos aparentemente sanos. Para observar la

reaccién cruzada con Mycobacterium, se anallzaron 17 suercos de
pacientes con tuberculosis pulmonar activa, y 13 sueros de pa—
cientes con enfermedad de Hansen, en 108 ensayos de slectrotrans—

ferencia.

Todos los sueros se dividiercon en alicuotas, y se guardaron

a —-20°C hasta su uso,

4., Determinacién del peso molecular de las bandas identificadas

en 103 ensayos de inmuncelectrotransferencia.— El peso molecular



24
de las bandas del extracto sonicado de N. brasiliensis identifl-
cadas por los sueros de los pacientes, en el papel de nitrocelu-
losa, se calculé mediante el siguiente método : se utilizd un gel
en gradiente de 18 a 8.75% y se corrié el antigeno en dos carri-
les; el primero, para la técnica de inmunotransferencia (30 -
pg/cm) . y €l segundo, para transferir y tefiir con Azul de Cooma-
ssie (100 pg/cm) . Al lado del segundo carril de antigeno se colo-
caron loa marcadores de peso molecular. Después de la transferen—
ncia, el papel del carril no 2 se tifidé con solucidén de Azul de
Coomasale (40% de metanol, 10% de Acido acético, y 0.2% de Azul
de Coomassie R 250) durante 10 min. Se destifi con solucién de
metanol al 90% y &cido acético al 2%, Al terminar de destefiir, el
papel se equilibré en PBS. El otro carril se reveld con un suerc

de paclente con micetoma por N. brasiliaensis.

Adsorcién de los anticuae s da reaccidn cruzada on
Nycobacterium,- 50 mg de Mycobacterium tuberculosis H37Ra muertas
por ¢aleor (Difcaq, Det, Mich.) se lavaron con solucién salina i1so-—-
tonica estéril, luego se secaron & 50°C y se desengrasaron 2 -
veces con 7 ml de éter etilico anhidro. El paquete de células se
gsecd al vacio y fue triturado en un homogenizador Elvehjem—
Potter. Las micobacterias se mezclaron con 200 {1 de suero de co-—
nejo, anti-extracto crudo de N. brasiliensis precipitado con sul-
fato de amonio a una saturacién del $0% (Titulo 1l:4 en inmunodi-—
fusién), y se les agreqé 200 Ul de PBS. La mezcla se incubd a =-

379C por 30 min, y posteriormente se centrifugd a 13,500 rpm du—
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ranta 30 min. El sobrenadante se diluyé 1:100 para el ensayo de
inmuncelectrotransferencia, y fue procesado como se describié

anteriormente en los ensayos de western blot.
C. AISLAMIENTO DE LAS PROTEINAS DE €1, 26 ¥ 24 kDa,

Una vez conocidas las bandas mdas inmunogénicas del extracte
sonicado de Nocardia brasiliensis, se procedis a su aislamianto.
Para ello se utilizaron las técnicas de filtracidén en gel y pre-

cipitacién con sulfato de amonio.

1. Cromatografia da filtragién en gel,— Para los ensayos de fil—

tracién en gel se utilizé como matriz de soporte el Sephadex, -
grado fino, de varios tamafios de poro (Sephadex G-200, G-100 y
G-25) . De ellos, la mejor resolucién se obtuvo con el Sephadex
G- 100. La técnica se realizd de la sigulente manera : se utilizé
una columna de vidrio con recubrimiento interior de borosilicato
de 1.6 cm de didmetro, asi como adaptadores de membrana de nylon
camo acporte del gel (LKB 2137). Como matriz utilizamos Sephadex
G~100 grado fino con una capacidad de retencién de agua de 10 ml
Por grame de peso seco. Se pesaron 10 g de Sephadex para montar
una columna de 40 x 1.6 cm , se suspendié en agua bidestilada y
se dejé toda la noche a temperatura ambiente. Se lavé 3 veces con
agua bidestilada. Posterlormente se equilibrd en PBS y al final
fue suspendido en PBS en una proporcién 1l:1 v/v, Con este mate-

rial se empacd una columna por gravedad, y se lavd con PBS al
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flujo normal de trabajo (0.5 ml por minuto). Para determinar el
volumen vacio de la columna gse aplicéd Dextrén Azul, (P.M. aprox.
2,000 kDa, Sigma. [2 mg en 0.4 ml de PBS con glicerina al 5 %]),
Yy se eluyd al flujo de trabajo. Se tomaron alicuotas de 2 ml y se
leyeron en un espectrofotémetro PMQ3 (Carl Zeiss), a una longitud
de onda de 280 nm. De la misma forma se'aplicaron cuatro prote——
inas de peso molecular conocldo, para determinar su volumen de
elucién. Las proteinas utilizadas fueron las siguientes : Beta-
amilasa, P.M. 200 kDa, (4 mg en 0.5 ml), Alcohol deshidrogenasa,
P.M. 150 kDa, (5 mg en 0.5 ml), Anhidrasa carboOnica, P.M. 29 kDa
{3mgen 0.5 ml) y Citocrome C, P.M, 12.4 kDa,- {2 mg en 0.5 ml).,
Se graficd la absorbancia a 280 nm de las alicuotas obtenidas

contra el volumen de elucidn (Ve) de las mismas.

A la muestra de antigeno crude agregamos deoxiribonucleasa
I (Sigma), 1 U9 por mg de proteina, y se incubé a 37°C en bafio de
agua durante 2 horas., La muestra se centrifugd a 3,500 rpm por 5
min (Sero-fuge II, Clay Adams), y el sobrenadante se aplicé a la
columna., Posteriormente se eluyé con PBS al flujo de trabaljo, y
gse colectaron alicuotas de 2 ml, a las cuales se les determind la
absorbancia a 280 nm y se analizaron con SDS-PAGE en gradiente,

de acuerdo a la técnica descrita arriba.

3, Fraccionamiento del antigeno crudo de N. brasiliensig mediante
precipitacion con sulfato de amgnio (3alting Out ) .- Para separar

el antigeno crudo en fracciones, utilizamos la precipitacién con
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sulfato de amonia. Para los ensayos analiticos se precipité -
aproximadamente 1 mg de extracto ¢rudo de K. brasiliensls con
solucidn saturada de sulfato de amonio [ (NH,),50,]1, PH 7.2, a las
concentraciones finales de 20, 50, 70 y 80 %. Los precipltados -
obtenidos se resuspendieron en un volumen minimo de solucién sa-
lina boratos {SSB), pH 8.4-8.5, y se dializaron extensivamente -
contra $£SB. Los precipitados dializados se analizaron mediante

SDS-PAGE.

Posteriormente utilizamos la técnica de inmnuncelectrotrans=
ferencia para confirmar la identidad de las bandas preclpitadas,
y seleccionar aquella concentracién de sulfato de amonio en la
que se observara la precipitacién de las bandas de 61, 26 y 24

kDa con minimos contaminantes.

4, Cromatografia de Intercambio ISnico,- Utilizamos la cromato-

grafia de intercambio iénico con una matriz catiénica, la dietil-
amincetilcelulosa (Sigma) con una capacidad intercambladora media
(1 megq/gr. de peso seco) (64) . La resina en forma microgranular se
pesd (10 g) y se suspendild en NaOH (0.5 N. Posteriormente se lavd
5 veces con la misma solucién alcalina. Después se elimind el -
NaCH mediante lavados con agua bidestilada hasta alcanzar un pH
neutro. La resina se equilibrd en buffer de trabajo (Tris-HCl -
0.01 M, pH 8.00), se empac$ en una columna de 8.1 x 1.6 cm -
(LKB), y se lavé con el buffer de trabajo & un flujo de 25 ml por

hora. Se aplicaron aproximadamente 1.5 mg de precipitado al 50 &,
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a la columna, con la ayuda de una llave de tres vias, y se lavd
con buffer para eliminar las proteinas no adsortas a la resina,
Las proteinas adheridas se eluyeron de la resina mediante un gra-
diente de concentracién de NaCl de 0.0 a 0.3 M, y luego con uno
de 0.3 a 0.6 M. Se tomaron algunas alicuotas de loa eluidos de la

columna y se analizaron por SDS-PAGE.
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D. PURIFICACION DE LAS PROTEINAS DE 61, 26 ¥ 24 kDa DE
N. brasiliensis EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES,

. Elactroalucién el de liacrilamida-dodecllsulfato
godio.~ Ya que con la precipitacion del antigeno c¢rude con sul-
fato de amonio al S0% se obtenia un antigeno constituido princi~
palmente por las bandas de 61, 26 y 24 kDa, decidimos purifica-

rlas mediante electroelucién en condiciones desnaturalizantea.

Para determinar la posicién de cada proteina en el gel uti-
lizamos 6 proteinas pretefiidas (Bio Rad), las cuales se corrieron
junto con el precipitado al 50 % en un gel de poliacrilamida-SD$
lineal al 12 %, de 0.5 mm de espesor. El gel se tifié con Azul de
Coomagsie, y se determiné la posicién de las proteinas de 61, 26

y 24 kDa con respecto a8 la migracién de las proteinas preteliidas.

