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PROTEINAS INMUNODOMINANTES
DE Brucella melitensis EVALUADAS
POR WESTERN BLOT

Anaya Elizabeth' , Montoya Ysabel' y Carrillo P. Carlos'”?
RESUMEN

Se separaron extractos de proteinas totales de Brucella melitensis en gel 15% SDS-PAGE.
Su seroreactividad fue analizada por Western Blot con resultados satisfactorios. Para éste
propdsito sueros controles negativos (n=03), sueros de pacientes con brucelosis (n=34),
calera (n=12), tifoidea (n=02) y tuberculosis (n=02) fueron usados. Esta prueba
inmunodiagndstica detecté bandas seroreactivas ailtamente especificas (100%)
correspondientes a 8,14,18, un complejo de 25-4B y 58kDa. La sensibilidad del test fue del 90%
usando los sueros antes mencionados.
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ABSTRACT

Brucella melitensis total proteins extracts were separated by 15% SDS-PAGE. Their
seroreactivity was analysed by Western blot with satisfactory results. In order to do this 03
negative controls, 34 bruceliosis, 12 cholerae, 02 typhoid fever and 02 tuberculosis sera
were used. This immmunodiagnostic test detected highly specific seroreactive bands (100%)
corresponding to 8, 14, 18, 25-48 complex and 58kDa. The test sensitivity was 90% using
these sera.
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INTRODUCCION correspondienles a otros patdgenos tales como:
Vibrio cholerae, Francisella tularensis, Yersinia

a Brucelosis es una enfermedad conocida enterocolitica y Mycobacteritun tuberculosis'™.

desde el siglo XIX, cuyo agente causal fue
aislado por David Bruce en 1936' e¢s una
antropozoonosis originada por bacterias
gramnegativas del género Brucella que constituye
una causa importante de morbilidad en los seres
humanos y animales. En ¢l Peri, 1a forma principal
de transmisidn es la via oral, y el contagio directo
a través de piel y mucosa, constituyendose una
entermedad endémica con focos epis6dicos donde
Brucella melitensis biotipo 1 es responsable del
97% de los casos de Brucelosis humana®.

Seevatud la inmunogenicidad de las proteinas
totales de B. melitensis para usarlas como
marcadores mediante la técnica de Western Blot a
fin de disponer de un test de diagndstico alternativo
con mayor especificidad y sensibilidad.

La técnica denominada Western Blot o
Inmunoblotting® combina la capacidad de resolucidn
de la electroforesis en gel para separar a las
protefnas, con la especificidad de la deteccion
inmunolégica con los anticuerpos. Asimismo, esta
técnica, contribuye a determinar caracteristicas
importantes de los antigenos como su presencia,
cantidad, peso molecular relativo de las cadenas

El diagnéstico de esta enfermedad en el Perti
se realiza mediante aislamiento de patdgenos en
cultivos.in vitro y prucbas seroldgicas (i.e. Rosa

de Bengala, test de aglutinacidn en placa, y test de
aglutinacién en tubo). Estas pruebas seroldgicas
rdpidas debido a su relativa sensibilidad y
especificidad, presentan reaccion cruzada y falsos
positivos con anticuerpos homélogos
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polipeptidicas y grado de pureza’.

En la literatura cientifica aparecen algunos
trabajos sobre la seroreactividad de una combinacidn
de sueros humanos infectados con Brucelosis, los
cuales fueron enfrentados a un extraclo de protefnas
de B. abortus 19-§, ubicando varias bandas
antigénicas entre 30 y 60 kDa®. Asimismo, sc
identifica una proteina citoplasmdtica de 18 kDa
obtenida de B. ovis considerada como un marcador
seroldgico de infeccidn activa de Brucelosis humana
y bovina®.



Anaya E. . Montoya Y. y Carriiflo P C.

En el Pen, el diagndstico dc esta enfermedad
mediante cultivos in vifre y prucbas serclégicas
- ofrecen una buena sensibilidad cuando se aplica
adecuadamente®, Este trabajo describe el desarrollo
de una prueba diagndstica alternativa con mayor
senstbilidad y especificidad como es ef Western Blot
utilizando proteinas totales de B. melitensis.

MATERIALES Y METODOS

Bacteria: Lacepa de B. melitensis provicne
de un pacicnic peruano en fase aguda, aislada por
hemocultivo en Medie modificado de Ruiz
Castafieda, y tipificada mediante prucbas
biogquimicas y seroldgicas, segin los
procedimientos recomendados por OMS y ASM.
La cepa bacteriana se manliene criopreservada en
medio Skim Milk (Difco) a -70°C.

Preparacion del Extracto de Proteinas
Totales: El extracto de B. melitensis fue preparado
a partir de una suspensién de bacterias en solucion
salina tammponada {SSB, pH 6.4) con modificaciones
del protocolo de la Gufa de Prdctica de Western
Blot de ta divisién de Biologia Molecular®

Las bacterias previamente inactivadas a 96°C
por una hora se rompen con shock térmico de
-76°C y 37°C, con intervalos de 7 minutos cada
uno. Posteriormente, las protefnas son cuantificadas
por el método de Lowry' y sc almacenan en
alicuotas a -70°C.

Western blot: Trescientos microgramos de
las proteinas totales de B. melitensis son separadas
en un gel preparativo de SDS-PAGE al 15% a 120
volt. (25 mAmp) por 2 horas.

