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8 1 3 U H I B . 

El presente trabajo se dividid en tres etapas : 1) La iden-
tificación de los antigenos inmunodominantes de N. braslllensia. 
2) El aislamiento de tres de esos antigenos, y 3) La purificación 
de dichas proteínas inmunódominantes. Como material inicial para 
llevar a cabo este trabajo, se utilizó un extracto de H. braal— 
lienals obtenido por sonicación de células desengrasadas y secas. 
Para determinar los polipéptidos inmunodominantes presentes en el 
extracto, este se analizó con electroforesis en gel de poliacril-
amida-dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE) en gradiente, y se -
transfirió a una matriz sólida de nitrocelulosa. Las proteinas 
transferidas al papel se analizaron mediante Western blot, con 
sueros de pacientes con micetoma, para conocer las proteínas -
inmunodominantes. Además, se determinaron las reacciones cruzadas 
con sueros de sujetos aparentemente sanos, de pacientes con -
tuberculosis pulmonar activa, asi como con sueros de pacientes 
con enfermedad de Hansen. 

En el análisis por SDS-PAGE, se observaron aproximadamente 
35-40 bandas del extracto sonicado, mediante la tinción con ni-
trato de plata. De estas proteinas, seis de ellas fueron recono-
cidas por más del 50% de los pacientes con micetoma por -
N, brasillensis. Tres de éstas, con un peso molecular aproximado 
de 49, 43 y 42 kilodaltones (kDa), fueron reconocidas muy fre-
cuentemente por sueros de sujetos normales, por pacientes con -
tuberculosis pulmonar activa y por pacientes con lepra. Las tres 
restantes, de 61, 26 y 24 kDa, además de ser identificadas por 



los pacientes con micetoma por H. braslliensig, fueron reconoci-
das por pacientes con micetoma por H. asteroides, y débilmente, 
por algunos sueros de pacientes con tuberculosis y pacientes con 
lepra. En base a que las proteínas de 61, 26 y 24 kDa fueron más 
frecuentemente reconocidas por pacientes con micetoma, asi como 
por mostrar menor reacción cruzada, fueron seleccionadas para ser 
aisladas y purificadas. 

Para aislar las proteínas antes señaladas, se utilizaron las 
técnicas de filtración en gél, precipitación con solución satura-
da de sulfato de amonio y cromatografía de intercambio iónico. 

La mezcla cruda de antigeno se separó mediante filtración en 
gel en Sephadex G-100, en dos fracciones, una de peso molecu-
lar alto (Pl), con su pico máximo de absorción cerca del Vo de la 
columna/ y una de peso molecular bajo (P2) cerca del marcador de 
12.4 kDa. El análisis en SDS-PAGE de varios volúmenes de elución 
del pico Pl, mostró que estaba constituido de bandas de peso mo-
lecular alto e intermedio. El pico P2 estaba formado casi en su 
totalidad por la banda de 24 kDa con algunos contaminantes de 
peso molecular bajo. Esta técnica constituyó un paso preliminar 
de aislamiento de la proteina de 24 kDa, la cual fue purificada 
a partir del eluido de Sephadex G-100 que contenia dicha banda -
(P2). Esta fracción se dializó, se concentró por liofilización, 

y se aplicó a un gel discontinuo de poliacrilamida, de acuerdo a 
la técnica de Laemmli, en un sistema no desnaturalizante. La 
porción del gel, en la cual se encontraba la P24, se electroeluyó 
en un concentrador ISCO. El grado de pureza del electroeluido se 



determinó mediante SDS-PAGE y tinción con nitrato de plata, obse£ 
vandose la presencia de una sola banda; en un técnica más sensi-
ble, la inraunoelectrotransferencia, tampoco se observaron polipég 
tidos contaminantes. 

Otro método de aislamiento utilizado en la purificación fue 
la precipitación del extracto crudo con solución saturada de sul-
fato de amonio a diferentes concentraciones. Al 50% de concentra-
ción final, la proteina de 61 kDa precipitó junto con la banda de 
24, y de 26 kDa, asi como con varias bandas más. A partir de este 
antigeno enriquecido, se purificaron las bandas de 61, 26 y 24 
kDa, mediante la técnica de electroelución en sistema desnatura— 
lizante. 

Para obtener las proteínas en forma no desnaturalizada se -
utilizaron varias técnicas: la cromatografía de afinidad, la cro-
matografía de intercambio iónico y la electroelución de geles en 
condiciones no desnaturalizantes. La cromatografía de afinidad 
fue realizada con antisueros que fueron obtenidos en conejos -
inmunizados con proteínas desnaturalizadas purificadas por elec-
troelución. Sin embargo, con este método se obtuvo muy bajo ren-
dimiento . 

Con la cromatografía de intercambio iónico, fue posible ais-
lar la banda de 61 kDa semipurificada, pero para obtenerla en un 
mayor grado de pureza se utilizó la electroelución en geles de -
poliacrilamida al 10 % sin dodecilsulfato de sodio. 

Mediante la electroelución de geles no desnaturalizantes se 
obtuvo la banda de 61 kDa junto con muy escasas bandas contami-



nantes. Para aumentar el grado de pureza se realizó un segundo 
paso de electroelución en un sistema desnaturalizante en el que 
se obtuvo una sola banda al ser analizado en SDS-PAGE e inmuno-
electro transfereneia. 



I W T R O D O C C I O N . 

El micetoma es una enfermedad granulomatosa crónica que — 
afecta el tejido subcutáneo, y es causado por dos tipos de 
microorganismos: los eumicetos y los actinomicetos (39). México 
es uno de los países con más casos reportados, y es, después de 
Senegal, una de las zonas de mayor incidencia (40, 41) a nivel 
mundial. Los agentes etiológicos más comunmente aislados son -
Nocardia braaillensls, Nocardla asteroides» Act Inania dura "ir<!lV*TTi 
A. pelletierii y Streptomyces, sonallensis, los cuales en conjunto 
constituyen alrededor del 98% del total de los casos. De este -
porcentaje alrededor del 90% es causado por N oca r di a brasiliensis 
(50) . 

Nocardia es un género perteneciente a la familia Nocardia-
ceae incluida en la parte 17 del Manual de Bergey (15).Este 
género esta antigénicamente muy relacionado con el género Myco— 
bacterium. Son bacilos grampositivos que se dividen por fisión -
binaria, que al ocurrir la división celular no hay separación del 
soma bacteriano, formándose una estructura larga denominada hifa 
microsifonada. Las colonias de Nocardia son muy semejantes a la 
de loa hongos por lo cual durante mucho tiempo se estudiaron -
como parte de la micologia médica. 

Los actinomicetos normalmente viven saprofíticamente en el 
suelo, en la materia orgánica en descomposición, y se introducen 



al tejido subcutáneo mediante heridas y traumatismos. En estudios 
hechos por Gray y Williams (58), se ha encontrado que en terrenos 
fértiles existen aproximadamente un millón de aetinomicetos por 
gramo de suelo, de los cuales, según Lechevalier 1.98 % son -
Nocardia. Esto sugiere que probablemente existe una constante -
exposición a estos microorganismos. En los individuos que son 
expuestos mediante traumas a estos microoganismos, en la mayor 
parte de las ocasiones, la infección es controlada y desaparece; 
esta constante exposición se relaciona a un estado de hipersen-
sibilidad tardía hacia antigenos de Nocardia en zonas endémicas 
(46) . En algunas ocasiones, los microorganismos son capaces de 
evadir los mecanismos de defensa del huésped y producir enferme-
dad. Esto es debido, probablemente, a factores de virulencia de 
la bacteria o a deficiencias del sistema inmune del paciente. Las 
bacterias inicialmente se reproducen en los macrófagos, y confor-
me avanza la infección se forman microcolonias del microorganis-
mo, llamadas gránulos (50). En los casos graves se observa des-
trucción de músculo y de hueso. Esta destrucción puede deberse a 
que la bacteria produce proteasas y/o fosfatasas que degradan el 
tejido óseo, lo cual permite la extensión de la infección (50, 
70) . 

Hace algunos años, la infección por N. brasiliepsis en -
muchos de loa casos, era de prónostico difícil y a veces era -
necesaria la amputación del miembro afectado para evitar la 
diseminación; inclusive después de la extirpación quirúrgica del 



miembro afectado, algunas veces tendían a recidivar en áreas cer-
canas a la porción amputada. Recientemente Welsh y colaboradores, 
han propuesto un esquema de tratamiento efectivo para esta enfer-
medad (65); sin embargo, los mecanismos inmunológicos de los cua-
les depende la instalación de la infección y/o la recuperación de 
la misma, no se han determinado, ya que no se conocen completa— 
mente los factores de virulencia de la bacteria ni los mecanismos 
inmunes de resistencia a la infección. 

Los factores de virulencia bacteriana incluyen entre otros, 
la producción de toxinas, como en el caso de Cogynabacterlum 
diphthariaa y ni tetanl. y la producción de proteasas 
como £1. perfrlnqes y Paeudomonai aeruginosa. En el caso de -
Hocardla braalliensis se desconoce si tiene alguna actividad 
toxigénica, pero se ha descrito el aislamiento de una proteasa 
por Zlotnik et al. (70), lo cual concuerda con la hidrólisis de 
algunos compuestos por esta bacteria, entre ellos caseína, elas-
tina y gelatina (28). Las proteasas probablemente constituyan un 
factor de virulencia al facilitar la infiltración de la bacteria 
al tejido, pero esto no ha sido demostrado, aunque existe eviden-
cia indirecta. Por ejemplo, al comparar el micetoma eumicótico 
con el actinomicótico, se observa que este último es de evolución 
más rápida y agresiva quizá por poseer estas proteasas (50). 

Al introducirse un microorganismo a los tejidos del huésped 
el primer factor de resistsacia natural lo constituyen los meca-



nismos fagoclticos no estimulados inmuno lógicamente. En 1980 
Filice et al. observaron que al incubar suspensiones unicelulares 
de Mocardla asteroides con monocitos y poliraorfonu ele ares de s u -
jetos aparentemente sanos-, la capacidad de fagocitar Nocardia, de 
ambas células, fue de un 10 a un 20%; en cambio, la bacteria 
testigo, Staphvlococcua aureua. fue destruida hasta un 90 % (26). 
Estos experimentos indican que Nocardia posee cierta resistencia 
a la digestión intracelular por fagocitos mononucleares y poli-
morfonucleares, lo cual es apoyado por estudios realizados en 
macrófagos, otros autores. En dichos estudios se observó que las 
células de R. asteroides inhibían la fusión fagosoma-lisosoma — 
(20, 21), además de impedir la disminución del pH dentro del fa— 
gosoma (11) . Posiblemente, ambos mecanismos podrían ser causantes 
de la resistencia de estos microorganismos a los mecanismos 
fagocíticos. 

Sin embargo, en la infección natural, la cantidad de células 
de Nocardia es muy baja, comparada con la utilizadas in vitro, y 
eso probablemente permite la restricción de la infección y el de-
sarrollo de una respuesta inmune, tanto humoral como celular, en 
la mayoría de los individuos. Por otro lado, se desconocen los -
factores de los cuales depende la instalación de la infección en 
algunas personas, las cuales desarrollan la enfermedad. 