Después se realizaron ensayos con geles de mayor capacidad
(preparativos) con espacladores de 3 mm de espesor y peine conti-
nuo de 13 cm de largo. Se utilizé el sistema de Laemmlii ante——
riormente descrito, pero se utilizé un buffer de electroforesis
de doble concentracién (Tris 50 mM, Glicina 384 mM con SDS al -

0.1 %),

Se aplicéd aproximadamente 1 mg de ppt.50, y a ambos lados -
del carril del antigeno, se aplicaron 80 Ul de los marcadores -

pretefildoa. La electroforesis se llevé a cabo a un voltage cons=—
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tante de 150 v durante aproximadamente 4 horas y después se cortéd
el fragmento del gel que contenia cada proteina. Para obtener la
proteina de 61 kDa cortamos justamente arriba de la albumina -
sérica bovina. La proteina de 26 kDa se encontraba debajo de la
banda correspondiente a la lisozima, y la 24 kDa se obtuvo cor--

tando inmediatamente debajo de la proteina de 26 kDa

Electroeluciédn.- Los fragmentos obtenidos anteriormente se

cortaron en fracciones mas pequeflas y se colocaron en la camara
andédica de un electroelutor ISCO (Lincoln, NE). El sistema de -
electroforesis estuvo constituido de un buffer de electrodo de
Tris 50 mM, Glicina 384 mM, y como buffer de camara se utilizé -
este mismo buffer diluido 10 veces. Ambas soluciones estuvieron
separadas por una membrana de didlisis con un limite de exclusién
meolecular de 12 a 14,000 Da. La electroelucién se llevd a cabo a
un voltage constante de 120 v, Para determinar el tiempo de elu--
cién se colocaron fragmentos del gel con las proteinas pretefi--—
das, y la electroelucién se detuvo una vez que toda la proteina
se transfirié a la cémara andédica (aproximadamente 2 horas). Los
electroeluidos se recogieron y se guardaron a -20°C. El grado de

pureza se analizd mediante SDS—PAGE y tincidn con plata.
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E. PURIFICACION DE LAS PROTEINAS DE 61 Y 24 kDa DE

N. brasiliensig POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD.

1. Produccién de sueros monoespecificos anti 61, 26 y 24 kDa.-
Una vez que se purificaron las proteinas de 61, 26 y 24 kDa, me-
diante electroelucién en sistema desnaturalizante, se procedié a
inmunizar a conejos Nueva Zelanda con cada una de ellas. Inicial-
mente se aplicaron, emulsificadas en adyuvante incompleto de Fre—
und, por via subcuténea dorsal, con reinmunizaciones posteriores
por via intramuscular en las piernas, y después por via intrape—-
ritoneal. Se inmunizaron 2 conejos con el fragmento de gel que
contenia la banda de 61 kDa proveniente de 700 Hg de precipitadoc
al 50 %, y se continu6 con reinmpunizaciones de aproximadamente 10
Ug de proteina electroeluida pura, Para las proteinas de 26 y 24
kDa se siguid un protocolo similar. Todas las inmunizaciones se
realizaron con adyuvante incompleto de Freund (Sigma) y los titu-

los de anticuerpos producidos se determinaron mediante la técnica

de inmunodifusién en gel (27).

La fraccién gama de los suerocs, rica en anticuerpos, se ob-
tuvo por precipitacién con sulfato de amonio al 50 % y repreci--
pitacién al 33 %. El precipitado final se redisclvié en solucidn
salina y se dializé exhaustivamente contra sclucién salina bora-
tos (SSB), pH 8.4, hasta que se eliminé todo el sulfato de amo——

nio. La concentracién de proteina se determiné por el método de

Biuret.



32

2. Acoplamiento de la gamaglobulina de conajo anti-61 kDa con la

matriz de Sepharosa 4B activada con bromurg de clandgeng.— & g
de la Sepharosa 4B (Sigma) se hidrataron con 40 ml de HCl 1 mM

durante 15 min (47). Posterlormente se lavd por decantacién con
1600 ml de HCl 1 mM y se equilibrd en buffer de acoplamiento =
{NaHCQC3 0.1 M con NaCl 0.5 M). El gel se mezcld con la gamaglobu-
lina en una relacién de 10 mg por ml durante 12 horas a 4°C con
agitacién constante. Los sitios residuales de fijacién se blo—-
quearon con glicina 0.2 M, pH 8,0 durante 2 horas. Luego el gel
s@ lavd con 3 ciclos de buffer de acetato 0.1 M, pH 4.4, y buffer
de acoplamiento. Se equilibré en PBS y se lavd con KSCN 3 M para

posteriormente volverse a equilibrar con PBS.

Una vez preparado el inmuncadsorbente anti-61 kDa, este se
incubé con la muestra de antigeno crudo (10 mg) o ppt 50 (1 mg)
durante 45 min a 37°C. La mezcla se centrifugd y el sobrenadante
se elimind, Luego, el gel se lavd exhaustivamente con PBS (Aprox.
500 ml) y se agregd el agente eluyente, KS5CN 3 M, con &l cual se
incubé por 10 min a temperatura ambiente. El eluyente se separd
de la matriz de gel por centrifugacidn, se dializd extensivamente
contra solucidn salina y se concentrd por liofilizacidén. La cali-
dad de la proteina eluida se evalu¢ por andlisis en SDS-PAGE y
tincién con plata. Ademlds, el eluido con KSCN se transfirld a.
papel de nitrocelulosa y las tirillas se revelaron por separado
con un suera de paciente con micetoma, y un anticuerpe monoclonal

antl 61-kDA(Y4E2) (52).
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¥. PURIFICACION DE LAS PROTEINAS DE 61 Y 24 kDs POR

ELECTROELUCION EN CONDICIONES RO DESNATURALIZANTES.

1, Purificacién de la protefna de 24 kDa.- Para este ensayo, se

utiliz¢6 el extracto sonlcado crudo (aprox. 40 mg) o bien el -
sobrenadante de su precipitacién al 50 % con sulfato de amonio.
Inicialmente el antigeno se pasd por la columna de filtracién en
gel con Sephadex G-100. Una vez concgcido el volumen de elucién en
el cual se obtenia la banda de Z4 kDa, se tomaron las alicuotas
correspondientes, y se analizaron por SDS-PAGE. Las fraccionea -
donde se encontré la banda de 24 kDa se mezclaron y se dializa—--
ron contra agua bidestilada para eliminar el buffer de fosfatos.
Posteriormente se concentraron por liofilizacién, y se conserva-

roen a -20°C hasta su uso,

Tanto 108 ensayos de filtracién en gel como las electrofo-
resis preparativas se realizaron a 4°C para congervar la integri-

dad de la proteina lo m&s posible.

Bl liofilizado de la fraccidn 2 se resuspendid en 1 ml de -
agua tridestilada, y se mezclé con 333 pul de buffer de muestré -
8in SDS y sin beta-mercaptoetanol. La muestra se aplicé a un sis—
tema preparativo de electroforesis en gel de poliacrilamida (12%
T), en sistema discontinuo de Laemmlii, sin SDS. La electrofore——

sis se llevd a cabo a un voltaje constante de 150 v por 4 horas.
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Después de determinar la posicidn de P24 mediant; la tincién de
un fragmento del gel, se cortd la fraccidn que contenia la banda
de 24 kDa, y se colocéd en la cimara catédica del Concentrador -
ISCO. La proteina se electroeluyd de acuerdo a la técnica descri-

ta anteriormente.

Fara determinar el grado de pureza cobtenido, el electro—-—
eluido se analizé por SDS-PAGE, e inmunoelectrotransferencia. La
concentracién de proteina se determinéd mediante el métodeo de -

Bradford (13).

2, Purificacién de la proteina de 61 kDa de N. brasiliensgis -
Para determinar la posicién de la proteina de 61 kDa, en condi--
clones no-desnaturalizantes, se corri$ una muestra que contenia
una gran proporcién de esta banda (eluido de DEAE-celulosa) en un

gel de pollacrilamida al 12% sin SDS. Las bandas mis fuertemente

tefildas fueron electroeluidas y analizadas en SDS-PAGE.

Una vez conocida la posicidén de la proteina de 61 kDa en ge-
lea no—-desnaturalizantes, se hicieron geles en escala preparativa
de 3 mm de grosor con capacldad de 1-1.5 mg de un precipitado del
extracto crudo obtenido con sulfato de amonic al 50 %. La posi—
cién de 1la proteina en el gel se determiné por comparacién de la
migracisn de proteinas pretefiidas (Blio Rad). La eletroforesis se
llevd a cabo en un sistema discontinuo de Laemmlii, sin SDS, con

un gel de corrimiento al 10 %, con un voltaje constante de 150 v,
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y finalmente la proteina de 61 kDa se electroeluyé en la forma ya
descrita. El electroeluido obtenido se analizd en un gel de poli-
acrilamida al 12%, con SDS, y la cantidad de proteina se determi-
nd por el método de Bradford {(13).
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RESULTADOS§,

I. OBTENCION DEL ANTIGERO CRUDQ

a) . Obtencidn de indculos para el cultive en masa de Nocardia
brasiliensis.~ Mediante la inoculacidn de suspensiones unice-

lulares de N, brasiliensis obtuvimos una mayor cantidad de masa
bacteriana que con la inoculacién con fragmentos de colonias
crecidas en agar Saboureaud., La masa bacteriana obtenida de 6
litros de BHI fue de aproximadamente 100 g de masa himeda, de la

cual se extrajeron aroximadamente 300 mg de extracto crudo.

