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RESUMEN

Se ha desarrollado la extraccion y purificacion de la fraccion antigénica F1 de Yersinia pestis que se utilizara en la
produccién de un kit para el diagndstico de peste. El proceso se realizé a partir de biomasa de una cepa patogena de
Yersinia pestis, aislada en Chiclayo (1999), cuyos factores de virulencia fueron comprobados con la finalidad de determinar
la presencia del antigeno en mencion. La biomasa bacteriana fue inactivada con acetona fria, y la purificacion parcial del
antigeno se realizé mediante procesos de precipitacion con sales y didlisis. Para confirmar la pureza del antigeno, éste se
sometié a una electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 15% y se evidencio la presencia de una banda de
17 kDa. Se sensibilizé glébulos rojos de carnero, con la fraccién antigénica F1, para la titulacion de un suero Anti-F1 por
hemaglutinacion pasiva e inhibicion de la hemaglutinacion.
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ABSTRACT

The extraction and purification of Fraction-1 (F1) antigen of Yersinia pestis has been implemented to be used in
the production of a plague diagnosis kit. The process was conducted from the biomass of a pathogenic strain of
Yersinia pestis isolated in Chiclayo (1999), whose virulence factors were confirmed in order to determine the presence
of the above-mentioned antigen. The bacterial biomass was inactivated in cold acetone and the antigen partial purifi-
cation was performed by precipitation with salts and dialysis. To confirm the purity of the antigen, it was subject to SDS-
polyacrylamide gel electrophoresis in 15% gel and a 17 kDa band was shown. Red blood cells from sheep were
sensitized with purified fraction 1 antigen to titer an anti-F1 serum by passive hemaglutination and hemaglutination

inhibition.
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INTRODUCCION

La peste sigue siendo un problema de salud
publica en América, debido a la persistencia de la
infeccion selvatica y el nexo entre roedores silvestres y
domésticos?.

Son muchos los reportes que sefialan a un com-
ponente glicoproteico llamado fraccion antigénica F1,
expresado a 37°C principalmente a nivel de capsula de
la bacteria?®. Este factor altamente inmunogénico, es
en realidad una mezcla de dos proteinas heterogéneas,
que en su estado nativo forman agregados entre 150-
200 kDa. Una de las proteinas, F1A esta asociada a un
pequefio residuo de carbohidratos, y la otra, F1B tiene
composicién solo proteica*. Desde muchos afos atras
ha sido el antigeno de eleccion para la produccion de
reactivos de diagnéstico.
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La fraccion empleada en las pruebas de diag-
noéstico es F1A, que se disocia en subunidades de 17
kDa, localizado en el plasmido de virulencia de 90 kb*.

Es importante destacar, que la infeccion de la
peste puede mantenerse latente en los focos enzoéticos
durante un periodo largo de tiempo. Por tanto la ausen-
cia de casos humanos no debe interpretarse como ex-
tincion del foco naturalt. Asi, existen referencias inter-
nacionales de reemergencia de la enfermedad en
Madagascar, donde se reporta la reaparicion de la en-
fermedad desde 1990 con méas de 200 casos confir-
mados anualmente®.

Los métodos serologicos permiten la deteccion de
focos de peste activos en poblaciones de roedores, de-
tectando anticuerpos especificos contra Yersinia pestis,
siendo estos estudios las herramientas imprescindibles
en todo programa de control de la enfermedad.

Los focos endémicos requieren de constante vi-
gilancia, dado que la peste esta sujeta al Reglamento
Sanitario Internacional.
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Purificacion del antigeno F1 de Yersinia pestis

En la actualidad se viene desarrollando la vigi-
lancia epidemiologica de la peste en la Region Norte
del PerGi en donde la prueba diagnoéstica que se viene
empleando es la hemaglutinacién pasiva e inhibicion
de la hemaglutinacién. Para la produccion de este
reactivo de diagndstico, se ha venido utilizando el
antigeno F1 proveniente del CDC-Atlanta.

Como el Centro Nacional de Produccion de Bio-
I6gicos (CNPB) tiene como funcién la de proveer los
reactivos para este fin, el departamento de REKMEC se
propuso realizar los estudios y experimentos necesa-
rios para obtener la purificacion de la fraccién antigénica
F1A. El presente trabajo presenta los resultados obte-
nidos en la purificacion del antigeno F1A a partir de la
biomasa bacteriana de una cepa de Yersinia pestis de
la region norte del Perd.

MATERIALES Y METODOS

Para la extraccion y purificacion de la fraccion
antigénica F1A se empled una cepa de Yersinia pestis
de la region norte del Pert (Chiclayo), aislada en 1999,
siguiendo la técnica de Baker con modificaciones®.

Se realiz6 la confirmacién bioquimica y sensibili-
dad al fago pestoso; se determinaron los principales
factores de virulencia: presencia del plasmido de 70 kb
mediante crecimiento diferencial en agar MOX a 37°C y
28°C, presencia del plasmido de 9,5 Kb mediante la
prueba de coagulasa, y pigmentacion a 28°C con culti-
vos de la cepa en agar rojo de congo.