La respuesta inmune por anticuerpos es importante, princi-
palmente, en las infecciones causadas por microorganismos extra-



celulares y virus (51). El efecto de estos anticuerpos es el de 
neutralizar, en el segundo caso, y el de opsonizar y/o lisar en 
el primero. Este tipo de respuesta inmune se ha visto que es -
importante en infecciones por enterobacterias, influenza, neumo-
nía por Streptococcua pnaumonlaa, etc. En el caso de infecciones 
por Nocardia parece ser que los anticuerpos son de escasa impor-
tancia en la resistencia a la enfermedad. Beaman en 1982 (9) es-
tudió la respuesta inmune humoral en un modelo de infección en 
ratones CBA/N x DBA2/F1. Estos ratones característicamente tienen 
una disfunción 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 (DL,0) de KJ. asteroides en estos animales, se -
observó que los machos no eran más susceptibles que sus equiva— 
lentes hembras, aún cuando éstas eran capaces de producir anti— 
cuerpos específicos. Krick (35) y Rico (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 inmune humoral a Nocardia, sugieren que 
que los anticuerpos no juegan un papel importante en la resisten-
tencia a la infección, y que inclusive podrían aumentar la grave-
dad de las lesiones (48). 

En los micetomas por Nocardia se ha observado que en pacien-
tes con enfermedad avanzada y de mal pronóstico (30) existe esca-
sa reactividad de hipersensibilidad tardía con antigeno polisacá-



rido de R. brasil lene la t es» cambio, en los pacientes con regre— 
sión en sus lesiones, la reactividad se vuelve positiva. Estos 
datos sugieren que un estado de resistencia a la infección se 
correlaciona con la aparición de una respuesta inmune celular. 

Posteriormente, otros autores utilizaron modelos animales y 
experimentos in vitro para estudiar la relevancia de la respuesta 
inmune celular en infecciones por Nocardia. Melendro y Xiraénez -
(42, 66) utilizaron modelos murinos de infección y observaron que 
existe resistencia cruzada entre M. braajíleosla y otros micro-
organismos intracelulares, tales como Listarla poaocvtoqanes y el 
bacilo de Calmette-Guérin (BCG). Esto probablemente se debe a que 
existen mecanismos de resistencia similares que se desarrollan 
contra la infección por microorganismos intracelulares, particu-
larmente la activación de macrófagos (25). Deem, en 19B2, (22) 
estudió la transferencia de inmunidad, a ratones atimicos desnu-
dos, hacia Nocardia asteroides mediante células esplénicas tota-
les y linfocitos T de ratones inmunizados 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 hígado; en cam-
bio, los ratones controles tuvieron un alto grado de mortali-
dad. 

En resumen, parece ser que la resistencia a infecciones por 
Nocardia está dada por mecanismos inmunes celulares, y no se ha 



demostrado que los anticuerpos tengan un papel importante en la 
resistencia a la infección. 

Sin embargo, la mayoría de los experimentos realizados a la 
fecha sobre la relación hospedero-parásito, en infecciones por 
Nocardia, han sido hechos con antigenos crudos o bacterias com-
pletas, sin haberse determinado los componentes específicos que 
interaccionan con el sistema inmune. Es por esto que es necesario 
determinar cuales son los antlgenos de N. brasiliensia que son 
inmunodominantes y aislarlos para poder analizar más adecuada— 
mente los mecanismos inmunológicos que participan en esta enfer-
medad. 

La pared celular de Nocardia está compuesta de un esqueleto 
de peptidoglucano el cual se asocia a proteínas y polisacáridos 
(Arabino-galacto-glucana)(58, 61). A semejanza de las micobacte-
rias, la pared de Nocardia está constituida alrededor de 40% de 
lipidos, entre ellos ácidos grasos, carotenos, ácidos Nocardio-
micólicos y ceras (37). 

Además de N. braslliensis, la otra especie patógena más fre-
cuentemente aislada, es Nocardia asteroides, la cual es una espe-
cie filogenèticamente muy cercana a N. brasiliensis, pero a dife-
rencia de ésta produce cuadros clínicos pulmonares denominados -
Nocardiosis, los cuales se presentan principalmente en individuos 
inmunocomprometidos (54). Además de la Nocardiosis, M. asteroides 



es un raro agente causal de micetoma. Microscópicamente, N.aste— 
roldes se observa en forma de bacilos Ziehl-Neelsen positivos, 
y se le asocia comunmente a micetoma sin granos. Gran parte de 
los estudios experimentales sobre la relación huésped párasito en 
infecciones por Nocardia se han realizada con H.asteroide». y -
por lo tanto esta'especie está mejor caracterizada. 

Sugar et al., en 1987, identificaron dos antigenos de 
asteroides útiles en el diagnóstico de la Nocardiosis; uno con un 
peso molecular de 55 kDa y otro con un peso 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 nocardiosis die-
ron positivos sin haber reacción cruzada con sueros de pacientes 
con tuberculosis (2] . Este ensayo parece ser prometedor en el -
diagnóstico de la Nocardiosis. 

Sobre los antigenos proteicos inmunodominantes de Nocardia 
braslliensls, se conoce muy poco. En 1972 Ortiz y colaboradores, 
utilizaron un extracto crudo de este microorganismo obtenido me-
diante rompimiento mecánico de células desengrasadas y desecadas 
(45) . El extracto se utilizó para realizar pruebas de hipersensi-
bilidad tardía en sujetos con micetoma y en animales de experimen 
tación. Estos autores observaron que personas con micetoma, asi 
como aquellos que vivian en una zona endémica, presentaban una -
reacción positiva con este extracto antigenico (46) . En estudios 
posteriores, esté antigeno fue utilizado para determinar anti— 
cuerpos anti-Nocardia,(19, 46, 66) por lo cual consideramos que 



dicho extracto contiene loa componentes estimuladores de las res-
puestas inmune celular y humoral. Sin embargo, se desconocen el 
o los componentes individuales que reaccionan con los anticuerpos 
o células sensibilizadas. Debido a ello es importante obtener las 
fracciones inmunogénicas de N. braslllenáis. ya que el purificar 
estos antigenos inmunodominantes nos permitirá realizar experi— 
raentos para conocer más sobre los mecanismos inmunológicos de 
defensa contra la infección por Nocardia. Eventualmente, en base 
al conocimiento de estos antigenos inmunodominantes, se podrán -
desarrollar métodos serológiccs, rápidos y confiables, que ayuden 
al clínico en el diagnóstico y la evalución terapéutica de esta 
enfermedad. 



OBJETIVOS! 

1) Identificar, en un extracto sonicado de Noca r di a brasillensls« 
los polipéptidos que son inmunodorainantes. 

2) Aislar mediante métodos fisicoquimicos las principales proteí-
nas inraunodominantes de N. brasiliensis. 

3) Purificar dichas proteínas inmunodominantes. 



H A T I R I A I I M » T O D O 3. 

A. OBTENCION DEL EXTRACTO SONICADO 

1. Copa bacteriana da wocardia braallianaia.- La cepa de Nocardia 
braallienaia utilizada en este trabajo* se obtuvo a partir de le-
siones de un paciente con raicetoma dorsal del Hospital Universi-
tario " José Eleuterio González " de la Universidad Autónoma de 
Nuevo León. La especie de Nocardia se determinó mediante pruebas 
bioquímicas convencionales (29), y se conservó por resiembra en 
agar Saboreaud. Posteriormente se reconfirmó 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. Obtención de suspensiones unicelulares de N. braslliensis.-
Esta bacteria crece en forma de micelio, lo que dificulta el con-
teo de células, por lo cual se hicieron preparaciones unicelula— 
res. De las colonias crecidas en agar Saboreaud se tomaron algu-
nos fragmentos pequeños y se inocularon en matraces de 125 al con 
30 mi de Infusión Cerebro Corazón (BHI, Brain Heart Infusión, 
Difco Det. Mich.) . Estos cultivos se incubaron a 37*C en baflo de 
agua con agitación mecánica durante 48 h. El cultivo se cosechó -
por centrifugación y se lavó, tres veces, con solución salina es-
téril. La masa bacteriana se trituró por 1.5 rain en un homogeni— 
zador de 25 mi (Eberbach) . Las colonias no fragmentadas y los fi-
lamentos miceliales grandes se separaron por centrifugación a 100 



g por 5 rain (4). El sobrenadante se observó al microscopio y se 
comprobó que estuviera formada por fragmentos pequeños y célu-
las de Nocirdia. 

3.Obtención del extracto sonicado de Nocardia braslllenals.- El 
inóculo inicial lo constituyó una suspensión unicelular. De esta 
suspensión se tomaron 0.5 mi y se inocularon en matraces Erlenme-
yer de 1 litro con 160 mi de BHI. Los cultivos se incubaron a -
37*C durante 7 días, al término de los cuales la masa bacteriana 
se cosechó por centrifugación/ y se lavó con agua destilada esté-
ril en 4 ocasiones. Las bacterias se desengrasaron con alcohol -
etilieo-éter etílico 1:1 en repetidas ocasiones hasta eliminar el 
color amarillento de la masa bacteriana, y luego se secó a tempe-
ratura ambiente. Las bacterias secas se resuspendieron en solu-
ción amortiguadora Tris 0.01 M, pH 7.4, con acetato de magnesio 
tetrahidratado 0.01 M, en una proporción aproximada de 10% p/v. 
La suspensión se sonicó en un aparato Biosonik (Bronwill Scienti-
fic, Rochester, N.Y.) en 6 intervalos de 5 minutos, a una inten-
sidad de la punta de titanio de 60%. La sonicación se llevó a ca-
bo en bafto de hielo. Al terminar, el sonicado se observó al mi— 
croscopio para asegurar que el rompimiento fuera un mínimo del 
95%. Las células enteras y los restos miceliales se separaron por 
centrifugación a 3, 020 g durante 15 min.. Las paredes bacterianas 
se separaron a 22,000 g durante 60 min, y finalmente la fracción 
soluble se obtuvo por ultracentrifugación a 144,000 g durante 3 
horas. El sobrenadante se dializó 24 horas contra agua bidestila-



da en un saco de diálisis con un poro de exclusión molecular de 
12-14,000 daltones (Sigma, 250-9U). El dializado se separó en -
alícuotas y se liofilizó. La cantidad de proteina se determinó 
por los métodos de Biuret (53) y de Lowry (36) . Los azúcares 
totales se cuantificaron por el método de Dubois (23). Este anti-
geno constituyó el extracto sonicado con el cual se hicieron los 
análisis de inmunoelectrotransferencia (16, 59) 

B. XKKTOOKLECTROTRANSFERENCXA 

1. Análisis en qel da poli 1 ^»-^Mecllaulfato de sodio. 
(3DS-PAGB), del extracto sonicado.- El análisis de los componen-
tes del extracto sonicado de N. brasiliensi» se realizó por elec-
troforesis en gel de poliacrilamida en gradiente, con dodecilsul-
fato de sodio como agente desnaturalizante. Se utilizó el sistema 
discontinuo de Laemmli (36), con un gel de empaquetamiento al 5% 
T, y geles de corrimiento a varias concentraciones para determi-
nar en cual de ellas se obtenía mayor resolución. Se utilizaron 
geles lineales al 12 y 8 %,y un gel en gradiente de 18 a 8.75% T, 
el cual se preparó de la siguiente manera : 



GEL DB CORRIMIENTO 
Concentración (% T) : 8.75 18 

Acrilamida-Bisacrilamida 
(30 % T, 2.7 % C). 
Buffer Tris-HCl 3 M, pH 8.8. 
Laurilsulfato de sodio (Sodium 
Dodecyl Sulfate, SDS.) al 10%. 
Agua Tridestilada. 
Glicerina al 50 %. 
Persulfato de Amonio al 5%. 
N, N, N \ N*, Tetrametiletilen-
diamina (TEMED). 