Determinacién de protegin rbohidra dal extract
erudo,.- Al extracto crudo se le determind la cantidad de proteina
por los métodos de Lowry y Bluret, asi como la concentracidén de
carbohidratos totales por el método del fenol-sulfurico. La ¢on—~
centracién de proteinas determinada por ambos métodos fue idénti-
ca (2.6 mg/ml), lo que descarta que este extracto sea bajoen -
proteinas con tirosina o triptéfano. La concentracién de carbohi-

dratos fué de 280 Mg por ml por el método de Dubois.

c)] Andlisis del extracto sonicado de N. brasiliensis en gel da
poliacrilamida-dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGER) .— En el gel de

poliacrilamida al 12 & de T, las bandas del extracto crudo esta-

ban uniformemente distribuidas a todo lo largo, pero las protei-

nas de peso molecular bajo (menores de 14 kDa) migraron con el
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frente de iones (Azul de bromofenol), por lo que qulzi los poli-
péptidos pequefios se eluyeron del gel y no fueron detectados. Al
8 $ de T la migracién fue demasiado répida y las bandas resulta-
ron en el tercio inferior del gel {(datos no mostrados). Para -
separar las proteinas tanto de alto como de bajo peso molecular,
se utillizd un gel en gradiente de 18 a §.75 & en el cual observa-
mos una distribucién uniforme de las bandas tefiidas con Azul de
Coomassie. Con la tincién d& nitrato de plata pudimos observar el
antigeno citopldsmice a una concentracién de 31.25 ug por cm en
geles de 0.75 mm de grosor y 10 ¢m de largo, como se muestra en
la Figura No 1, Con esta tincién encontramos aproximadamente 35-
40 bandas del antigeno crudo, principalmente entre loa marcadores
de 66 y 20 kDa. Arriba del marcador de 66 kDa se observaron -

aproximadamente 8 bandas.

Cuando el antigeno se tifié con Azul de Coomassie se necesi-
taron alrededor de 200 pg de proteina, esto es, 7 veces mas la
cantidad de antigenc para alcanzar la sensibilidad del nitrato de
plata. Con Azul de Coomassies se observaron 2 bandas fuertemente
representadas en la zona correspondiente a 24 kDa (figura no 2)

las cuales no fueron reveladas con nitrato de plata.
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II. ANALISIS POR ELECTROTRANSFERENCIA.

sterminacién de los 11 i énicoa del axtra
gonicado.~.- En los ensayos de inmunoelectrotransferencia -
(Western blot) se analizd el patrén de reconacimiento del extrac-
to sonicado de N, bragiliensis por loa suergs de paclentes con
micetoma por N. brasiliensias, N. asteroideg, tuberculosis pulmo-
nar activa y pacientes con lepra. Los sueros se diluyercon 1:25 y
el patrdn de reconocimiento se compar$ con el patrdn presentado
por sueros de sujetos normales sin antecedentes de ninguna de

estas enfermedades. .

Para conocer el peso molecular de las bandas reconacidas por
los sueros de los pacientes, ge determind la migracién (movilidad
relativa, Rf) de los marcadores de peso molecular conocido en el
papel tefiido con Azul de Coomassie (ver tablas 1 y 2,) y se gra-
ficd contra el logaritme de su peso molecular.’Con estos datos se
obtuvo una curva, en la cual se extrapolaron los Rf de las bandas
reconocidas por los paclentes en la inmunoelectrotransferencia y

se calculd su peso molecular.

Los sueros de losg pacientes con micetoma por N. brasiliensis
reconocieron con una frecuencia de mas del 50 &, 6 bandas de peso
molecular aproximado de 61, 49, 43, 42, 26 y 24 kDa (tabla no 3).
Aunque estas bandas fueron las mds frecuentemente reconocidas, =

hubo otras de peso molecular aproximado de 56, 55, 47, 45, 28, 21
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¥ 15 kDa, que también fueron identificadas aunque con menor fre-—-—
cuencia. Lag bandas de €1, 26 y 24 kDa eran muy fuertemente reve-
ladas por la mayoria de los suereos (figura no 3) de los pacientes

con micetoma por N.brasiliensis.

1

Ademds de los sueros de pacientes con micetoma por -
H. brasiliensis, analizamos tres sueros de pacientes con micetoma
por N. asteroides (figura no 3). Los tres suercs identificaron -
lag bandaas de 61, 49, 47, 43, y 26 kDa, y dos de éstos reconocie-
ron la banda de 24 kDa. El patrdn de reconocimiento de los suergs
de pacientes con micetoma, tanto por N, brasiliensig como por K.
asteroides era indistinguible entre ellos. No se resalizaron ensa~

YO8 con sueros de pacientes con nocardiosis pulmonar.

Los sBueros de sujetos aparentemente sanos reconocieron muy
frecuentemente la banda de 42 kDa, asi como la de 49 y 43 kDa -~
(figura no 4) . La banda de 61 kDa fue débilmente identificada por

4 de estos sueros (Tabla no 3).

b) Determinacidon d igoti las inmunogl lina

pacienteg con micetoma por N brasiliensis, que reconocen lasg
proteinas dal extractg sonicado.—- Para determinar el isotipo de

las inmunoglobulinas implicadas en la prueba de inmungelectro—-
transferencia, se analizaron 5 sueroa de pacientes con micetoma
por N, brasiliensis en ensayos de Western blot, en los que se

utilizaron anticuerpos anti-isotipos de inmunoglobulinas conju-—
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gados con peroxidasa, como segundo anticuerpo,

El patrén de'reconocimiento mostrade con conjugado anti-
inmunaglobulinag totales era lgual al observado con el conjugado
anti-IgG (Figura No 5), pero con anti-IgM, 86lo en un caso se
obgservé la identificacién de las bandas de 60, 28, 26, y 24 kDa.
Este milsmo suero presentd anticuerpos de tipo IgA contra las ban-
das de 61, 60, 26 y Z4 kDa. Los demAs sueros no desarrollaron -
bandas apreciables en las tiras incubadas con conjugadoes anti-Iga
o IgM.

c) Anf&lisig por inmuncelectrotransferencia del extracto sonicado
N. brasiliensis con suaros de clientes con tuberculosis
pulmonar activa y lagfa.- Los suercos de pacientes con tubercu-
losis pulmonar activa (TPA), reconocieron varias bandas del ex—
tracto asonicado (Ver tabla Nog 4). La banda de 42 kDa fue iden-
tificada por casi todos los sueros (17/13) ¥ géneralmente fue -
revelada fuertemente (Figura No 6). La banda de 49 kDa fue igual-
mente reconocida por los sueros (17/13) . Menos comunmente, fueron
ldentificadas laa bandas de 56, 55, 45 y 43 kDa, junto con algu-
nas ogtras bandas que fueron esporadicawente reconocidas. Las
bandas de 26 y 24 kDa fueron identificadas por 4 sueros de -
pacientes con TPA, aunque fueron reveladas con menor intensidad

que en el caso de los suervs de paclentes con micetoma.

Los sueros de pacientes con enfermedad de Hansen, la mayoria
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de ellos con lepra de tipo lepromatoso, reconocieron, en forma -
similar a los pacientes con TPA, las bandas de S$6, 55, 49, 45, y
42 kDa principalmente (Ver tabla No 4) . De estos sueros, 2 de -
ellos reaccionaron en forma leve pero evidente, con la banda de
61 kDa. El doblete 26-24 kDa fue reconocido por 3 de los sueros,

aungue en una forma débil.

En general la reactividad de los sueros tanto de pacientes
con TPA como de pacientes con enfermedad de Hansen, se centrd en
el reconocimiento de las bandas con un peso molecular aproximado

entre 40 y 50 kDa.

d) Adsorcién de las bandas de reaccidn cruzada, con Mycobacterium

tubarculosis H37Ra.- Para demostrar que las bandas de 49, 45, 43
y 42 kDa son protefinas que se presentan también en -
Mycobacterium, se realizd un experimento de adsorcidn de un suero
de conejo, anti—;ntigeno de N. brasiliensis precipitado con solu-
cidén saturada de sulfato de amonic al 50 &, con c¢élulas de -

M. tuberculosis H37Ra desengrasadas y trituradas.,

En la Figura No 7 se cbserva que el suero probado en inmuno—
electrotransferencia, después de ser adsorbkido con las micobacte-
rias, ya no reacciona con las bandas de 49, 45 y 43 kDa, aunque
se observa la presencia de anticuerpes contra las bandas de 61,

42, 26 y 24 kDA.
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ITX. AISLAMIENTO DE LAS PROTEINAS DE 61, 26 Y 24 kDa DE

N. brasiliensis.

a) Filtracién en gel del antigemo crudo de N. bragiliensis en
Sepbhadex G-100. Al graficar la absorbancia de las alicuctas con
respecto a su volumen de elucidén (figura 20), se ohservd un pico
de peso molecular alto (Pl), un pico con su mixima abscorbancia
cercana al marcador de 29 kDa (anhidrasa carbdnica), y posterior—
mente, un pico de absorcién muy alta de peso molecular bajo (P3).
Se seleccionaron varias alicuotas de los picos de abscrcién y se
analizaron por SDS-PAGE en gradiente. La proteina de 61 kDa fue
eluida en las primeras alficuotas del pico 1 junto con muchas ban-
das contaminantes. En las alicuctas del picc 1, con un mayor Ve,
se observaron proteinas de peso molecular progresivamente mas -
bajo. E1l hallazgo mis importante fue que al analizar el pico 2
con SDS-PAGE, observamos que estaba compuesto casi exclusivamente
por una banda <de peso molecular aproximado de 24 kDa (figura no
B) . Al analizar el pico 3 por SDS-PAGE no se detecté ninguna -
banda a pesar de su alta absorbancia. Cabe mencionar que el color
amarillo del antigeno fue eluido en el pico 3. Las demds fraccio-

nes (Pl y P2) gquedaron incoloras.