La biomasa de la bacteria se obtuvo cultivando
la cepa en TSAy extracto de levadura, a partir de la cual
se hizo extraccion de antigenos solubles con SST (so-
lucién salina al 2,5% saturada con tolueno). Mediante
técnicas de precipitacion con sales de sulfato de
amonio al 25y 30% a pH 7,2, seguido de centrifu-
gaciones y dialisis, se fraccion6 el F1A, una
glicoproteina de pl 4,6 del F1B, que es una proteina de
pl 4,8.

El antigeno asi purificado, se liofiliz6 y se realizo
la determinacién de proteinas por el método de Lowry’
usando como estandar albumina sérica bovina (1 mg/
mL = 0,66 Abs 280 nm).

Se determiné la pureza del antigeno por
electroforesis en SDS-PAGE al 15%%°. Asimismo, se
sensibilizd hematies de carnero con el F1 purificado
para titulacion de un suero control positivo por
hemaglutinacion pasiva e inhibicion de la
hemaglutinacion?®.

RESULTADOS

Los resultados de las pruebas bioquimicas vy
sensibilidad al fago pestoso, fueron las correspondientes
alaespecie (TSI: K/A, LIA: K/A, lisis bacteriana en presencia
del fago pestoso).

Se comprobo la patogenicidad de la cepa de
Yersinia pestis, en base a las caracteristicas fenotipicas
de la expresion de los plasmidos de virulencia. Asi, se

observo crecimiento a 28°C en agar MOX que comprobo
la presencia del plasmido de 70 kb. Se comprobo la
pigmentacion de las colonias en agar rojo de congo a
28° Cy las cepas fueron coagulasa positiva, con lo cual
se verificd la presencia del plasmido de 9,5kb.

El proceso de purificacion del antigeno fue
satisfactorio, como se comprueba con los resultados
de la electroforesis en SDS-PAGE al 15%. Para la
electroforesis se prob6 diferentes concentraciones de
proteinas siendo la concentracion proteica optima del
antigeno de 2 ug, en la que se visualiz6 la banda
especifica de 17 kDa (Figura 1). La concentracion
proteica del antigeno purificado fue de 3,6 mg/mL.

Los resultados de la sensibilizacion de los
hematies de carnero con el F1 purificado son
satisfactorios, segin se muestra en la Figura 2 en la
gue se comprobd el titulo de un suero anti F1 control
(titulo de 1/2048 para la prueba de hemaglutinacion
pasiva y de 1/128 para la prueba de inhibicion de la
hemaglutinacion).

Con el antigeno purificado se ha preparado un
kit de diagnéstico por hemaglutinacion pasiva. Por otro
lado, se ha producido un lote piloto de conjugado para
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Figura 1. SDS-PAGE al 15% 1. Estandar de P.M. de rango bajo,
2-6 (2,4,7,9 y 11 ug de antigeno F1).
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Figura 2. Hemaglutinacion pasiva (HP) e inhibicién de la hemaglutinacion
(IHP) con glébulos rojos de carnero sensibilizados con F1. CN (Control
Negativo) CP (Control Positivo).
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el diagndstico de peste por inmunofluorescencia directa.

En un futuro se piensa implementar otras
técnicas de diagndstico con el antigeno purificado para
la deteccion de anticuerpos anti F1, como ELISA entre
otras.

DISCUSION

Nuestros resultados confirman que el CNPB
ya se encuentra en condiciones de producir el antigeno
F1 de Yersinia pestis requerido para la preparacion del
reactivo de hemaglutinacién y asi cumplir con los re-
guerimientos del Programa Nacional de Control de
Zoonosis del Ministerio de Salud en lo que respecta a
la vigilancia de la peste, programa que en el Pert em-
pezé en 1999. Hasta hace poco el reactivo menciona-
do, se estuvo preparando con el antigeno F1 de proce-
dencia del extranjero (CDC-Atlanta).

En el presente trabajo se demuestra que la
purificacion del antigeno F1A fue satisfactorio,
obteniéndose la banda especifica de 17 kDa en SDS-
PAGE al 15% con una concentracion de antigeno purifi-
cado de 3,6 mg/mL. lo que concuerda con lo reportado
por Abath® y Darveau*, trabajos en los que se menciona
la presencia de la banda de 17kDa. Asi mismo al so-
meter a electroforesis el F1A del CDC con nuestro
antigeno purificado obtuvimos la banda al mismo nivel
en ambos casos.

En la prueba de hemaglutinacién pasiva y la
inhibicion se obtuvieron titulos de 1/2048 y 1/128 res-
pectivamente, con un suero anti F1 obtenido por inmu-
nizacién de conejos con el F1 del CDC. Estos resulta-
dos fueron similares a los obtenidos con el reactivo de
hemaglutinacion preparado con el F1 del CDC.

De otro lado, el hecho de haber obtenido la
purificacion de este antigeno nos permitira en un futuro
cercano empezar a implementar investigaciones que
puedan permitir el reemplazo del método de
hemaglutinacion pasiva actualmente en uso, por otras
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técnicas de diagnéstico mas sensibles para la detec-
cion de anticuerpos anti F1 como es la técnica ELISA.
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