Volumen Total : 

2.04 mis. 
1.32 " 

0.069 " 
3.060 " 
0.480 " 
0.025 " 

0.003 " 

7.0 ml 

4.197 mis. 
1.32 

0.069 " 
0.645 " 
0.740 " 
0.025 " 

0.003 " 

7.0 ml 

La solución de acrilamida al 8.75% T, se vació en la cámara 
izquierda del aparato formador de gradientes (Bio Rad Laborato-
ries ), y la solución concentrada se vació en la cámara derecha. 
La unión entre las dos cámaras se abrió, y el gradiente se formó 
en la cámara derecha con la ayuda de un agitador magnético. El 
gel se vació en un cassette de 21 x 14 cm con espaciadores de 
0.75 mm, mediante una bomba peristáltica (LKB 2132 MICROPERPEX ) 
a una velocidad aproximada de 1 mi por minuto. Después se colocó 
una capa de agua para evitar el contacto de la acrilamida con el 



aire, el cual inhibe su polimerización. 

Después que el gel se polimerizó (aproximadamente 30-45 — 
rain), eliminamos la capa de agua y secamos con papel filtro. En-
seguida se colocó el peine de teflon para formar los pozos de -
carga, y vaciamos el gel concentrador el cual fue preparado de la 
siguiente manera : 

GIL CONCENTRADOR AL 5 % T 

Acrilamida-Bisacrilamida 
(30 % T, 2.7 % C) 0.1665 mi 
Buffer Tris-HCl 1 M, pH 6.8 
Agua Tridestilada 
SDS al 10 %. 0.01 

0.125 
0.66 

n 
n 

Persulfato de amonio al 5 %. 0.014 " 

TEMED 0.001 " 

Una vez que el gel polimerizó, se quitó el peine asi como el 
espaciador inferior, y posteriormente se colocó en la cámara de 



electroforeáis. Como buffer de electroforesis utilizamos Tris 125 
mM, Glicina 192 mM con SDS al 0.1 %, 

El antigeno se mezcló con el buffer de muestra (SDS al 10%, 
2-mercaptoetanol al 10* v/v, sacarosa al 50 % en buffer Tris-HCl 
125 mMr pH 6.8 con azul de bromofenol como indicador del frente 
de iones), y se calentó en un baño de agua en ebullición durante 
2 minutos, luego se enfrió y fue aplicado al sistema. La electro-
foresis se llevó a cabo a un voltage constante de 150 v, hasta 
que el colorante indicador del frente de iones llegó al extremo 
inferior del gel, el cual se tifló con nitrato de plata, o con 
Azul de CoomasBie, de la siguiente manera : 

TECNICA DS TINCION CON NITRATO DE PLATA. 

1. Las proteínas se fijaron con solución de metanol al 50 % y 
ácido acético al 12 durante 20 minutos. 

2. El SDS se eliminó del gel mediante tres lavados con solución 
de etanol al 10 % y ácido acético al 5 

3. El gel se colocó en solución oxidante (K2Cr20f 3.4 mM, HN03 
3.22 mM) durante 5 min.. 

4. El oxidante se eliminó con tres lavados de 10 min. en agua 
tridestilada. 

5. El gel se incubó en solución con nitrato de plata (AgNOj 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 solución reveladora 



(Na2C03 280 inH con 0.5 mi de formaldehido conc. por litro de 
solución). Una vez que se observaron las bandas, la reacción 
se detuvo con ácido acético al 1 %. 

TICHICA DI TINCION CON AZUL DE COCMASSIE. 

1. El gel se dejó 30 minutos en solución de Azul de Coomassie 
R-250 al 0.1 %, en metanol al 40% y ácido acético al 10 %. 

2. Posteriormente se destiñó con metanol al 40 % y ácido acético 
al 10 %, para remover el colorante que no se unió a las prote-
ínas. 

Los geles teñidos tanto con la tinción argéntica como con 
Azul de Coomassie se guardaron en glicerina al 10%. Como están-
dares de peso molecular (Daltones [Da]), se utilizaron las si-
guientes proteínas : Miosina de músculo de conejo (205,000), -
beta-galactosidasa de 1scherlchía coli (116,000), Fosforilasa B 
de músculo de conejo (97,400), Albúmina Sérica Bovina (66,000), 
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa de músculo de conejo 
(36,000), Anhidrasa carbónica de eritrocitos bovinos (29,000), 
Tripsinógeno tratado con fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) 
(24,000), Inhibidor de tripsina de frijol de soya (20,100) y 
alfa-lactálbumina (14,200). Estos estándares se obtuvieron de 
Sigma (SDS-6H y Dalton Mark VII-L), y se prepararon de acuerdo a 
las instrucciones de esta casa comercial. 



9, Twwmnoalectrotrang fe rancia (Western Blot) .- Se preparó 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 eate 
ensayo se utilizó un peine de 13 cm por 0,75 ram de grosor, y se 
aplicaron 25 }ig de antigeno por cada ,0.8 cm. El gel se corrió en 
las condiciones descritas arriba, y se transfirió a papel de ni— 
trocelulosa de 0.45 mieras de porosidad (Bio Rad Lab.) . La trans-
ferencia se llevó a cabo en un buffer Tris 25 mM, Glicina 192 mM, 
pH 8.3 con metanol al 20 %. Las proteínas del gel se transfirie-
ron al papel mediante la aplicación de un voltage constante de 
240 v (aproximadamente 0.75 Amperios) durante -90 min. Se utilizó 
un sistema de enfriamiento (LKB 2209 multitemp) para evitar el -
calentamiento y la evaporación del buffer. Al término de la — 
transferencia, el gel se tifió con nitrato de plata para determi— 
nar la eficiencia de la transferencia. El papel se bloqueó con 
gelatina de pescado (Hipure Liquid Gelatin , Norland Products, -
New Brunswick, N.J.) al 3 % en solución salina tamponada con fos-
fato (PBS) durante 60 min. a 37"C. Posteriormente se lavó con so-
lución de lavado (Gelatina 0.3 % en PBS-tween 20 1:1000), y se 
cortó 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 6 veces con solución de lavado, 
las tiras se incubaron con anti-inmunoglobulinas humanas totales 
(A 8400 Sigma) marcadas con peroxidasa, diluidas 1:1000 en solu— 
ción de lavado. El conjugado se incubó con las tiras durante 2 -
horas a temperatura ambiente con agitación constante. Las tiras 



86 lavaron de nuevo y se incubaron con la solución substrato -
(3,3',-diaminobencidina [Tetraclorhidrato] al 0.05 % en PBS), la 
cual se activó con peróxido de hidrógeno (40 ni de la solución al 
30% por cada 20 mi de solución de diaminobencidina). Después de 
unos minutos, la reacción se detuvo con HC1 1 N. Las tiras se la-
varon con agua tridestilada y se secaron para su análisis poste— 
rior. 

3. Muestras de sueros analizadas por elactrot rana gerencia,- Los 
sueros de pacientes con micetoma diagnosticado por estudio clíni-
co, biopsia y cultivo, fueron gentilmente proporcionados por el 
Dr. Oliverio Welsh del departamento de Dermatología. Estos p a -
cientes no hablan recibido tratamiento alguno. Se obtuvieron 16 
sueros de pacientes con micetoma por N. braslllensis. y tres por 
M. asteroides. Además de los pacientes con micetoma, se obtuvie-
ron 25 sueros de sujetas aparentemente sanos. Para observar la 
reacción cruzada con Mycobacterium, se analizaron 17 sueros de 
pacientes con tuberculosis pulmonar activa, y 13 sueros de pa— 
cientes con enfermedad de Hansen, en los ensayos de electrotrans-
ferencia. 

Todo8 los sueros se dividieron en alícuotas, y se guardaron 
a -20°C hasta su uso. 

4. Determinación del peso molecular de las bandas identificadas 
en los enaavoa de inmunoelectrotransferencia.- El peso molecular 



de las bandas del extracto sonicado de N. brasiliensis identifi-
cadas por los sueros de los pacientes, en el papel de nitrocelu-
losa, se calculó mediante el siguiente método : se utilizó un gel 
en gradiente de 18 a 8.75% y se corrió el antigeno en dos carri-
les; el primero, para la técnica de inmunotransferencia (30 -
îg/cm), y el segundo, para transferir y teñir con Azul de Cooma-
ssie (100 lig/cm) . Al lado del segundo carril de antigeno se colo-
caron los marcadores de peso molecular. Después de la transferen-
ncia, el papel del carril no 2 se tiñó con solución de Azul de 
Coomassie (40% de metanol, 10% de ácido acético, y 0.2% de Azul 
de Coomassie R 250) durante 10 min. Se destiñó con solución de 
metanol al 90% y ácido acético al 2%. Al terminar de desteñir, el 
papel se equilibró en PBS. El otro carril se reveló con un suero 
de paciente con micetoma por H. brasiliensis. 

5. Adsorción da lo* nnn cuarpoa de reacción cruzada con 
Mvcobacterlum. - 50 mg de Mycobacterium tuberculosis H37Ra muertas 
por calor (Difco, Det. Mich.) se lavaron con solución salina iso-
tónica estéril, luego se secaron a 50°C y se desengrasaron 2 
veces con 7 mi de éter etílico anhidro. El paquete de células se 
secó al vacio y fue triturado en un homogenizador Elvehjem— 
Potter. Las micobacterias se mezclaron con 2 0 0 H1 de suero de co-
nejo, anti-extracto crudo de H. brasiliensis precipitado con sul-
fato de amonio a una saturación del 50% (Titulo 1:4 en inmunodi— 
fusión), y se les agregó 2 0 0 \il de PBS. La mezcla se incubó a — 
37°c por 30 min, y posteriormente se centrifugó a 13,500 rpm du— 



rante 30 min. El sobrenadante se diluyó 1:100 para el ensayo de 
inmunoelectrotransferencia, y fue procesado como se describió 
anteriormente en los ensayos de western blot. 

C. AISLAMIENTO OI LAS PROTEINAS DE 61, 26 X 24 kDa. 

Una vez conocidas las bandas más inmunogénicas del extracto 
sonicado de Nocardia brasiliensis/ se procedió a su aislamiento. 
Para ello se utilizaron las técnicas de filtración en gel y pre-
cipitación con sulfato de amonio. 