Ya que en una de las alicuotas del pico 2 se observé una -
banda que por su Rf aparentemente correspondia a la proteina de
24 kDa, decidimos confirmar su identidad mediante un ensayo de

Wastern blot. Para ello transferimos una fraccidn de este eluido
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y revelamos con suero de conejo anti-extracto total., En la Fiqura

NO 9 observamos que el suera de conejo anti—extracto total, . -

reacciona con muchas de las bandas del extracto crudo; en cambio,
N

en el carril del eluido del Sephadex G-100 observamos la banda de

24 kDa, junto con una proteina de un peso molecular aproximado de

18 a 20 kDa.

b) Fraccionamiento del antigeno crudo con solucién saturada de
sulfato de amonio.— El extracto crudo fue precipitadc en escala
analitica a concentraciones finales de sulfato de amonio de 20,
50, 70 y 80 por ciento. Los precipitados, asi{ como los sobrena——
dantes de cada ensayo, se dializaron exhaustivamente con solucién
salina boratos. Después de dializar, los precipitados se analiza-

ron por SDS—PAGE en gradiente.

Al tefiir el gel con nitrato de plata, encontramos que en el
precipitado al 20 % no habia ninguna banda observable; en cambio,
el sobrenadante era rico en bandas y estaba constituido practi-
camente por la totalidad del antigeno. En el precipitade al 50%
se observaron algunas bandas, aunque muchas de ellas quedaron en
el sobrenadante. En la precipitacién al 70 y B0 ¢ con sulfato de
amonio, observamos que aumentd la cantidad de bandas en los pre—

cipitados y disminuyd en los sobrenadantes.

En otro ensayo, los precipitados fueron analizados en SDS-

- PAGE en gradiente de 18 a 8.75 §, electrotransferidos y revelados
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con suero de conejo anti—-extracta total de N, brasiliensis (figu-

ra No 10) . En el precipitado al 20 % observamos, casi exclusiva--
mente, las proteinas de 61, 26 y 24 kDa. A la concentracidn de -
50% de sulfato de amonio, observamos las bandas de 61, 26 y 24 -
kDa junto con algunas otras bandas que se encontraban en menor -
cantidad, A las concentraciones de 70 y 80% de la sal, observamos
la precipitacidén de maltiples bandas del antigeno ¢rudo. Puesto
gque al 50 & precipitaban las bandas de 61, 26 y 24 kDa junto con
escasas bandas contaminantes, decidimos utilizar esta concentra—

ci6n para llevarla a cabo en escala preparativa.

Al precipitar mayor cantidad de antigeno crudo al 50% -
(alrededor de 40 mg), se observy, mediante andlisis en SDS—PAGE,
la presencia de las bandas de un peso molecular relativo de 61,
26 y 24 kDa juntq con varlias bandas contaminantes (Figura No §).
S5in embargo lo mas notorio de este ensayo fue la precipitacién -
masiva de la banda de peso molecular aproximado de 61 kDa la cual

se encontraba, muy escasamente representada en el antigeno crudo.

Para corroborar que las bandas precipitadas fueran las iden-
tificadas por los suercs de los pacientes, realizamos un ensayo
de electrotransferencia del antigeno ¢rudo, asi como del precipi-
tado al 50 %, que fue revelada con un suero de paciente con mice-—
toma por N. brasiliensis. En la Figura No 11, se observa que en
el carril del antigeno crudo fueron reconocidas las bandas de 61,

60, 49, 47, 45, 43, 42, 26, 24 xDa y otra banda de pesc molecular
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mas bajo. En el carril en el que colocamos el antigeno precipita-
do al 50 % (1.31 pg de proteina), se observdé prominentemente la
banda de 61 kDa, algunas bandas de peso molecular alrededor de 50
kDa y las .bandas de 26 y 24 kDa. A menor concentracidén del preci-
pitado (0.26 Hg), se observd exclusivamente la banda de 61 kDa,

que por su alta concentracién en el precipitado fue facilmente -

observada inclusive con 131 ng de proteina.

c) Cromatogqrafia de intercambic idnico.— Después de aplicar la -
muestra de antigeno y eluir con el gradiente de NaCl de 0.0 a ~—
0.3 M, se tomaron varias alicuotas de los eluidos de la columna
de DEAE-celulosa y se analizaron en SDS-PAGE. Se abservb que en
este rango se eluyeron las proteinas de peso molecular medio, asi
com las proteinas de 26 y 24 kDa. No hubo saparacidin neta de -
ninguna de ellas; sin embargo, la banda de 61 kDa no se cbservé
en ninguna de las fracciones eluidas a estas concentraciones de -
NaCl; porx lo cual, se decidi$ utilizar concentracicones mayores de
NaCl. La columna se eluyd ¢on un gradiente de concentracidén de -
0.3 a 0.6 M de NaCl, y algunas alicuctas, a diferentesa volimenes
de elucién, se analizaron en SDS-PAGE. La proteina de 61 kDa se
obgservd en las primeras fracciones de este gradiente junto con -
algunas bandas contaminantes (Figura No 12). La pureza de la -
banda dependié del grado de pureza del antigeno precipitado al

S0% aplicado a la columna. En algunos ensayos se alcanzd una pu—
reza de alrededor del 80 %, por lo que estos eluidos sirvieron -

- para determinar la movilidad de esta proteina en un sistema 8in
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i r lo tanto,
constituia la banda wés prominente, y po
e i 1 (figura no -
icidén era facilmente identificakle en el ge
su posici

18).
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IV. PURIFICACION DE LAS PROTEINAS DE 61, 26 ¥ 24 kDa de
N. brasilieusis.

A) Purificacién de las bandas de 61, 26 y 24 kDa wmediante

electroforesis preparativa en SDS-PAGE.- Al analizar una muestra

del antfigeno crudo .precipitado con sulfato de amonio al 50%, en
un gel de poliacrilamida al 12%, con SDS, Jjunto con las protei-
nas pretefiidas (Bio Rad), observamos que la banda de 61 kDa migré
inmediatamente antes de la albimina de huevo pretefiida (50 kDa) -
(figqura 13). La banda de 26 kDa tenia un Rf similar al de el -
inhibidor de tripsina (27,000), y teéricamente la banda de 24 kDa
migrd un poco mas que la banda de 26 kDa. Una vez localizada la
migracién de las proteinas en un gel analitico, se pasd a la eta—
pa preparativa en geles de 3 mm de grosor con capacidad de 2 a 3
mg de antigeno precipitado al 50 %. Después de correr las mues—
tras, se cortaron las fracciones del gel, que tedricamente caonte-
nian las bandas, y las proteinas se extrajeron mediante electro—
elucidén. Los electroeluidos obtenidos se analizaron en SDS—-PAGE, Yy
en los tres casos (Pbl, P26 y P24) se observd, mediante tincidn
de los geles con Azul de Coomassie (figura no 14 y no 15), nitra-
to de plata y por inmunoelectrotransferencia, la presencia de una

sola banda.

b) Cromatografia de afinidad.- Los conejos inmunizados con las -

proteinas puras desnaturalizadas de 26 y 24 kDa, no produjeron -

- anticuerpos demostrables con la técnica de inmunodifusidén, por lo
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cual no se¢ utilizaron en los ensayos de cromatografia de afini—

dad.

-Los conejos lnmunizados con la proteina de 61 kD;, purifica-
da por eletroelucién en condiciones desnaturalizantes, dieron ti-
tulos de anticuerpos, medidos por inmunodifusién, hasta 1:4 des—
pPués de 3 inmunizaciones semanales posteriores a la primoinmuni—
zacidén. En Western blot, el suero anti—$1 kDa reacciond a una di-
Iucién igual o mayor a 1:5000; en cambio, el antisuero de conejo
anti-extracto total con titulo de 1:32, medido por inmudifusitén,

did una reaccidn similar a una dilucidn de 1:500.

El inmunoadsorbente hecho con anticuerpos dirigidos contra
la proteina de 61 kDa se incubé con el antigenc de N.brasiliensis
Y las proteinas adsortas se eluyergn con KSCN 3M. Este eluido se
analizd mediante Western blot. En la figura no. 16 se muestra -
este andlisis. En la tirilla Ne 1 que se incubd con suero de -
paciente con micetoma por N. bragsiliensgis, se obse-rva la banda de
61 kDa, una banda de aproximadamente 24 kDa y una banda de gran
intensidad debajo de la banda de 61 kDa. La tirilla incubada con
el suero monoclonal Y4E2 (Tirilla No 2), que identifica tnica—

mente la banda de 61 kDa, se observé Gnica y exclusivamente esta

banda.

c) Purificacién de la protaeina da 24 kDa.-El pico de peso molecu—

lar bajo (P2) obtenido por filtracién en gel del antigeno crudo
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en Sephadex G-100 estaba constitulido practicamente solo por la
proteina de 24 kDa, aunque en Western blot aparecid® una banda
contaminante de peso molecular menor (Figura No B) . Para purifi-
car la prBteina de 24 kDa, en estado nativo, a partir de esta -
fraccion, utilizamos un sistema de electroelucién en gel no des—

naturalizante.