La transferencia de las proteinas se realizo en
papel de nitrocelulosa por una hora a 120 volt,( 32
mAmp.) Las membranas de nitrocelulosa son
incubadas con leche desgrasada, descremada y
deshidratada al 2%, y los anlicuerpos secundarios
usados fucron 1gG anti-humano conjugade con
peroxidasa e IgG anti-humano conjugado con
Fosfatasa Alcalina.

Se analizé por Western Blot la reactividad
inmunoldgica de 34 sueros de pacientes de los que
se cuenta con datos clinicos completos. Estos
sueros fueron analizados previamente por Rosa de
Bengala, Aglutinacidn en placa, Aglutinacién en
tubo y 2-Mercapto-Etanol, tres sueros de
voluntarios sanos sin historia previa de Brucelosis
{control negativo); dos sueros muy reactivos de
pacientes con Brucelosis (control positivo); 26
suerds de otras enfermedades: Célera (n=12),
Tifoidea {n=2) y Tuberculosis (n=2),

RESULTADOS Y DISCUSION

Latécnica de Western Blot utilizando proteinas
totales de B. melitensis como antigeno, ofrece un
test alternativo para el diagndstico de brucelosis
humana, logrando una sensibilidad del 90% (Figuras
1y 2). Asimismo, es de resallar que el sistema
desarrollade no tiene reaccion cruzada cuando es
evaluada con sueros de pacientes de otras
enfermedades como V. cholerae, Salmonella ryphiy
Mycobacterium tuberculosis obteniéndose por lo
tanto una cspecificidad del 100%.

SENSIBILIDAD

0
58+(25.48) 18+(25.48) 18+14  14+8  KDa
PESO MOLECULAR

| B PEROXIDASA WEFOSFATASA |

Fig. 1 : Seroactividad de las proteinas totales
de B. mefitensis Andlisis por Western blot de un
aisiamiento de 8. mefintesis. Sensibilidad de cada una de las
bandas obtenidas en el lisado de proteinas totales

SENSIBILIDAD
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Fig. 2 : Seroreactividad de proteinas totales
de B, melitensis Andlisis por Westarn blot de un aislamiento
de 8, mefintensis determinando la sensibilidad de las bandas en
forma combinada.

Elest de inmunodiagndstico desarrollado fue
optimizado usando I1gG anti-humanaconjugado con
peroxidasa como anticuerpo secundario al evaluar
sueros de pacientes infectados con Brucella sp. y
otras enfermedades (ver Material y Métodos). La
prueba detecté bandas seroreactivas con un 100%
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Proteinas inmunodominaries de Brucella melitensis en of Pertd svaluadas por Westem biot

de especificidad v 90% de sensibilidad a diferencia
de 1a 1gG anti-hureano conjugado con Fosfarasa
Alcaling con o cual sc obtuve aéle 70% de
seasibilidud {Fig. 13. Las principales proweinas
inmunogénicas detectadas en B, meliteasis
correspondieron a protefnas de 8. 14 , 18, an
complejo de 25-48 y 58kDa. (Fig. 1).

La reaccidn cruzada observada en las pruehas
seroidgicas convencionales se deberia a la
presencia de una o varias moléonlas de perosaming
en ¢l lipopoiisacirido (LPS) v que canstituye ¢l
principal antigene de superficie de Brucella spt

Este LPS s evidencisdo en pruebas de
aglutinacién convencionales dando reaccidn falsos
positivas para Brucells en pacientes ton diarrea
por V. cholerae, sin embargo no presenta reaceidn
en los ensayos de Western Blot

Dos protoinas inmunogénicas presentos en
nuestio sistema, ¢f compleio proweice 25-48kDay
1a proteina 58 kDa. también han sido descritos por
otros autores’, quiénes utilizan come antigenas un
extracto de proteinas citoplasmdticas libres de LPS
de .B. abortus 19-5, y obtienen bandas definidas
entre 283 y 48 kida, Enel sistema de Western Blot
desarrollado en este trabajo se utilizan proteimas
totales de B. melitensislas cuales presentan LPS y
glicoprotefnas. Sinembargo, no se observan bandas
definidas a nivel del complejo protefee 25-48 kDa.
Se sugiere entonces gue ia interferencis en la
resolucién de las bandas del complejo 25-48 kida
de nuestro sistema se relacione con la presencia de
LPS v/o glicoproteinas de labacteria,

ira proteine inmusedominante de B,
melitensis hallada en este trabajo, e3 §a proteina de
18kIa, la cual también ha sido reportada por otros
autores en B. ovis® y que constituye una proteing
citoplasmitica considerada aser un fuerte marcador
seroldgico.

Otras  protefnas  inmunodiagndsticas
reportadas para Brucella sp. es la proteina de 20
kDat v 26 kDa 4, las cuales reaccionan con
alpunos sueros de pacientes peruanes infectados
con Brucella sp., pers cuya reactividad no es
constante,

Finalmente, las bandas seroreactivas
reportadas en este articulo nos hap permitido
identificar {a reactividad de los sueros individuales
conira los antigenos totales de B. melitensis aislads
en nuesiro pafs. Es necesario validar ¢l test
incrementando el niimero de sueros de pacientes
con Brucelosis y de otras enfermedades. En
seritide, la Divisidn de Biologla Molecular contingda
analizando un rmayor nimero de sucros,
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