1, Cromatografía de filtración en qel.- Para los ensayos de fil— 
tración en gel se utilizó como matriz de soporte el Sephadex, -
grado fino, de varios tamaños de poro (Sephadex G-200, G-100 y 
G-25). De ellos, la mejor resolución se obtuvo con el Sephadex 
G- 100. La técnica se realizó de la siguiente manera : se utilizó 
una columna de vidrio con recubrimiento interior de borosilicato 
de 1.6 cm de diámetro, asi como adaptadores de membrana de nylon 
como soporte del gel (LKB 2137) . Como matriz utilizamos Sephadex 
G-100 grado fino con una capacidad de retención de agua de 10 mi 
por gramo de peso seco. Se pesaron 10 g de Sephadex para montar 
una columna de 40 x 'l.6 en , se suspendió en agua bidestilada y 
se dejó toda la noche a temperatura ambiente. Se lavó 3 veces con 
agua bidestilada. Posteriormente se equilibró en PBS y al final 
fue suspendido en PBS en una proporción 1:1 v/v. Con este mate-
rial se empacó una columna por gravedad, y se lavó con PBS al 



flujo normal de trabajo <0.5 mi por minuto). Para determinar el 
volumen vacio de la columna se aplicó Dextrán Azul, (P.M. aprox. 
2, 000 kDa, Sigma. [2 mg en 0.4 mi de PBS con glicerina al 5 %]), 
y se eluyó al flujo de trabajo. Se tomaron alícuotas de 2 mi y se 
leyeron en un espectrofotómetro PMQ3 (Cari Zeiss), a una longitud 
de onda de 260 nm. De la misma forma se aplicaron cuatro prote— 
inas de peso molecular conocido, para determinar su volumen de 
elución. Las proteínas utilizadas fueron las siguientes : Beta-
amilaaa, P.M. 200 kDa, (4 mg en 0.5 mi), Alcohol deshidrogenasa, 
P.M. 150 kDa, (5 mg en 0.5 mi), Anhidrasa carbónica, P.M. 29 kDa 
(3 mg en 0.5 mi) y Citocromo C, P.M. 12.4 kDa,- (2 mg en 0.5 mi) . 
Se graficó la absorbancia a 280 nm de las alícuotas obtenidas 
contra el volumen de elución (Ve) de las mismas. 

A la muestra de antigeno crudo agregamos deoxirlbonucleasa 
I (Sigma), 1 iig por mg de proteina, y se incubó a 37 °C en baflo de 
agua durante 2 horas. La muestra se centrifugó a 3,500 rpm por 5 
min (Sero-fuge II, Clay Adams), y el sobrenadante se aplicó a la 
columna. Posteriormente se eluyó con PBS al flujo de trabajo, y 
se colectaron alícuotas de 2 mi, a las cuales se les determinó la 
absorbancia a 280 nm y se analizaron con SDS-PAGE en gradiente, 
de acuerdo a la técnica descrita arriba. 

3. Fraccionamiento del antlqeno crudo de N, brasiliensis mediante 
precipitación con sulfato de amonio (Saltlnq Out ). - Para separar 
el antigeno crudo en fracciones, utilizamos la precipitación con 



sulfato de amonio. Para los ensayos analíticos se precipitó -
aproximadamente 1 mg de extracto crudo de brasillensls con 
solución saturada de sulfato de amonio [(NH^jSOJ, pH 7.2, a las 
concentraciones finales de 20, 50, 70 y 90 %. Los precipitados -
obtenidos se re suspendieron en un volumen mínimo de solución sa-
lina boratos (SSB), pH 8.4-8.5, y se dializaron extensivamente -
contra SSB. Los precipitados dializados se analizaron mediante 
SDS-PAGE. 

Posteriormente utilizamos la técnica de inmnunoelectrotrans-
ferencia para confirmar la identidad de las bandas precipitadas, 
y seleccionar aquella concentración de sulfato de amonio en la 
que se observara la precipitación de las bandas de 61, 26 y 24 
kOa con mínimos contaminantes. 

4. Cromatografía de Intercambio Iónico.- Utilizamos la cromato-
grafía de intercambio iónico con una matriz catiónica, la dietil-
aminoetilcelulosa (Sigma) con una capacidad int ere amblado ra media 
(1 meq/gr. de peso seco) (64). La resina en forma microgranular se 
pesó (10 g) y se suspendió en NaOH 0.5 N. Posteriormente se lavó 
5 veces con la misma solución alcalina. Después se eliminó el 
NaOH mediante lavados can agua bidestilada hasta alcanzar un pH 
neutro. La resina se equilibró en buffer de trabajo (Tris-HCl -
0.01 M, pH 8.00), se empacó en una columna de 8.1 x 1.6 cm 
(LKB), y se lavó con el buffer de trabajo a un flujo de 25 mi por 
hora. Se aplicaron aproximadamente 1.5 mg de precipitado al 50 %, 



a la columna, con la ayuda de una llave de trea vías, y se lavó 
con buffer para eliminar las proteínas no adsortas a la resina. 
Las proteínas adheridas se eluyeron de la resina mediante un gra-
diente de concentración de NaCl de 0.0 a 0.3 M, y luego con uno 
de 0.3 a 0.6 M. Se tomaron algunas alícuotas de loa eluidos de la 
columna y se analizaron por SDS-PAGE. 



D. PURIFICACION DE LAS PROTEINAS DE 61, 26 X 24 kO» DE 
N. brasillensis EN CONDICION*3 DESNATURALIZANTES. 

1. Eleotroalución an gel de poliacry »"*«¡U-dodecllaulfato da 
aodio.- Ya que con la precipitación del antigeno crudo con sul-
fato de amonio al 50% se obtenía un antigeno constituido princi-
palmente por las bandas de 61, 26 y 24 kDa, decidimos purifica-
rlas mediante electroelución en condiciones desnaturalizantes. 

Para determinar la posición de cada proteina en el gel uti-
lizamos 6 proteínas preteftidas (Bio Rad), las cuales se corrieron 
junto con el precipitado al 50 % en un gel de poliacrilamida-SDS 
lineal al 12 %, de 0.5 mm de espesor. El gel se tifló con Azul de 
Coomassie, y se determinó la posición de las proteínas de 61, 26 
y 24 kDa con respecto a la migración de las proteínas preteAidas. 

Después se realizaron ensayos con geles de mayor capacidad 
(preparativos) con espaciadores de 3 mm de espesor y peine conti-
nuo de 13 cm de largo. Se utilizó el sistema de Laemmlii a n t e -
riormente descrito, pero se utilizó un buffer de electroforesis 
de doble concentración (Tris 50 mM, Glicina 384 mM con SDS al -
0.1 %). 

Se aplicó aproximadamente 1 mg de ppt.50, y a ambos lados -
del carril del antigeno, se aplicaron 60 iil de los marcadores -
preteAidos. La electroforesis se llevó a cabo a un voltage cons— 



tante de 150 v durante aproximadamente 4 horas y después se cortó 
el fragmento del gel que contenía cada proteína. Para obtener la 
proteína de 61 kDa cortamos justamente arriba de la albúmina -
sérica bovina. La proteína de 2 6 kDa se encontraba debajo de la 
banda correspondiente a la lisozima, y la 24 kDa se obtuvo cor— 
tando inmediatamente debajo de la proteína de 26 kDa 

Electroelución.- Los fragmentos obtenidos anteriormente se 
cortaron en fracciones más pequeñas y se colocaron en la cámara 
anòdica de un electroelutor ISCO (Lincoln, NE). El sistema de -
electroforesis estuvo constituido de un buffer de electrodo de 
Tris 50 rnM, Glicina 384 mM, y como buffer de cámara se utilizó -
este mismo buffer diluido 10 veces. Ambas soluciones estuvieron 
separadas por una membrana de diálisis con un límite de exclusión 
molecular de 12 a 14,000 Da. La electroelución se llevó a cabo a 
un voltage constante de 120 v. Para determinar el tiempo de elu— 
ción se colocaron fragmentos del gel con las proteínas preteñi— 
das, y la electroelución se detuvo una vez que toda la proteína 
se transfirió a la cámara anòdica (aproximadamente 2 horas). Los 
electroeluídos se recogieron y se guardaron a -20°C. El grado de 
pureza se analizó mediante SDS--PAGE y tinción con plata. 



E. PURIFICACION DE XAS PROTEINAS DE 61 Y 24 kDa DE 
N. brasiliensis POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD. 

1. Producción de sueros monoespecificoa anti 61, 26 v 24 kDa.-
Una vez que se purificaron las proteínas de 61, 26 y 24 kDa, me-
diante electroelución en sistema desnaturalizante, se procedió a 
inmunizar a conejos Nueva Zelanda con cada una de ellas. Inicial-
mente se aplicaron, emulsificadas en adyuvante incompleto de Fre-
und, por vía subcutánea dorsal, con reinmunizaciones posteriores 
por vía intramuscular en las piernas, y después por vía intrape— 
ritoneal. Se inmunizaron 2 conejos con el fragmento de gel que 
contenía la banda de 61 kDa proveniente de 700 Hg de precipitado 
al 50 %, y se continuó con reinipunizaciones de aproximadamente 10 
H-g de proteína electroeluída pura. Para las proteínas de 26 y 24 
kDa se siguió un protocolo similar. Todas las inmunizaciones se 
realizaron con adyuvante incompleto de Freund (Sigma) y los títu-
los de anticuerpos producidos se determinaron mediante la técnica 
de inmunodifusión en gel (27). 

La fracción gama de los sueros, rica en anticuerpos, se ob-
tuvo por precipitación con sulfato de amonio al 50 % y repreci— 
pitación al 33 %. El precipitado final se redisolvió en solución 
salina y se dializó exhaustivamente contra solución salina bora-
tos (SSB), pH 8.4, hasta que se eliminó todo el sulfato de amo— 
nio. La concentración de proteína se determinó por el método de 
Biuret. 



2. Acoplamiento da 1« ̂ "•»globulina da conaio antl-61 kDa con 1« 
ma+r-i* da Sepharosa 4B activada con bromuro da clanógenp.- 8 9 
de la Sepharosa 4B (Sigma) se hidrataron con 40 mi de HC1 1 mM 
durante 15 min (47). Posteriormente se lavó por decantación con 
1600 mi de HC1 1 mM y se equilibró en buffer de acoplamiento 
(NaHC03 0.1 M con NaCl 0.5 M), El gel se mezcló con la gamaglobu-
lina en una relación de 10 mg por mi durante 12 horas a 4°C con 
agitación constante. Los sitios residuales de fijación se blo— 
quearon con glicina 0.2 M, pK 8.0 durante 2 horas. Luego el gel 
se lavó con 3 ciclos de buffer de acetato 0.1 M, pH 4.4, y buffer 
de acoplamiento. Se equilibró en PBS y se lavó con KSCN 3 M para 
posteriormente volverse a equilibrar con PBS. 

Una vez preparado el inmunoadsorbente anti-61 kDa, este se 
incubó con la muestra de antigeno crudo (10 mg) o ppt 50 (1 mg) 
durante 45 min a 37°C. La mezcla se centrifugó y el sobrenadante 
se eliminó. Luego, el gel se lavó exhaustivamente con PBS (Aprox. 
500 mi) y se agregó el agente eluyente, KSCN 3 M, con el cual se 
incubó por 10 min a temperatura ambiente. El eluyente se separó 
de la matriz de gel por centrifugación, se dializó extensivamente 
contra solución salina y se concentró por liofilización. La cali-
dad de la proteina eluida se evaluó por análisis en SDS-PAGE y 
tinción con plata. Además, el eluldo con KSCN se transfirió a 
papel de nitrocelulosa y las tirillas se revelaron por separado 
con un suero de paciente con micetoma, y un anticuerpo monoclonal 
anti 61-kDA(Y4E2)(52). 



r. PURIFICACION DI LAS PROTEINAS DE 61 X 24 kDa SOR 
•LECTROBLDCXON EN CONDICIONES NO DESNATURALIZANTES. 