Las proteinas separadas en condiciones desnaturalizantes y
no—desnaturalizantes tienen un Rf diferente en cada sistema. Para
determinar la posicién de la banda de 24 kDa, en condiciones -
nativas, se analizd una muestra del pico 2 del eluido de la -
columna de Sephadex G-100 en un gel analitico no desnaturalizan—
te. Se tifié con Azul de Coomassie, y se determind el Rf de la -
proteina de 24 kDa. Una vez conocida la migracién de P24, se -
realizaron ensayos en geles preparativos de los que se abtuvo P24
por electroelucién. El eluido se analizé mediante SDS-PAGE y
Western blot, métodos en los que se cbservdé la presencia de una
sola banda (Figura no 17 y no 19), que corresponde a la proteina
de 24 kDa que fue identificada por los sueros de los pacientes

con micetoma por N. brasiliensis.

d) Purificacién de la proteina de 61 kDa.— La posicidén de la -

banda de 61 kDa, en sistema no-desnaturalizante, se determiné -
mediante el andlisis de un eluido de la columna de intercambio
i6énico, en un gel sin SDS al 12% (Figura no 18). Este antigeno,

- rico en proteina de 61 kDa, al tefiirse con nitrato de plata desa-
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rrollaba una banda fuertemente tefiida de color naranja. Al elec—
troeluir esta fraccién del gel, se observd que esta banda corres-
pondia a la movilidad de la proteina de 61 kDa. Posteriormente,
se realizaron ensayos preparativos en geles de 3 mm de grosor, a
los que se aplicaron de 1 a 1.5 mg de antigeno precipitado al -
90%. A esta concentracién de precipitado, se chservd, en el gel
" en corrimiento, una banda de color amarillo, que posteriormente

se comprobd que correspondia a la proteina de 61 kDa.

Después de electroeluir este fragmento de gel, se analizd
por SDS-PAGE, y se tifi6 con nitrato de plata. Se observo la banda
de 61 kDa junto tres contaminantes de peso molecular mis bajo. -
Para obtener un mayor grado de pureza de la proteina, se aplicéd
este eluido a un gel preparativo con SDS. El elulido obtenido de
este sequndo paso, se analizé$ mediante SDS-PAGE y Western blot
(revelado con suero de conejo anti-extracto sonicado de N. brasi-
liensis), y se demostrd que el producta final de la purificacidn

estaba constituido por una sola banda (Figqura no 17 y no 19).
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Nocardia brasiliensis es el microorganismo causante de la
mayoria d; 1los casos de micetoma en México (40). En las estudios
inmunolégicos sobre la relacién huespéd-pardsito en Nocardia, se
ha observado que lé inmunidad de tipo celular es primordial para
la resistencia a la infeccidn (22, 25, 56, 57); en cambio los
anticuerpos parecen no tener actividad protectara, e inclusive,
pudieran empeorar la infeccién (48). 5in embargo, la respuesta
inmune a este microorganismo no ha sido completamente dilucidada,
en parte por la carencia de los antigenos puros que son inmuno—

légicamente importantes.

Para seleccionar las proteinas del agente causal que sSoOn
reconocidas por el sistema inmune, podriamos empezar por cono-—
cer cuales son los antigenos que inducen la respuesta inmune
celular, ya que es la que correlaciona con resistencia. Sin -
embargo, esta informacién es dificil de obtenerse en forma -
directa. En algunos casos, otros autores han aislado en primera
instancia las proteinas y luegc han estudiado si tienen o no -
importancia inmuncléogica (14, 18, 33, 67). Pero esta es una forma
muy indirecta y lenta para obtener esa informacidn, ya que no se
conoce previamente la inmunogenicidad de las proteinas en cues—

tién.

Otro criterio para seleccionar los antigenos del agente -
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causal que deben ser aislados, es su capacidad de inducir anti-
cuerpos en paclentes infectados (17, 62, 69), lo que asegura su

antigenicidad.

En esta tesis, para aislar las proteinas de N. brasiliensis,
nosotros tomames en cuenta este segundo criterio. El material -
inicial del cual partimos para aislar y purificar las proteinas,
fue un extracto sonicado de bacterias desengrasadas y secas. Un
extracto de M. brasiliensis fue obtenide de manera similar, y
utilizado por Ortiz y cols. para realizar estudios de hipersen——
sibilidad tardia en sujetos con micetoma, en los cuales cbservd
una reaccién positiva (46). Postericormente este mismo autor,
demostrd la produccién de anticuerpos contra el extracto de N.
brasiliensis en modelos murinos (19, 48, 66). En base a estos
resultados, consideramas que el extracto citoplésmico utilizado
en estos experimentos contiene los antigenos que reaccionan ¢on
ambos efectores, células T sensibilizadas y anticuerpos. Sin -
embargo, los inmunogénos especificos que estimulan a dichos -

efectores de 1la inmunidad na se han determinado.

Consideramos que en el antigeno crudo utilizado se encuen—
tran muchas proteinas de pared bacteriana, ademas de las cito—
plasmicas, ya que durante la sonicacién, las paredes fueron rotas
Y €l material citoplasmico se liberd al medio juntc con muchas de
las proteinas de pared celular. Para el andlisis del antigeno -

crudo en gel de poliacrilamida, y dado que el extracto tedrica—
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mente estaba constituido por proteinas de muy diverso peso mole—
cular, decidimos utilizar un gel en gradiente que cubriera tanto
los rangos de peso molecular bajo, medio y alto (18 a 8.75 %). El
extracto crudo estaba constituido de polisacéridos, 4cidos -
nucleicos y praoteinas. ‘Al teflir con la técnica de nitrato de -
plata, observamos alrededor de 35 a 40 bandas bien diferenciadas
sobre un fondo obscuro, producido quizé por los lipidos restantes
o fragmentos de &cidos ribo o desoxiribonucleicos, o bién a la -
mayor sensibilidad de la técnica. La tincién con nitrato de plata
fue aproximadamente 10 veces mas sensible que la técnica de Azul

de Coomassie, por lo que optamos por utilizar la primera técnica.

Para conocer hacia cuales de estas bandas estaba dirigida la
respuesta inmune humoral de los pacientes con micetoma por -

K. brasgiliensis, transferimos las proteinas, separadas en el gel

de poliacrilamida, a una matriz de papel de nitrocelulosa, combi-
nandg asi la alta resolucién del SDS-PAGE en gradiente y la gran
sensibilidad del EIA (l&, 59). Las muestras de suero, analizadas
en los ensayos de Western blot, se extrajeron antes de que el
paclente recibiera tratamientc anti-bacteriano, ya que el trata—
miento podria modificar el patrén de reconocimiento debido a la
liberacidn de antigenos a la circulacién, 0 bién a la exposicidén
de nuevos antigénos de los microorganismos destruidos. En nuestro
caso, observamos que algunos sueros de pacientes que estaban cu—

rades clinicamente, carecian de anticuerpos anti-Nocardia.
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Los sueros de los pacientes con micetoma por N. brasiliensis
reconocieron mas comunmente 7 bandas del antigeno ¢rudo, las cua-
les son muy aparentes en ¢l Western blot. Hubo ademds otras ban-

das reconocidas, s6lo que con menor frecuencia e intensidad.

Los sueros de 1los sujetos aparentemente sanos (24%) reac—
cionarcn wés frecuentemente con la banda de 42 kDa, y en menor
proporcién con las bandas de 49, 45 y 43 kDa. De 25 sueros de
personas sanas, cuatro de ellos reaccionaron débilmente con la
banda de 61 kDa. Esta reacclidén cruzada es debida probablemente a
la presencia de anticuerpos inducidos por actinomicetos que viven
saprofiticamente en la tierra, a anticuerpos inducidos por la va—
cuna de BCG o bien, debido a la reactividad cruzada con antigenos

de la flora bacteriana intestinal normal.

Mycobacterium y Nocardia son actinomicetos que poseen fuerte
reactividad cruzada (49, 60, 66) .En los ensayos de Western blot
observamos que los sueros de pacientes con lepra lepromatosa y
tuberculosis pulmonar activa, identificaron muy frecuentemente
las bandas de 49, 45, 43, y 42 kDa. Los pacientes con lepra le—
promatosa identificaron esporidicamente la banda de 61, 26 y 24
kDa, aunque en forma mas débil que los pacientes con micetoma., -
Cuatro de 17 sueros de paclientes con TPA identificaron las bandas
de 26 y 24 kDa en forma débil, Estos datos sugieren que muy pro-
bablemente Mycobacterium posee determinantes antigenicos de reac—

cién cruzada, principalmente, con las proteinas de 49, 45, 43, y



55
42 kDa de N. brasiliensgis. Para corrobarar esta reaccién cruzada,
se realizé un ensayg de absorcidn de un suercg anti-extracto soni-
cado precipitado con sulfato de amonio al 50%, que presentaba —
reaccién ébn'varias bandas del antigeno sonicado; entre ellas las
de 61, 49, 45, 43, 42, ‘26, y 24 kDa {(figura 7). Este suero fue
adsorto con células de M. tuberculosis HJj7Ra, desengrasadas y
trituradas. En este ensayo observamos que el suero, una vez —
adsorto, no identificdé las bandas de 49, 45, y 43 kDa, lo cual
nos demuestra que tales determinantes de reaccidn cruzada se

encuentran en las proteinas de las células de M. tuberculosis

H37Ra.

En los ensayos de Western blot se utilizé como sequndo anti-—
cuerpo, un conjugado anti-inmunoglobulinas humanas totales. Para
congcer el lsotipo de los anticuerpos presentes en los suercs de
pacientes con micetoma, utilizamos, en otros ensayos, anti—inmuno
globulinas isotipo especificas {(IgG, IgM, IgA). En estos experi—
mentos observamos que la mayor parte de los anticuerpos era del
isctipo IgG, lo cual correlacicona con una tipica respuesta inmune

secundaria.

Resulta interesante que la inmuncgenicidad de las bandas de
61, 26 y 24 kDa también se observd en sueros de animales (cone—
jos, ratas y ratones;datos no mostrados) inmunizados con bacte—
rias completas o con el antigeno crudo, en 1os que se identificé,

.pOxr Western blot, la presencia de anticuerpos primordialmente —
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contra estas tres bandas. Estas proteinas fueron rara vez identi-
ficadas por los sueros normales, por lo que de las 35~40 bandas
tefiidas con nitrato de plata, seleccionamos las de 61, 26 y 24 -

kDa para ser aisladas y purificadas.