J.. Purificación da la protelna da 24 kDa.- Para este ensayo, se 
utilizó el extracto sonicado crudo (aprox. 40 mg) o bien el -
sobrenadante de su precipitación al 50 % con sulfato de amonio. 
Inicialmente el antigeno se pasó por la columna de filtración en 
gel con Sephadex G-100. Una vez conocido el volumen de elución en 
el cual se obtenía la banda de 24 kDa, se tomaron las alícuotas 
correspondientes, y se analizaron por SDS-PAGE. Las fracciones -
donde se encontró la banda de 24 kDa se mezclaron y se dializa— 
ron contra agua bidestilada para eliminar el buffer de fosfatos. 
Posteriormente se concentraron por liofilización, y se conserva-
ron a -20®C hasta su uso. 

Tanto los ensayos de filtración en gel como las electrofo-
resis preparativas se realizaron a 4°C para conservar la integri-
dad de la proteina lo más posible. 

El liofilizado de la fracción 2 se resuspendió en 1 mi de -
agua tridestilada, y se mezcló con 333 jil de buffer de muestra -
sin SDS y sin beta-mercaptoetanol. La muestra se aplicó a un sis-
tema preparativo de electroforesis en gel de poliacrilamida <12% 
T), en sistema discontinuo de Laemmlii, sin SDS. La electrofore— 
sis se llevó a cabo a un voltaje constante de 150 v por 4 horas. 



« 

Después de determinar la posición de P24 mediante la tinción de 
un fragmento del gel, se cortó la fracción que contenía la banda 
de 24 kDa, y se colocó en la cámara catódica del Concentrador -
ISCO. La proteina se electroeluyó de acuerdo a la técnica descri-
ta anteriormente. 

Para determinar el grado de pureza obtenido, el electro— 
eluido se analizó por SDS-PAGE, e inmunoelectrotransferencia. La 
concentración de proteina se determinó mediante el método de -
Bradford (13). 

2. Purificación de la proteina de 61 kDa de N. brasil i ansia 
Para determinar la posición de la proteina de 61 kDa, en condi-
ciones no-desnaturalizantes, se corrió una muestra que contenia 
una gran proporción de esta banda (eluido de DEAE-celulosa) en un 
gel de poliacrilamida al 12% sin SDS. Las bandas más fuertemente 
tenidas fueron electroeluidas y analizadas en SDS-PAGE. 

Una vez conocida la posición de la proteína de 61 kDa en ge-
les no-desnaturalizantes, se hicieran geles en escala preparativa 
de 3 mm de grosor con capacidad de 1-1.5 mg de un precipitado del 
extracto crudo obtenido con sulfato de amonio al 50 %. La posi— 
ción de la proteina en el gel se determinó por comparación de la 
migración de proteínas preteñidas (Bio Rad). La eletroforesis se 
llevó a cabo en un sistema discontinuo de Laemmlii, sin SDS, con 
un gel de corrimiento al 10 %, con un voltaje constante de 150 v. 



y finalmente la protelna de 61 kDa se electroeluyó en la forma ya 
descrita. El electroeluido obtenido se analizó en un gel de poli-
acrilamida al 12%, con SDS, y la cantidad de protelna se determi-
nó por el método de Bradford {13). 



R I S P L T A D O S . 

I. OBTZHCIOH DEL ANTISSNO CRUDO 

a). Obtención de inóculos para al cultivo, en nasa de Nocardia 
brasllianala.- Mediante la inoculación de suspensiones unice-
lulares de N. brasiliensls obtuvimos una mayor cantidad de masa 
bacteriana que con la inoculación con fragmentos de colonias 
crecidas en agar Saboureaud. La masa bacteriana obtenida de 6 
litros de BHI fue de aproximadamente 100 g de masa húmeda, de la 
cual se extrajeron aroximadamente 300 mg de extracto crudo. 

b) Determinación de proteínas v carbohidratos del extracto 
crudo.- Al extracto crudo se le determinó la cantidad de proteina 
por los métodos de Lowry y Biuret, asi como la concentración de 
carbohidratos totales por el método del fenol-sulfúrico. La con-
centración de proteínas determinada por ambos métodos fue idénti-
ca (2.6 mg/ml), lo que descarta que este extracto sea bajo en 
proteínas con tirosina o triptófano. La concentración de carbohi-
dratos fué de 280 ILg por mi por el método de Dubois. 

el Análisis del extracto sonicado de N. brasiliensls en qel da 
poliacr* ^-dodecllaulfato de sodio (SDS-PAGB).- En el gel de 
poliacrilamida al 12 % de T, las bandas del extracto crudo esta-
ban uniformemente distribuidas a todo lo largo, pero las proteí-
nas de peso molecular bajo (menores de 14 kDa) migraron con el 



frente de iones (Azul de bromofenol), por lo que quizá los poli-
péptidos pequeños se eluyeron del gel y no fueron detectados. Al 
8 % de T la migración fue demasiado rápida y las bandas resulta-
ron en el tercio inferior del gel {datos no mostrados). Para -
separar las proteínas tanto de alto como de bajo peso molecular, 
se utilizó un gel en gradiente de 18 a 8.75 % en el cual observa-
mos una distribución uniforme de las bandas teñidas con Azul de 
Coomassie. Con la tinción dé nitrato de plata pudimos observar el 
antigeno citoplásmico a una concentración de 31.25 llg por cm en 
geles de 0.75 mm de grosor y 10 cm de largo, como se muestra en 
la Figura No 1. Con esta tinción encontramos aproximadamente 35-
40 bandas del antigeno crudo, principalmente entre los marcadores 
de 66 y 20 kDa. Arriba del marcador de 66 kDa se observaron 
aproximadamente 8 bandas. 

Cuando el antigeno se tifió con Azul de Coomassie se necesi-
taron alrededor de 200 jlg de proteina, esto es, 7 veces más la 
cantidad de antigeno para alcanzar la sensibilidad del nitrato de 
plata. Con Azul de Coomassie 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. 



21. ANALISIS POR ILICTROTRAHSrXRENCIA. 

f) Determinación da los polipéptldos inaunoo6nicoa del a»tract.o 
fónicado.-.- En los ensayos de inmunoelectrotransferencia -
(Western blot) se analizó el patrón de, reconocimiento del extrac-
to sonicado de N¿. brasillensls por los sueros de pacientes con 
micetoma por N. brasillensls. N. asteroides, tuberculosis pulmo-
nar activa y pacientes con lepra. Los sueros se diluyeron 1:25 y 
el patrón de reconocimiento se comparó con el patrón presentado 
por sueros de sujetos normales sin antecedentes de ninguna de 
estas enfermedades. 

Para conocer el peso molecular de las bandas reconocidas por 
los sueros de los pacientes, se determinó la migración (movilidad 
relativa, Rf) de los marcadores de peso molecular conocido en el 
papel teflido con Azul de Coomassie (ver tablas 1 y 2,) y se gra-
ficó contra el logaritmo de su peso molecular. Con estos datos se 
obtuvo una curva, en la cual se extrapolaron los Rf de las bandas 
reconocidas por los pacientes en la inmunoelectrotransferencia y 
se calculó su peso molecular. 

Los sueros de los pacientes con micetoma por N. brasillensls 
reconocieron con una frecuencia de más 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 más frecuentemente reconocidas, * 
hubo otras de peso molecular aproximado de 56, 55, 47, 45, 28, 21 



y 15 kDa, que también fueron identificadas aunque con menor fre— 
cuencia. Las bandas de €1, 26 y 24 kDa eran muy fuertemente reve-
ladas por la mayoría de los sueros (figura no 3) de los pacientes 
con micetoma por N.brasiliensj.a. 

1 
Además de los sueros de pacientes con micetoma por -

H. braaillensis. analizamos tres sueros de pacientes con micetoma 
por N. asteroides (figura no 3) . Los tres sueros identificaron -
las bandas de 61/ 49, 47, 43, y 26 kDa, y dos de éstos reconocie-
ron la banda de 24 kDa. El patrón de reconocimiento de los sueros 
de pacientes con micetoma, tanto por N, braailiensla como por 
asteroides era indistinguible entre ellos. No se realizaron ensa-
yos con sueros de pacientes con nocardiosis pulmonar. 

Loa sueros 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) Determinación de los isotlpos de las inmunoglobulinas. de los 
pacientes con micetoma por N brasiliensia. que reconocen las 
proteínas del extracto yonicado.- Para determinar el isotipo de 
las inmunoglobulinas implicadas en la prueba de inmunoeleetro-
transferencia, se analizaron 5 sueros de pacientes con micetoma 
por N, frraailiensis en ensayos de Western blot, en los que se 
utilizaron anticuerpos anti-isotipos de inmunoglobulinas conju-



gados con peroxidasa, como segundo anticuerpo. 

El patrón de reconocimiento mostrado con conjugado anti-
inmunoglobulinas totales era igual al observado con el conjugado 
anti-IgG (Figura No 5), pero con an^i-IgM, sólo en un caso se 
observó la identificación de las bandas de 60, 28, 26, y 24 kDa. 
Este mismo suero presentó anticuerpos de tipo IgA contra las ban-
das de 61, 60, 26 y 24 kDa. Los demás sueros no desarrollaron -
bandas apreciables en las tiraa incubadas con conjugados anti-lgA 
o igM. 

« 

c) Análisis por inmunoelectrotransferencia del extracto eonicado 
de N. braailienais con sueros da pacientes con tuberculosis 
pulmonar activa v lepra.- Los sueros de pacientes con tubercu-
losis pulmonar activa (TPA), reconocieron varias bandas del ex— 
tracto sonicado (Ver tabla No, 4) . La banda de 42 kDa fue iden-
tificada por casi todos los sueros (17/13) y generalmente fue -
revelada fuertemente (Figura No 6) . La banda de 49 kDa fue igual-
mente reconocida por los sueros (17/13). Menos comunmente, fueron 
identificadas las bandas de 56, 55, 45 y 43 kDa, junto con algu-
nas otras bandas que fueron esporádicamente 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 sueros de pacientes con micetoma. 

Los sueros de pacientes con enfermedad de Hansen, la mayoría 



de ellos con lepra de tipo lepromatoso, reconocieron, en forma -
similar a los pacientes con TPA, las bandas de 56, 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, 
aunque en una forma débil. 

En general la reactividad de los sueros tanto de pacientes 
con TPA como de pacientes con enfermedad de Hansen, se centró en 
el reconocimiento de las bandas con un peso molecular aproximado 
entre 40 y 50 kDa. 

d) Adsorción de las bandas de reacción craiada. con Mycobacterium 
tuberculosis H37Ra. - Para demostrar que las bandas de 49, 45, 43 
y 42 kDa son proteínas que se presentan también en -
Mycobacterium, se realizó un experimento de adsorción de un suero 
de conejo, anti-antigeno de N. brasiliensis precipitado con solu-
ción saturada de sulfato de amonio al 50 %, con células de — 
M. tuberculosis H37Ra desengrasadas y trituradas. 

En la Figura No 7 se observa que el suero probado en inmuno-
electrotransferencia, después de ser adsorbido con las micobacte-
rias, ya no reacciona con las bandas de 49, 45 y 43 kDa, aunque 
se observa la presencia de anticuerpos contra las bandas de 61, 
42, 26 y 24 kDA. 



III. AISLAMIENTO DE LAS PROTEINAS DE 61, 26 X 24 kDa DB 
N. brasillepsis. 

a) Filtración en qel dal aatiaeno crudo da W. brasillensig en 
Sephade» G-100. Al graficar la absorbancia de las alícuotas con 
respecto a su volumen de elución (figura 20), se observó un pico 
de peso molecular alto (Pl), un pico con su máxima absorbancia 
cercana al marcador de 29 kDa (anhidrasa carbónica), y posterior-
mente, un pico de absorción muy alta de peso molecular bajo <P3) . 
Se seleccionaron varias alícuotas de los picos de absorción y se 
analizaron por SDS-PAGE en gradiente. La proteina de 61 kDa fue 
eluida en las primeras alícuotas del pico 1 junto con muchas ban-
das contaminantes. En las alícuotas del pico 1, con un mayor Ve, 
se observaron proteínas de peso molecular progresivamente más -
bajo. El hallazgo más 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 
8) . Al analizar el pico 3 por SDS-PAGE no se detectó ninguna -
banda a pesar de su alta absorbancia. Cabe mencionar que el color 
amarillo del antigeno fue eluido en el pico 3. Las demás fraccio-
nes (Pl y P2) quedaron incoloras. 

Ya que en una de las alícuotas del pico 2 se observó una -
banda que por su Rf aparentemente correspondía a la proteina de 
24 kDa, decidimos confirmar su identidad mediante un ensayo de 
Western blot. Para ello transferimos una fracción de este eluido 



y revelamos con suero de conejo anti-extracto total. En la Figura 
No 9 observamos que el suero de conejo anti-extracto total, • — 
reacciona con muchas de las bandas del extracto crudo; en cambio, « 
en el carril del eluido del sephadex G-100 observamos la banda de 
24 kOa, junto con una protelna de un peso molecular aproximado'de 
18 a 20 kDa. 

bl Fraccionan? <<el antiaeno crudo con solución saturada de 
sulfato de amonio.- El extracto crudo fue precipitado en escala 
analítica a concentraciones finales de sulfato de amonio de 20, 
50, 70 y 80 por ciento. Los precipitados, asi como los sobreña— 
dantes de cada ensayo, se dializaron exhaustivamente con solución 
salina boratos. Después de dializar, los precipitados se analiza-
ron por SDS-PAGE en gradiente. 

Al teñir el gel con nitrato de plata, encontramos que en el 
precipitado al 20 % no habla ninguna banda observable; en cambio, 
el sobrenadante era rico en bandas y estaba constituido prácti-
camente por la totalidad del antlgeno. En el precipitado al 50% 
se observaron algunas bandas, aunque muchas de ellas quedaron en 
el sobrenadante. En la precipitación al 70 y BO % con sulfato de 
amonio, observamos que aumentó la cantidad de bandas en los pre— 
cipitados y disminuyó en los sobrenadantes. 

En otro ensayo, los precipitados fueron analizados en SDS-
PAGE en gradiente de 18 a 8.75 %, electrotransferidos y revelados 



con suero de conejo anti-extracto total de N. brasilienais (figu-
ra No 10) . En el precipitado al 20 % observamos, casi exclusiva— 
mente, las proteínas de 61, 26 y 24 kDa. A la concentración 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 precipitación de múltiples bandas del antigeno crudo. Puesto 
que al 50 % precipitaban las bandas de 61, 26 y 24 kDa junto con 
escasas bandas contaminantes, decidimos utilizar esta concentra-
ción para llevarla a cabo en escala preparativa. 

Al precipitar mayor cantidad de antigeno crudo al 50% -
(alrededor de 4Q mg), se observó, mediante análisis en SDS-PAGE, 
la presencia de las bandas de un peso molecular relativo de 61, 
26 y 24 kDa junto con varias bandas contaminantes (Figura No 8) . 
Sin embargo lo más notorio de este ensayo fue la precipitación -
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 sueros de los pacientes, realizamos un ensayo 
de electrotransferencia del antigeno crudo, asi como del precipi-
tado al 50 %, que fue revelada con un suero de paciente con mice-
toma por N. brasiliensls. 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 kDa y otra banda de peso molecular 



más bajo. En el carril en el que colocamos el antigene precipita-
do al 50 % (1.31 ng de proteina), se observó 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 concentración del preci-
pitado <0.26 }ig), se observó exclusivamente la banda de 61 kDa, 
que por su alta concentración en el precipitado fue fácilmente -
observada inclusive con 131 ng de proteina. 

c) Cromatografia de intere3!"^" iónico. - Después de aplicar la — 
muestra de antigeno y eluir con el gradiente de NaCl de 0.0 a — 
0.3 M, se tomaron varias alícuotas de los e luidos de la columna 
de DEAE—celulosa y se analizaron en SDS-PAGE. Se observó que en 
este rango se eluyeron las proteínas de peso molecular medio, asi 
com las proteínas de 26 y 24 kDa. No hubo separación neta de -
ninguna de ellas; sin embargo, la banda de 61 kDa no se observó 
en ninguna de las fracciones eluidas a estas concentraciones de -
NaCl; poc lo cual, se decidió utilizar concentraciones mayores de 
NaCl. La columna se eluyó con un gradiente de concentración de -
0.3 a 0.6 M de NaCl, y algunas alícuotas, a diferentes volúmenes 
de elución, se analizaron en SDS-PAGE. La proteina de 61 kDa se 
observó en las primeras fracciones de este gradiente junto con -
algunas bandas contaminantes (Figura No 12) . La pureza de la -
banda dependió del grado de pureza del antigeno precipitado al 
50% aplicado a la columna. En algunos ensayos se alcanzó una pu— 
reza de alrededor del 80 %, por lo que estos eluidos sirvieron -
'para determinar la movilidad de esta proteina en un sistema sin 



SDS, ya que constituía la banda más prominente, y por lo tanto, 
su posición era fácilmente identificable en el gel (figura no -
lfl) . 



XV. PURIFICACION DE LAS PROTEINAS DE 61, 26 Y 24 kOa de 
N. braslliensis. 

A) Purificación de las bandas de 61. 26 v 24 kDa mediante 
electro fore sis preparativa en SDS-PAGE. - Al analizar una muestra 
del antigeno crudo precipitado con sulfato de amonio al 50%, en 
un gel de poliacrilamida al 12%, can SDS, junto con las proteí-
nas pretefiidas (Bio Rad), observamos que la banda de 61 kDa migró 
inmediatamente antes de la albúmina de huevo preteñida (50 kDa) -
(figura 13} . La banda de 26 kDa tenia un Rf similar al de el -
inhibidor de tripsina (27,000), y teóricamente la banda de 24 kDa 
migró un poco más que la banda de 26 kDa. Una vez localizada la 
migración de las proteínas en un gel analítico, se pasó a la eta-
pa preparativa en geles de 3 mm de grosor con capacidad de 2 a 3 
rag de antigeno precipitado al 50 %. Después de correr las mués— 
tras, se cortaron las fracciones del gel, que teóricamente conte-
nían las bandas, y las proteínas se extrajeron mediante electro— 
elución. Los electroeluidos obtenidos se analizaron en SDS-PAGE,y 
en los tres casos (P61, P26 y P24) se observó, mediante tinción 
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) Cromatografía de afinidad.- Los conejos inmunizados con las -
proteínas puras desnaturalizadas de 26 y 24 kDa, no produjeron -

- anticuerpos demostrables con la técnica de inmunodifusión, por lo 



cual no se utilizaron en los ensayos de cromatografía de afini— 
dad. 

Los conejos inmunizados con la proteina de 61 kDa, purifica-
da por eletroelución en condiciones desnaturalizantes, dieron tí-
tulos de anticuerpos, medidos por inmunodifusión, hasta 1:4 des— 
pués de 3 inmunizaciones semanales posteriores a la primoinmuni— 
zación. En Western blot, el suero anti-61 kDa reaccionó a una di-
lución igual o mayor a 1:5000; en cambio, el antisuero de conejo 
anti-extracto total con titulo de 1:32, medido por inmudifusión, 
dió una reacción similar a una dilución de 1:500. 

El inmunoadsorbente hecho con anticuerpos dirigidos contra 
la proteína de 61 kDa se incubó con el antigeno de M.brasilienais 
y las proteínas adsortas se eluyeron con KSCN 3M. Este eluido se 
analizó mediante Western blot. En la figura no. 16 se muestra -
este análisis. En la tirilla No 1 que se incubó con suero de -
paciente con micetoma por N. braailieasig. se observa 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 única— 
mente la banda de 61 kDa, se observó única y exclusivamente esta 
banda. 

c) Purificación de la proteina de 24 kDa.-El pico de peso molecu-
lar bajo (P2) obtenido por filtración en gel del antlgeno crudo 



en Sephadex 6-100 estaba constituido prácticamente solo por la 
proteina de 24 kDa, aunque en Western blot apareció una banda 
contaminante de peso molecular menor (Figura No 6) . Para purifi-« 
car la proteina de 24 kDa, en estado nativo, a partir de esta -
fracción, utilizamos uri sistema de electroelución en gel no des-
naturalizante . 

Las proteínas separadas en condiciones desnaturalizantes y 
no-desnaturalizantes tienen un Rf diferente en cada sistema. Para 
determinar la posición de la banda de 24 kDa, en condiciones -
nativas, se analizó una muestra del pico 2 del eluido de la -
columna de Sephadex G-100 en un gel analitico no desnaturalizan-
te. Se tifió con Azul de Cooraassie, y se determinó el Rf de la -
proteina de 24 kDa. Una vez conocida la migración de P24, se -
realizaron ensayos en gelee preparativos de los que se obtuvo P24 
por electroelución. El eluido se analizó mediante SDS-PAGE y 
Western blot, métodos en los que se observó 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. brasillensls. 

d) Purificación de la proteina de 61 kDa.— La posición de la -
banda de 61 kDa, en sistema no-desnaturalizcinte, se determinó -
mediante el análisis de un eluido de la columna de intercambio 
iónico, en un gel sin SDS al 12% (Figura no 18) . Este antigeno, 
rico en proteina de 61 kDa, al teñirse con nitrato de plata desa-



rrollaba una banda fuertemente teñida de color naranja. Al elee— 
troeluir esta fracción del gel, se observó que esta banda corres-
pondía 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 -
50%. A esta concentración de precipitado, se observó, en el gel 
en corrimiento, una banda de color amarillo, que posteriormente 
se comprobó que correspondía a la proteína de 61 kDa. 

Después de electroeluir este fragmento de gel, se analizó 
por SDS-PAGE, y se tifió con nitrato de plata. Se observó la banda 
de 61 kDa junto tres contaminantes de peso molecular más bajo. -
Para obtener un mayor grado de pureza de la proteina, se aplicó 
este eluido a un gel preparativo con SDS. El eluido obtenido de 
este segundo paso, se analizó mediante SDS-PAGE y Western blot 
(revelado con suero de conejo anti-extracto sonicado de N. brasi-
liane la) , y se demostró que el producto final de la purificación 
estaba constituido por una sola banda (Figura no 17 y no 19). 



D I S C O S I O H : 

Nocardia braeilionsis es el microorganismo causante de la 
mayoría de los casos de micetoma en México (40) . En los estudios 
inmuno lógicos sobre la relación huespéd-parásito en Nocardia, se 
ha observado que la inmunidad de tipo celular es primordial para 
la resistencia a la infección [22, 25, 56, 57); en cambio los 
anticuerpos parecen no tener actividad protectora, e inclusive, 
pudieran empeorar la infección (48) . Sin embargo, la respuesta 
inmune a este microorganismo no ha sido completamente dilucidada, 
en parte por la carencia de los antigenos puros que son inmuno— 
lógicamente importantes. 