Para aislar las proteinas a partir de un extracto crudo,
tradicionalmente se han utilizado varios métados de fracciona——
mienty, entre ellos : filtracidén en gel, precipitacién con -
solventes orgénicos, cromatografia de intercambio idénico, etc.
Para purificar la proteina inmunodominante de 24 kDa en forma -
nativa, nosotros utilizamos, en primera instancia, la filtracién
en gel en Sephadex; técnica con la cual separamos el antigeno
crudo en fracciones de diferente peso molecular. Al graficar la
lectura a 280 nm de las alicuotas, observamos dos picos de absor-
bancia, uno grande cerca del volumen vacio de la columna, y otra
més pequelic cerca del marcador de 12 kDa (citocromo ¢). El pico
de peso molecular alto estaba constituido de casi todas las ban-
das del antigeno crudo; en cambio, el pico 2 estaba constituido
casi exclusivamente por la banda de 24 kDa. Anteriormente Gupta

]
y col,, en 1985, describieron la separacidén de un extracto crudo

de N. astexoides, por filtracidn en gel, en dos picos (31). De -
manera similar a nuestros resultados, la composicidén de bandas
del pico de peso molecular alto era compleja; en cambio, el pico
de peso molecular bajo estaba constituido por escasas bandas. -
Posteriormente, estos autores realizaron estudios de proteccioén

en animales {(32), con las fracciones del antigeno crudo separadas
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por filtracidén en gel, y encontraron que solamente el primer pico
inducia resistencia en los animales. Sin embargo neo caraterizaron
ni purificaron los antigenos inmunodominantes de estos extractos

semipurificados.

El pico 2 obtenido por filtracién en gel del extracto soni-

cado de N, brasiliensis estaba constituide casi totalmente por la

banda de 24 kDa. Para purificar dicha proteina a partir de esta
fraccitn, se utilizé la técnica de electroelucidn a partir de un
gel preparativeo en gel de poliacrilamida no desnaturalizante. Con
este método se logrd obtener la banda de 24 kDa purificada como
una sola banda, demostrada por dos métodos muy sensibles como los
son : la tincién con nitrato de plata y el Western blot. En el -
producto final de purificacién, podria haber pequefias cantidades
de otras proteinas, que por sus caracteristicas fisicoquimicas
similares a las de la proteina de 24 kDa, pudieron haberse obte-
nido también en el proceso de purificacién. Sin embargo, dada la
sensibilidad del Western blot, dichas impurezas, si existen, se
encuentran por debajo de 50 pg, Que es el limite aproximado de la
sensibilidad del métcdo. For la tanto ¢onsideramas tener un alto

nivel de pureza de la proteina purificada de 24 kDa.

Para purificar las proteinas inmunodominantes de 61, y 26
kDa, se utilizé la precipitacidn del antigeno crudo con solucién
saturada de sulfato de amonio al S50% de saturacién. Bn esta téc-

_nica, las proteinas precipitan gradualmente dependiendo de su -~
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numero de cargas o de sus regiones hidrofébicas, conforme se va-
ria la cantidad de sulfato de amonio en la solucién (53) . Median—
te este método obtuvimos un antigeno muy abundante en la banda de
61 kDa junto con lasg bandas de 26 y 24 kDa, asi como algunas ban-
das contaminantes. Este precipitado constituy6 una fuente exce-—
lente para purificar la banda de 61, 26 y 24 kDa mediante elec—
troelucién en SDS—-PAGE. El método de electroelucidén de geles con
SDS resultd excelente aunque muchos electroeluidos no daban la
pureza del 100%, y por lo tanto no so pedian utilizar, ya que
existian otras bandas contaminantes. Sin embargo, se ¢btuvieron
cantidades suficientes para inmunizar conejos y cbtener antisue-
ros que fueron utilizados en los ensayos de cromatografia de afi-

nidad.

Contra las bandas de 24 o 26 kDa, no se lograron obtener an-—
ticuerpos; esto podria deberse a que los conejos inmunizados fue—
ran no respendedores, a que se utilizaran concentraciones insufi-
cientes de proteina pura para inducir una respuesta adecuada de
anticuerpos, o bién a que P26 y P24 sean poco inmunogénicas en -
forma aislada. Es ademds importante considerar que no se utilizd
#dyuvante conpleto de Freund, en ninguna de las inmunizaciones, el
cual es un mayor potenciador de la respuesta inmune que el adyu—
vante incompleto que fue utilizado por nosotros en los protocolos
de inmunizacién. Por otra partg, P91 en condicicones similares de
inmunizacidn, indujo una fuerte respuesta humoral, por lo que —

quiza la baja induccién de anticuerpos por P26 y P24 es debida a
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ptras causas, que no pudiercon ser estudiadas en este trabajo.

Aanteriormente Gupta y col. (31) describjieron el aislamiento,
mediante .filtracibn en gel, de una fracciédn de peso molecular -
bajo, de HN. asteroides que denominaron F2. Aunque F2 formaba 2
lineas de precipitacidén con un antisuvero contra el extracto total
de H. asteroides, esta era incapaz de inducir una respuesta inmu-
ne humoral o celular al inmunizar un grupo de ratones (31). En -
forma similar, P26 y P24 son fuertes inductores de anticuerpos en
varias especies (ratas, ratones [datos no mostrados], conejos, y
en pacientes infectados) cuando son aplicados en forma cruda, pe-—
ro cuando se inmunizaron en forma pura no se obtuvo una respuesta
de anticuerpos. Dado este comportamiento inmunoldgice similar, -
aunado a un peso molecular semejante, P26 y P24 de N.brasiliensis
podrian ser moléculas similares a las descritas por Gupta, ya que
inclusive fueron identificados, en el ensay¢ de Western blot, por

sueros de pacientes con micetoma por N. asteroides. Estos hallaz—-

gos nesesitan otros estudios para esclarecer esta relacién.

El ensayo de cromatografia de afinidad resulté muy poco pro-—
ductivo, en términos de rendimiento, ya que obtuvimos escasa can—
tidad de la banda de 61 kDa, junto con una proteina de 45 a 50 -
kDa, que se encontraba en mayor cantidad. Dada la escasa cantidad
de P61l recuperada, optamos por otra técnica de purificacién, la
cromatografia de intercambio iénico; para ello utilizamos una -

- resina cargada positivamente, la DEAE-celulosa, en forma micro—
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granular, que tedricamente da una mayor resolucidn que la resina
fibrosa. Tanto la resina, camo las proteinas a separar, se equi—
libraron, previamente al ensayo, en solucidén amortigqguadora de -
Tris-HCl 0.01 M, pH 8.00. A este pH los grupos amino de la resina
se cargan positivamente, y las proteinas se adsorberan o no de——
pendiendo de las cargas de superficie totales de la misma. Para
la elucidn de las proteinas adsortas utilizamos un gradiente de
concentraciédn de NaCl. Dado que el rango de elucién en la mayoria
de las proteinas es de 0.0 a 0.5 M, y ya que Pbl se eluyé en el
gradiente de mayor concentracién {(de 0.3 a 0.6M), consideramos -—
que esta protelna tiene abundantes cargas negativas, lo cual se
podria constatar en un futuro mediante la determinacion de los -

residuos de aminocidcidos de que esta compuesta.

En general la metodologia de.cromatografia en cclumna impli-
ca la dilucidn, asi como la didlisis y concentracién de la mues—
tra, y por lo tanto, varios pasos de congelacidn, manipulacidn
y descongelacién. Ya que la técnica de intercambio iénico implica
estos pasos, ademas de no haberse aislado la banda de 61 kDa en
forma pura, decidimos purificarla mediante electroelucidn en ge—
les no desnaturalizantes. Esta método tiene la gran resolucién de
la electroforesia en poliacrilamida, junto con la gran capacidad
de los geles preparativos. Por otra parte, las técnicas de elec—
troelucidén en sistemas no desnaturalizantes tienen la ventaja de
conservar las estructuras proteicas, asi como un alto porcentaje

de recuperacidn de la proteina a purificar.
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La proteina de 6l kDa tiene, en un sistema desnaturalizante,

un determinado Rf que probablemente cambie en un sistema no des—
naturalizante, en el gque la migracidén depende tanto del peso mo—
lecular cémo de la carga idnica, y no exclusivamente del peso mo-
lecular como en el primer caso (34) . E1 antigeno crudo posefa una
cantidad relativamente baja de la proteina de 61 kDa, de tal -
manera que al tefiir el gel sin SDS no sablamos exactamente a cual
de las bandas correspondia. Para determinar la posicion de la
proteina de 61 kDa, corrimos una muestra de antigeno crude, junto
con otra muestra del eluido de la columna de DEAE-celulgsa, en un
gel de poliacrilamida al 12%, sin SDS (figura 18). La Gltima -
muestra tenia una gran proporcién de banda de 61 kDa, por 1lo que
la banda mayormente representada en el gel tedéricamente corres—
ponderia a P6l. Después de tefiir un fragmento del gel sin SDS, —
cortamos y electroeluimos los fragmentoé del gel que se tefiian
mas fuertemente y de color naranija {(que era caracteristico de -
P6l), para posteriormente analizarlos en SDS-PAGE al 12%, y —
corroborar asi que dicha banda correspondia a la proteina de 61

kDa.