Para seleccionar las proteínas del agente causal que son 
reconocidas por el sistema inmune, podríamos 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 información es difícil de obtenerse en forma — 
directa. En algunos casos, otros autores han aislado en primera 
instancia las proteínas y luego han estudiado si tienen o no -
importancia inmunológica (14, 18, 33, 67) . Pero esta es una forma 
muy indirecta y lenta para obtener esa información, ya que no se 
conoce previamente la inmunogenicidad de las proteínas en cues— 
tión. 

Otro criterio para seleccionar los antigenos del agente -



causal que deben ser aislados, es su capacidad de inducir anti-
cuerpos en pacientes infectados (17, 62, 69}, lo que asegura su 
antigenicidad. 

En esta tesis, para aislar las proteínas de N. brasillensis, 
nosotros tomamos en cuenta este segundo criterio. El material — 
inicial del cual partimos para aislar y purificar las proteínas, 
fue un extracto sonicado de bacterias desengrasadas y secas. Un 
extracto de N, brasiliensis fue obtenido de manera similar, y 
utilizado por Ortíz y cois, para realizar estudios de hipersen— 
sibilidad tardía en sujetos con micetoma, en los cuales observó 
una reacción positiva (46] . Posteriormente este mismo autor, 
demostró la producción de anticuerpos contra el extracto de N. 
brasiliensis en modelos murinos (19, 48, 66) . En base a estos 
resultados, consideramos que el extracto citoplásmico utilizado 
en estos experimentos contiene los antigenos que reaccionan con 
ambos efectores, células T sensibilizadas y anticuerpos. Sin -
embargo, los inmunogénos específicos que estimulan a dichos -
efectores de la inmunidad no se han determinado. 

Consideramos que en el antigeno crudo utilizado se encuen-
tran muchas proteínas de pared bacteriana, además de las cito— 
plásmicas, ya que durante la sonicación, las paredes fueron rotas 
y el material citoplásmico se liberó al medio junto con muchas de 
las proteínas de pared celular. Para el análisis del antigeno -
crudo en gel de poliacrilamida, y dado que el extracto teórica— 



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 polisacáridos, ácidos -
nucleicos y proteinas. Al teflir con la técnica de nitrato de -
plata, observamos alrededor de 35 a 40 bandas bien diferenciadas 
sobre un fondo obscuro, producido quizá por los lipidos restantes 
o fragmentos de ácidos ribo o desoxiribonucleicos, o bién a la -
mayor sensibilidad de la técnica. La tinción con nitrato de plata 
fue aproximadamente 10 veces más 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 — 
N. brasiliensis. transferimos las proteínas, separadas en el gel 
de poliacrilamida, a una matriz de papel de nitrocelulosa, combi-
nando asi la alta resolución del SDS-PAGE en gradiente y la gran 
sensibilidad del EIA (16, 59). Las muestras de suero, analizadas 
en los ensayos de Western blot, se extrajeron antes de que el 
paciente recibiera tratamiento anti-bacteriano, ya que el trata— 
miento podría modificar el patrón de reconocimiento debido a la 
liberación de antígenos a la circulación, o bién a la exposición 
de nuevos antígenos de los microorganismos destruidos. En nuestro 
caso, observamos que algunos sueros de pacientes que estaban cu— 
rados clínicamente, carecían de anticuerpos anti-Nocardia. 



Los sueros de los pacientes con micetoma por N. brasiliensis 
reconocieron más comunmente 7 bandas del antigeno crudo, las cua-
les son muy aparentes en el Western blot. Hubo además otras ban-
das reconocidas, sólo que con menor frecuencia e intensidad. 

Los sueros de los sujetos aparentemente sanos (24%) reac— 
clonaron más frecuentemente con la banda de 42 kDa, y en menor 
proporción 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 reacción cruzada es debida probablemente a 
la presencia de anticuerpos inducidos por actinomicetos que viven 
saprofíticamente en la tierra, a anticuerpos inducidos por la va-
cuna de BCG o bien, debido a la reactividad cruzada con antlgenos 
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 leprornatosa y 
tuberculosis pulmonar activa, identificaron muy frecuentemente 
las bandas de 49, 45, 43, y 42 kDa. Los pacientes con lepra le— 
promatosa identificaron esporádicamente la banda de 61, 26 y 24 
kDa, aunque en forma más débil que los pacientes con micetoma. -
Cuatro de 17 sueros de pacientes con TPA identificaron las bandas 
de 26 y 24 kDa en forma débil. Estos datos sugieren que muy pro-
bablemente Mycobacterium posee determinantes antígenicos de reac-
ción cruzada, principalmente, con las proteínas de 49, 45, 43, y 



42 kDa de H. brasiliensia. Para corroborar esta reacción cruzada, 
se realizó un ensayo de absorción de un suero anti-extracto soni-
cado precipitado con sulfato de amonio al 50%, que presentaba — 
reacción con varias bandas del antlgeno 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 H37Ra, desengrasadas y 
trituradas. En este ensayo observamos que el suero, una vez — 
adsorto, no identificó las bandas de 49, 45, y 43 kDa, lo cual 
nos demuestra que tales determinantes de reacción cruzada se 
encuentran en las proteínas de las células de M. tubérculosis 
H37Ra. 

En los ensayos de Western blot se utilizó como segundo anti-
cuerpo, un conjugado anti-inmunoglobulinas humanas totales. Para 
conocer el isotipo de los anticuerpos presentes en los sueros 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 
isotipo IgG, lo cual correlaciona con una tiplea respuesta inmune 
secundaria. 

Resulta interesante que la inmunogenicidad de las bandas de 
61, 26 y 24 kDa también se observó en sueros de animales (cone— 
jos, ratas y ratones;datos no mostrados) inmunizados con bacte— 
rias completas o con el antigeno crudo, en los que se identificó, 
por Western blot, la presencia de anticuerpos primordialmente -



contra estas tres bandas. Estas proteínas fueron rara vez identi-
ficadas por los sueros normales, por lo que de las 35-40 bandas 
teñidas con nitrato de plata, seleccionamos las de 61, 26 y 24 -
kDa para ser aisladas y purificadas. 

Para aislar las proteínas a partir de un extracto crudo, — 
tradieionalmente se han utilizado varios métodos de fracciona-
miento, entre ellos : filtración en gel, precipitación con -
solventes orgánicos, cromatografía de intercambio iónico, etc. 
Para purificar la proteína inmunodominante de 24 kDa en forma -
nativa, nosotros utilizamos, en primera instancia, la filtración 
en gel en Sephadex; técnica con la cual separamos el antígeno 
crudo en fracciones de diferente peso molecular. Al graficar la 
lectura a 280 nm de las alícuotas, observamos dos picos de absor-
bancia, uno grande cerca del volumen vacio de la columna, y otro 
más pequeño cerca del marcador de 12 kDa (citocromo c) . El pico 
de peso molecular alto estaba constituido de casi todas las ban-
das del antígeno crudo; en cambio, el pico 2 estaba constituido 

casi exclusivamente por la banda de 24 kDa. Anteriormente Gupta 
> 

y col., en 1985, describieron la separación de un extracto crudo 
de N. asteroides, por filtración en gel, en dos picos (31). De -

% 

manera similar a nuestros resultados, la composición 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 protección 
en animales (32), con las fracciones del antígeno crudo separadas 



por filtración en gel, y encontraron que solamente el primer pico 
inducía resistencia en los animales. Sin embargo no caraterizaron 
ni purificaron los antigenos inmunodominantes de estos extractos 
semipurificados. 

El pico 2 obtenido por filtración en gel del extracto soni-
cado de N. brasiliensis estaba constituido casi totalmente por la 
banda de 24 kDa. Para purificar dicha proteína a partir de esta 
fracción/ se utilizó la técnica de electroelución a partir de un 
gel preparativo en gel de poliacrilamida no desnaturalizante. Con 
este método se logró obtener la banda de 24 kDa purificada como 
una sola banda, demostrada por dos métodos muy sensibles como los 
son : la tinción con nitrato de plata y el Western blot. En el -
producto final de purificación, podría haber pequeñas cantidades 
de otras proteínas, que por sus características fisicoquímicas 
similares a las de la proteina de 24 kDa, pudieron haberse obte-
nido también en el proceso de purificación. 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 método. Por lo tanto consideramos tener un alto 
nivel de pureza de la proteina purificada de 24 kDa. 

Para purificar las proteínas inmunodominantes de 61, y 26 
kDa, se utilizó la precipitación del antígeno crudo con solución 
saturada de sulfato de amonio al 50% de saturación. En esta téc-
nica, las proteínas precipitan gradualmente dependiendo de su -



número de cargas o de sus regiones hidrofóbicas, conforme se va-
ría la cantidad de sulfato de amonio en la solución (53). Median-
te este método obtuvimos un antlgeno muy abundante en la banda de 
61 kDa junto con las bandas de 26 y 24 kDa, asi como algunas ban-
das contaminantes. Este precipitado constituyó una fuente exce— 
lente para purificar la banda de 61, 26 y 24 kDa mediante elec— 
troelución en SDS-PAGE. El método de electroslución de geles con 
SDS resultó excelente aunque muchos electroeluidos no daban la 
pureza del 100%, y por lo tanto no so podían utilizar, ya que 
existían otras bandas contaminantes. Sin embargo, se obtuvieron 
cantidades suficientes para inmunizar conejos y obtener antisue-
ros que fueron utilizados en los ensayos de cromatografía de afi-
nidad. 

Contra las bandas de 24 o 26 kDa, no se lograron obtener an-
ticuerpos; esto podría deberse a que los conejos inmunizados fue-
ran no respendedores, a que se utilizaran concentraciones insufi-
cientes de proteína pura para inducir una respuesta adecuada de 
anticuerpos, o bién a que P26 y P24 sean poco inmunogénicas en -
forma aislada. Es además importante considerar que no se utilizó 
adyuvante completo de Freund, en ninguna de las inmunizaciones,el 
cual es un mayor potenciador de la respuesta inmune que el adyu— 
van te incompleto que fue utilizado por nosotros en los protocolos 
de inmunización. Por otra parte, P61 en condiciones similares de 
inmunización, indujo una fuerte respuesta humoral, por lo que — 
quizá la baja inducción de anticuerpos por P26 y P24 es debida a 



otras causas, que no pudieron ser estudiadas en este trabajo. 

Anteriormente Gupta y col. (31) describieron el aislamiento, 
mediante filtración en gel, de una fracción de peso molecular -
bajo, de H. asteroides que denominaron F2. Aunque F2 formaba 2 
lineas de precipitación con un antisuero contra el extracto total 
de M. 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 inmunológico similar, -
aunado a un peso molecular semejante, P26 y P24 de H.brasillensla 
podrían ser moléculas similares a las descritas por Gupta, ya que 
inclusive fueron identificados, en el ensayo de Western blot, por 
sueros de pacientes con micetoma por 9. asteroide». Estos hallaz-
gos nesesitan otros estudios para esclarecer esta relación. 