Como mencionamos anteriormente, una de las desventajas de
este sistema es que al cortar el fragmento del gel que contiene
la proteina de nuestro intéres, puede haber bandas cerca, las
cuales aparecen en el eluido final. Por lo tanto, la pureza del
eluido depende mucho de la abundancia de la proteina de nuestro

-intéres en el antigeno inicial. Para obtener un precipitado con
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mayor proporcion de P6l, en lugar de sonicar la bacteria desen—
grasada, con lo cual se extraen muchas proteinas, utilizamos la
maceracién de las bacterias secas y desengrasadas. A partir de
ests extracto, que caracteri{sticamente tenia una proporcién més
alta de las bandas de 61 y 24 kDa, se cobtuvo la proteina de 61
kDa en forma semiaislada, por precipitaciéon con sulfato de amonio
al 50%, y en segquida se purificé por electroealucién en condicio—

nes no desnaturalizantes.

El antigeno crudo original presentaba un color amarillo, que
con la didlisis disminuia levemente. Posteriormente, en los ensa-—
yos de filtracién en gel, dicho color amarillo fué eluido en los
componentes de bajo peso melecular (<10 kDa), ¥y el antigeno res—
tante quedd completamente incoloro. Por otra parte, al precipitar
el antigeno ¢rudo con sulfato de amonio a una saturacidén del 50%,
el precipitado era de color amarillo ocre y el sobrenadante que-—
dS de color amarilla. Este Gltimo parece corresponder al compues-
to amarillo de pesg molecular bajo observado en la filtracién en
gel, que probablemente sea diferente al compuesto cromdgeno del
precipitado. Al correr un gel preparativo sin SDS, con 1 a 1.5 mg
de ppt 50%, se observé una proteina, con movilidad semejante a la
de 61 kDa, que presentaba dicho c¢olor. Al electroeluir y analizar
con SDS—PAGE al 12%, corroboramos que tal compuesto cromdgeno en
realidad era la proteina de 61 kDa. Este color amarillo quiz4 es
debido a que la proteina posee un grupc prostético, €l cual se

pierde en condiciones desnaturalizantes y reductoras, Y que pro—
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bablemente esté relacionadeo con la funcidén de la proteina en la

bacteria.

La tincién con Azul de Coomassie R~250 tiene una sensibili——
dad de aproximadamente 1 jg. El nitrato de plata aumenta esta -
sensibilidad hasta nanogramos y el Western blot hasta el nivel de
picogramos. Las proteinas purificadas de 61 y 24 kba se analiza——
ron secuencialmente por estos métLodos, y enh todos ellos se obser—
v6 la presencia de una scla banda, por lo que consideramos que -—
mediante esta metodologia es posible obtenerlas con un alto nivel
de pureza. El rendimiento de purificacién de las proteinas fue el
siguiente: de aproximadamente 100 mg de extracto crudo se obtu——

vieron 0.4 mg de proteina pura de 61 kDa y 0.125 mg de proteina
pura de 24 kDa.

En resumen, en el presente trabajo se identificaron las pro-—
teinas contra las cuales se desarrclla una respuesta de anticuer-—
pos, vy se seleccionaron aquellas que mostraron menor reaccién —
cruzada con sueros de pacientes sanos, asi como con sueros de pa-
cientes con enfermedades producidas por otras bacterias (antigéni

camente relacionadas con Nocardia) como son M. tuberculosgis,y M.

leprae. Dado que P6l, P26 y P24 estimulan la produccié4n de anti—
cuerpos en pacientes infectados, esto podria dar lugar a que en
el futuro se desarrollara una prueba serol6gica para el diagnés——
tico rapido del actinomicetoma. El hecho de que estas tres prote-

* inas fueran identificadas también por sueros de pacientes con mi-
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cetoma por N. aatercides, imposibilita el diagnéstico especie -
especifico, perg al mismo tiempo podria ser Gtil en el diagnésti-
co de la Nocardiosis pulmonar producida por N. asteroides; la -~
cual es un cuadro clinico cuyo diagndstico diferencial es difi—--
cil, ya que es muy similar a la tuberculosis pulmonar, y €l dia——

gnéstico por cultivo es lento.

Durante el desarrollo del proyecto, se observd que las pro—
teinas (P61, P26 y P24) eran ficilmente extraibles con un praoceso
leve de maceracién, en lugar del rompimiento de las células con
ultrasonido, lo cual tedricamente daba como resultado la extrac—
cidén de menor cantidad de proteina citopldsmica. En el andlisis
por SDS-PAGE del extracto obtenido por maceracibn, se observé -—
que la cantidad de P61, P26 y P24 aumentd en proporcién relativa
con respecto las demds proteinas. Esto quiza es debido a que —
estas tres proteinas estén mas superficialmente expuestas en las
células, probablemente en la pared celular, y por lo tanto son
mds facilwente extraibles, Su localizacidén no fue estudiada, por
lo que serd importante determinarla, posiblemente, mediante el —
uso de cortes de células de Nocardia, incubadas con anticuerpos
contra estas proteinas, marcados con ferritina u otro material
electrodenso. Mediante la observacién, por microscopia electrédni-
ca, del sitio de unidn de los anticuerpog en la célula, podremos
determinar el sitio en que se encuentram situadas dichas protei-

nas,
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Aunque P61, P26 y P24 fueron seleccionadas en base a su ca-
pacidad para estimular la produccidn de anticuerpos en pacientes
infectados, desconocemos si de la misma forma estimulan la pro—
duccidn de. cbélulas sensibilizadas (hipersensibilidad tardia). -
Comc Se wmenciond anteriormente en la introduccién, es la respues-—
ta inmune celular la que correlaciona con un estado de inmunidad,
por lo que serd importante determinar la capacidad de las prote——
inas purificadas para estimular dicha respuesta, lo que nos per—
mitird conocer mds sobre los mecanismos inmunolégicos de‘defensa

involucrados en el micetoma por K. brasiliensis.
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CORCLUSIONES:

En conclusién, el presente trabajo aporté el siguiente

conocimiento sobre el tema :

1) Identificamos 3 antigenos inmunodominantes de N. brasiliensia,

de un peso molecular aproximado de 61, 26 y 24 kDa.

2) Los sueros de pacientes con lepra y tuberculosis pulmonar —
activa, mostraron reaccién cruzada con las bandas de 49, 45, 43,
y 42 kDa del extractao de N. brasiliensis, Algunos de e€llos reco——

nocieron débilmente las bandas de 61, 26 y 24,

3) Se desarrollé una estrategia para aislar y purificar las pro—

teinas de 61, 26 y 24 kDa en forma desnaturalizada.
4) Se purificaron las proteinas de 61 y 24 kDa en forma nativa.
5) Las proteinas purificadas de 61, 26 y 24 kDa son herramientas

muy valiosas para el estudio de la relaciédn huésped—-parédsito en

la inﬁeccibn por N, brasiliensis.
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1. BCG

2. BHI

4, C
5. 8C
6. cm
7. Da
8. DEAE
9. DLy
10. DNA
11. EIA

12. ELISA

13. g
14. gr
15. kDa
16, M
17. meq
18. mg
19, min
20, ml
21. mm
22, mM
"23. N

ANEXQO A. ABREVIATURAS,

Bacilo de Calmette—Guerin,
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Infusion Cerebro Corazén (Brain Heart Infusion).

AlbGmina Sérica Bovina (Bovin Serum Albumin).

Grados centigrados.

Porciento de Agente Entrecruzador (Bis—acrilamida}.

Centimetros(s) .

Dalton.

Dietilaminoetil.

Dosis Letal S0 porciento.
Acido Desoxiribanucleico.
Ensayo Inmuno Enzimatico.
Ensayo Inmunoadsorbente Ligado a Enzimas
Linked Immuno Sorbent Assayj.
Unidad de Gravedad.

Gramos.

Kilodalton

Molar.

Miliequivalente gramo.
Miligramo(s) .

Minuto(s).

Mililitro(s).

Milimetro(s).

Milimolar.

Normal.

(Enzyme



24,
25.
26.

217,
28,
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.

36.
37.
38.
39.
40.
41.
42,
43.

44,

ng
nm

PBES

P61l
P26
P24
pcg
PH
r
RE

SDS

75
Nanogramos.

Nandmet ros.

Solucién Salina Tamponada con Fosfato (Phosphate
Buffered Saline).

Proteina de 61 kDa.

Proteina de 26 kDa.

Proteina de 24 kDa.

Picogramo (s) .

Potencial de Hldrdgeno.

Coeficlente de Correlacién.

Factor de Retardamiento (Movilidad Relativa).

Laurilsulfato de Sodic (Sodium Dadecyl Sulfate).

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida—dodecilsul-

SSB
5T
TEMED
TPA
Tris

UFC

Ve

Vo

fato de sodic (Sodium Dodecylsulfate-Polyacrylami——
de Gel Electrophoresis) .

Solucién Salina Boratos.

Porciento de Acrilamida Total,
N,N, N’ , N/, tetrametiletilendiamina.
Tuberculasis Pulmanar Activa.,
Tris(hidroximetil) aminometano.

Unidades Formadores de Colonias.

Voltios.
Volumen de Elucién.

Volumen Vacio
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Figura 1. Andlisis del extracto sonicado de N. brasili por
electroforesis en gel de poliarilamida-SDS en gradiente de 18 a

B8.75%. Carril Izquierdo: antigeno crudo (25 pug). Carril derecho:

Marcadores de peso molecular bajo. Tincién con Nitrato de Plata
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Figura 2. Electroforesis en gel de poli.ncriimda-sns en gradien-
te de 18 a B.75 % del extracto sonicado de N. brasiliensis. -——
Carril no 1: Antigeno crudo (200 Wg). Carril no 2: Marcadores

de peso molecular bajo. Carril no 3: Marcadores de peso molecu——

lar alto. Tincién con Azul de Coomassie.
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Figura 3. Electrotransferencia del antigeno sonicado de —-——
N. brasiliensis revelada con suercs de pacientes con micetoma. --
Tirilla no 1: Sueros de conejo inmunizado contra el extracto -——
total. Tirillas 2 a la 7: Sueros de pacientes con micetoma por -

N. brasiliensis. Tirillas 8 y 9: Sueros de pacientes con miceto--
ma por N. asteroides.
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Figura 4. Eletrotransferencia del antigeno sonicado de e
N. brasiliensis revelada con sueros de sujetos sanos. Tirilla no
1: Sueros de conejo inmunizado contra el extracto total. Tiri---
llas 2 y 18: Sueros de pacientes con mietoma por N. brasiliensis.

Tirillas 3 a 17: Sueros de sujetos aparentemente sanos.
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Figura 5. Determinacién de los isotipos de las inmunoglobulinas
de los sueros de pacientes con micetoma por N. brasiliensis que
reaccionan con el extracto sonicado. A, B, C, y D son los grupos
de tirillas revelados con diferentes sueros de pacientes con ———-
micetoma por N. brasiliensis. Los numeros de cada tirilla se --
refieren al conjugado utilizado como segundo anticuerpo. 1: Anti-

inmunoglobulinas totales. 2:Anti-IgG. 3: Anti-IgM, y 4: anti-IgA.
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Figura 6. Electrotransferencia del extracto sonicado de 'y
N. brasiliensis revelado con sueros de pacientes con tuberculosis
pulmonar activa y Enfermedad de Hansen. Tirilla no 1: suero hiper
inmune de conejo anti-extracto total. Tirillas 2 a 8: sueros de
pacientes con lepra. Tirilla no 9: suero de paciente con micetoma
por N. brasiliensis. Tirillas 10-16: sueros de pacientes con tu--

berculosis pulmonar activa.
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Figura 7. Adsorcién de los anticuerpos contra las bandas de 49,
45, 43 y 42 kDa de N. brasiliensis, con células de M.tuberculo-
8is H37Ra. Tirilla no 1: suero de conejo, anti-antigeno crudo de
N. brasiliensis precipitado con sulfato de amonio al 50% de satu-
racién. Tirilla no 2: tirilla incubada con el suero anterior, =~
pero adsorto con células desengrasadas y trituradas de M. tuber-
losis H37Ra. La flecha indica la desaparicién de la banda de 49.
Menos claramente se observa en la fotografia, la desaparicién de

las bandas de 45 y 43 kDa.
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Figura 8. Aislamiento de las Proteinas de 61 y 24 kDa de
N. brasiliensis. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS en =
gradiente de 18-8.75%. Carril izquierdo: fraccién P2 de la fil——
tracién en gel del extracto sonicado de N. brasiliensis en Sepha-
dex G-100 (2.3 pg). Carril derecho: Precipitado con sulfato de -
amonio al 50% del antigeno crudo (26 Mg). Las flechas indican la

posicién de las bandas de 61 y 24 kDa en el gel. Tincién con Azul

de Coomassie.
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Figura 9.Aislamiento de la proteina de 24 kDa de N. brasiliensis.
Analisis por Western blot. Carril izquierdo: extracto sonicado -
(25 Hg) . Carril derecho: Fraccién P2 del extracto sonicado, obte
nido en Sephadex G-100 (2.3 pug). Electrotransferencia revelada -

con sueros de conejo anti-extracto total.
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Figura 10. Andlisis por Western blot de los precipitados del ex-

tracto crudo de N. brasiliensis fraccionado con sulfato de amo—

nio. Precipitados del antigeno crudo a varios porcientos de satu-—

racién de sulfato de amonio. Carril no 1l: 20%. Carril no 2: 50%.

Carril no 3: 70%. Carril no 4: 80%.
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Figura 11. Electrotransferencia del antigeno crudo de N. brasi-—

liensis y de su precipitado con sulfato de amonio al 50% de satu-
racién. Carriles 1, 2 y 3: Antigeno crudo precipitado al 50% con
sulfato de amonio (130, 260, y 1,300 ng de proteina respectiva——

mente) . Carril no 4: Antigeno crudo (25 Hg).



Figura 12. Cromatografia de intercambio iénico. Electroforesis en
gel de poliacrilamida-SDS, lineal al 12%. Carril no 1: muestra ——
del pico de elucién de la columna de DEAE-celulosa que contenia -
la banda de 61 kDa. Carril no 2: antigeno crudo de N. brasi -

sis. Carril en el extremo derecho: marcadores de peso molecular -

bajo. Tincién con nitrato de plata.
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Figura 13. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS al 12%.
Carril A: Antigeno crudo precipitado al 50% con sulfato de, amo—-
nio. Carril B: marcadores de peso molecular pretefiidos. Fosfori-
lasa B (130,000), AlbGmina Sérica Bovina (75,000), OvoalbGmina =
(50,000) , Anhidrasa Carbénica (39,000), Inhibidor de Tripsina -
(27,000), y Lisozima (17,000). Tincién con Azul de Coomassie.
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Figura 14. Purificacién de la proteina de 61 kDa de N. brasilien-
sis. Carril A: P61 obtenida por electroelucién de geles prepara-
rativos con SDS. Carril B: Marcadores de peso molecular alto. Gel

lineal al 12%. Tincién con Azul de Coomassie.
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Figura 15. Andlisis en SDS-PAGE de las proteinas de 26 y 24 kDa
purificadas por eletroelucién en condiciones desnaturalizantes.
Carril izquierdo: P26. Carril central: P24. Carril derecho: pre--—

cipitado del antigeno crudo de N. brasiliensis con sulfato de -

amonio al 50%. Tincién con Azul de Coomassie.
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Figura 16. Electrotransferencia del eluido con KSCN 3M del inmu-
noadsorbente anti-61 kDa de N. brasiliensis. Tirilla no 1: Suero
de paciente con micetoma por N. brasiliensis. Tirilla no 2: Anti-
cuerpo monoclonal anti-61 kDa de N. brasiliensis.
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Figura 17. Andlisis en SDS-PAGE lineal al 12% de las proteinas
purificadas de 61 y 24 kDa. Carril no 1: P24 obtenida por -
electroelucién de geles sin SDS. Carril no 2: P61 obtenida por
electroelucién de geles en condiciones desnaturalizantes. Carril
no 3: estandares de peso molecular. Gel al 12%. Tincién con -

nitrato de plata.
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Figura 18. Determinacién de la movilidad de la banda de 61 kDa en
un gel de poliacrilamida al 12% en condiciones no desnaturalizan-
tes. Carril no 1: P61 semipurificada obtenida por cromatografia
de intercambio iénico. Carril no 2: Antigeno crudo sonicado (25
Hg) . Tincién con nitrato de plata. La banda marcada con el aste-

risco corresponde a P61l en el extracto crudo.
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Figura No. 20, Perfil de Elucién del Extracto Sonicado de
Ngcardia brasiliensis en Sephadex G -100.
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TAELA No I
DETERMINACION DE LA MOVILIDAD RELATIVA (Rf) DE
LOS MARCADORES DE PESO MOLECULAR EN EL PAPEL
TERIDO CON AZUL DE COOMASSIE.

MARCADOR. MIGRACION (mm)..  RE. P.M,
AlbGmina Sérica Bovina. 21.5 0.2945 66,000
QvgalbGmina, 30.0 0.4109 45,0090
Glucosa—6—fosfato

deshidrogenasa. 35.0 0.4794 36,0060
Anhidrasa carbénica. 42.5 0.58219 29,000
Tripsinégeno. 45.5 0.6232 24,000
Inhibidor de la Tripsina. 53.5 0.7328 20,100
Alfa-Lactalbdmina. €5.0 0.8904 14,204
Azul de Bromofenol. 73.0

r= —-0,9959
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TABLA No II

DETERMINACION DEL PESO MOLECULAR DE LAS BANDAS IDENTI-—
FICADAS EN WESTERN BLOT POR LOS PACIENTES CON MICE-
TOMA POR Nocardia brasiliensis.

BANDA No. MIGRACION (mm). RE. PESQO MOLECULAR
APROXIMADQ.
1 26 0.3229 61,000
2 32 0.3935 49,000
3 33 0.4099 47,000
4 35.5 0.4437 43,000
5 37 0.4596 42,000
6 S0 0.6211 26,000
K o2 0.6459 24,000
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TABLA III. IDENTIFICACION, POR WESTERN BLOT, DEL EX—

TRACTO SONICADO DE N. brasiliensis POR SUERCS DE PA-——

CIENTES CON MICETOMA Y SUERQS DE SUJETOS SANOS.

PESQ MOLECULAR APROXIMADQ (KILODALTCONES)

49 47 45 43 42 28 2¢ 24

el 56 55
Nocardia
brasiliensis 13 6 6
n=1¢
Nocardia
asteroides 3 2 2
n=3
Sujetos
sanos, 4 1] 0

n=25%

10 9 7 14 14
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TAELA 1IV. IDENTIFICACION, POR WESTERN BLOT, DEL EXTRAC-—

TO SONICADQ DE N. brasiliensis POR SUEROS DE PACIENTES

CON ENFERMEDAD DE HANSEN Y TUBERCULOSIS PULMONAR ACTIVA.

PESO MOLECULAR APROXIMADO (kda)

61 56 55 49 47 45 43 42 28 26 24

HANGEN 2 4 4 11 1 6 1 9 0 3 3
n=13

TUBERCULOSIS
PULMONAR 0 6 6 13 a 9 3 13 0 4 4
ACTIVA

n=17
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