El ensayo de cromatografía de afinidad resultó 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 P61 recuperada, optamos por otra técnica de purificación, la 
cromatografía de intercambio iónico; para ello utilizamos una -
resina cargada positivamente, la DEAE-celulosa, en forma micro— 



granular, que teóricamente da una mayor resolución que la resina 
fibrosa. Tanto la resina, como las proteínas a separar, se equi— 
libraron, previamente al ensayo, en solución amortiguadora de — 
Tris-HCl 0.01 M, pH 8.00. A este pH los grupos amino de la resina 
se cargan positivamente, y las proteínas se adsorberán o no de— 
pendiendo de las cargas de superficie totales de la misma. Para 
la elución de las proteínas adsortas utilizamos un gradiente de 
concentración de NaCl. Dado que el rango de elución en la mayoría 
de las proteínas es de 0.0 a 0.5 M, y ya que P61 se eluyó en el 
gradiente de mayor concentración (de 0.3 a 0.6M), consideramos -
que esta protelna tiene abundantes cargas negativas, lo cual se 
podría constatar en un futuro mediante la determinación de los -
residuos de aminoácidos de que esta compuesta. 

En general la metodología de cromatografía en columna impli-
ca la dilución, asi como la diálisis y concentración de la mués— 
tra, y por lo tanto, varios pasos de congelación, manipulación 
y descongelación. 7a que la técnica de intercambio iónico implica 
estos pasos, además de no haberse aislado la banda de 61 kDa en 
forma pura, decidimos purificarla mediante electroelución en ge— 
les no desnaturalizantes. Esta método tiene la gran resolución de 
la electroforesis en poliacrilamida, junto con la gran capacidad 
de los geles preparativos. Por otra parte, las técnicas de elec— 
troelución en sistemas no desnaturalizantes tienen la ventaja de 
conservar las estructuras proteicas, asi como un alto porcentaje 
de recuperación de la proteína a purificar. 



La proteina de 61 kDa tiene, en un sistema desnaturalizante, 
un determinada Rf que probablemente cambie en un sistema no des-
naturalizante, en el que la migración depende tanto del peso mo— 

« 
lecular como de la carga iónica, y no exclusivamente del peso mo-
lecular como en el primer caso (34) . El antigeno crudo poseía una 
cantidad relativamente baja de la proteina de 61 kDa, de tal -
manera que al teñir el gel sin SDS no sabíamos exactamente a cual 
de las bandas correspondía. Para determinar la posición de la 
proteína de 61 kDa, corrimos una muestra de antigeno crudo, junto 
con otra muestra del eluido de la columna de DEAE-celulosa, en un 
gel de poliacrilamida al 12%, sin SDS (figura 18). La última -
muestra tenía una gran proporción de banda de 61 kDa, por lo que 
la banda mayormente representada en el gel teóricamente corres— 
ponderia a P61. Después de teñir un fragmento del gel sin SDS, -
cortamos y electroeluimos los fragmentos del gel que se teñían 
más fuertemente y de color naranja (que era característico de — 
P61), para posteriormente analizarlos en SDS-PAGE al 12%, y -
corroborar asi que dicha banda correspondía a la proteina de 61 
kDa. 

Como mencionamos ¿interiormente, 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 cérca, 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 



mayor proporción de P61, en lugar de son i car la bacteria desen— 
grasada, con lo cual se extraen muchas proteínas, utilizamos la 
maceración de las bacterias secas y desengrasadas. A partir de 
este extracto, que característicamente tenia una proporción más 
alta de las bandas de 61 y 24 kDa, se obtuvo la proteina de 61 
kDa en forma seraiaislada, por precipitación con sulfato de amonio 
al 50%, y en seguida se purificó por electroelución en condicio— 
nes no desnaturalizantes. 

El antígeno crudo original presentaba un color amarillo, que 
con la diálisis disminuía levemente. Posteriormente, en los ensa-
yos de filtración en gel, dicho color amarillo fué eluido en los 
componentes de bajo peso molecular (<10 kDa), y el antigeno res-
tante quedó corapletámente incoloro. Por otra parte, al precipitar 
el antígeno crudo con sulfato de amonio a una saturación del 50%, 
el precipitado era de color amarillo ocre y el sobrenadante que-
dó de color amarilla. Este último parece corresponder al compues-
to amarillo de peso molecular bajo observado en la filtración en 
gel, que probablemente sea diferente al compuesto cromógeno del 
precipitado. Al correr un gel preparativo sin SDS, con 1 a 1.5 mg 
de ppt 50%, se observó una proteina, con movilidad semejante a la 
de 61 kDa, que presentaba dicho color. Al electroeluir y analizar 
con SDS-PAGE al 12%, corroboramos que tal compuesto cromógeno en 
realidad era la proteina de 61 kDa. Este color amarillo quizá es 
debido a que la proteina posee un grupo prostético, el cual se 
pierde en condiciones desnaturalizantes y reductor as, y que pro-



bablemente esté relacionado con la función de la proteína en la 
bacteria. 

La tinción con Azul de Coomassie R-250 tiene una sensibili— 
dad de aproximadamente i |ig. El nitrato de plata aumenta esta -
sensibilidad hasta nanograraos y el Western blot hasta el nivel de 
picogramos. Las proteínas purificadas de 61 y 24 kDa se analiza— 
ron secuencialmente por estos métodos, y en todos ellos se obser-
vó la presencia de una sola banda, por lo que consideramos que -
mediante esta metodología es posible obtenerlas con un alto nivel 
de pureza. El rendimiento de purificación de las proteínas fue el 
siguiente: de aproximadamente 100 mg de extracto crudo se obtu— 
vieron 0.4 mg de proteína pura de 61 kDa y 0.125 mg de proteína 
pura de 24 kDa. 

En resumen, en el presente trabajo se identificaron las pro-
teínas contra las cuales se desarrolla una respuesta de anticuer-
pos, y se seleccionaron aquellas que mostraron menor reacción — 
cruzada con sueros de pacientes sanos, así como con sueros de pa-
cientes con enfermedades producidas por otras bacterias (antigéni 
camente relacionadas con Nocardia) como son M. tuberculosis,y M. 
leprae. Dado que P61, P26 y P24 estimulan la producción de anti— 
cuerpos en pacientes infectados, esto podría dar lugar a que en 
el futuro se desarrollara una prueba serológica para el diagnós— 
tico rápido del actinomicetoma. El hecho de que estas tres prote-

' ínas fueran identificadas también por sueros de pacientes con mi-



cetoma por N. asteroides. imposibilita el diagnóstico especie -
especifico, pero al mismo tiempo podría ser útil en el diagnósti-
co de la Nocardiosis pulmonar producida por N, asteroides; la — 
cual es un cuadro clínico cuyo diagnóstico diferencial es difí— 
cil, ya que es muy similar a la tuberculosis pulmonar, y el dia— 
gnóstico por cultivo es lento. 

Durante el desarrollo del proyecto, se observó que las pro-
teínas (P61,' P26 y P24) eran fácilmente extraibles con un proceso 
leve de maceración, en lugar del rompimiento de las células con 
ultrasonido, lo cual teóricamente daba como resultado la extrac-
ción de menor cantidad de proteína citoplásmica. En el análisis 
por SDS-PAGE del extracto obtenido por maceración, se observó -
que la cantidad de P61, P26 y P24 aumentó en proporción relativa 
con respecto las demás proteínas. Esto quizá es debido a que — 
estas tres proteínas están más superficialmente expuestas en las 
células, probablemente en la pared celular, y por lo tanto son 
más fácilmente extralbles. Su localización no fue estudiada, por 
lo que será importante determinarla, posiblemente, mediante el -
uso de cortes de células de Nocardia, incubadas con anticuerpos 
contra estas proteínas, marcados con ferritina u otro material 
electrodenso. Mediante la observación, por microscopía electróni-
ca, del sitio de unión de los anticuerpos en la célula, podremos 
determinar el sitio en que se encuentran situadas dichas proteí-
nas. 



Aunque P61, P26 y P24 fueron seleccionadas en base a su ca-
pacidad para estimular la producción de anticuerpos en pacientes 
infectados, desconocemos si de la misma forma estimulan la pro— 
ducción de células sensibilizadas (hipersensibilidad tardía). — 
Cono se mencioné anteriormente en la introducción, es la respues-
ta inmune celular la que correlaciona con un estado de inmunidad, 
por lo que será importante determinar la capacidad de las prote-
ínas purificadas para estimular dicha respuesta, lo que nos per— 
mitirá conocer más sobre los mecanismos inmunológicos de defensa 
involucrados en el micetoma por H. brasiliensis. 



C O H C L O S I O H I S 

En conclusión, el presente trabajo aportó el siguiente 
conocimiento sobre el tema : 

1) Identificamos 3 antígenos inmunodominantes de N. brasiliensis, 
de un peso molecular aproximado de 61, 26 y 24 KDa. 

2) Los sueros de pacientes con lepra y tuberculosis pulmonar — 
activa, mostraron reacción cruzada con las bandas de 49, 45, 43, 
y 42 kDa del extracto de N, braalllensis, Algunos de ellos reco— 
nocieron débilmente las bandas de 61, 26 y 24. 

3) Se desarrolló una estrategia para aislar y purificar las pro— 
teinas de 61, 26 y 24 KDa en forma desnaturalizada. 

4) Se purificaron las proteínas de 61 y 24 kDa en forma nativa. 

5) Las proteínas purificadas de 61, 26 y 24 KDa son herramientas 
muy valiosas para el estudio de la relación huésped-parásito en 
la infección por N. braailiensis. 
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ANEXO A . ABREVIATURAS. 



ANBXO A. ABRSVTATUFAS. 

1. BCG 
« 

2. BHI 
3. BSA 
4. C 
5. %C 
6. cm 
7. Da 
8. DEAE 
9. DLS0 

10. DNA 
11. EIA 
12. ELISA 

13. g 
14. gr 
15. kDa 
16. M 

17. meq 
18. mg 
19. min 
20. mi 
21. mm 
22. mM 
• 23. N 

Bacilo de Calmette-Guerin. 
infusión Cerebro Corazón (Brain Heart infusión). 
Albúmina Sérica Bovina (Bovin Serum Albumin). 
Grados centígrados. 
Eorciento de Agente Entrecruzador (Bis-acri lami da) 
Centímetros (s) . 
Dalton. 
D iet ilaminoet il. 
Dosis Letal 50 porciento. 
Acido Desoxiribonucleico. 
Ensayo Inmuno Enzimàtico. 
Ensayo Innunoadsorbente Ligado a Enzimas (Enzyme 
Linked Iinmuno Sorbent Assay) . 
Unidad de Gravedad. 
Gramos. 
Kilodaiton 
Molar. 
Miliequivalente gramo. 
Miligramo(s). 
Minuto (s). 
Mililitro(s). 
Milímetro(s). 
Milimolar. 
Normal. 



24. ng Nanograraos. 
25. run Manómetros. 
26. PBS Solución Salina Tamponada con Fosfato (Phosphate 

Buffered Saline). 
27. P61 Proteina de 61 kDa. 
28. P26 Proteina de 26 kDa. 
29. P24 Proteina de 24 kDa. 
30. peg Picogramo(s) . 
31. pH Potencial de Hidrógeno. 
32. r coeficiente de Correlación. 
33. Rf Factor de Retardamiento (Movilidad Relativa) . 
34. SDS Laurilsulfato de Sodio (Sodium Dodecyl Sulfate) . 
35. SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida-dodecilsul-

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

36. SSB Solución Salina Boratos. 
37. %T Porciento de Acrilanida Total. 
38. TEMED N,N,N',N', tetrametiletilendiamina. 

39. TPA Tuberculosis Pulmonar Activa. 
40. Tris Tris (hidroximetil) aminometano. 
41. UFC Unidades Formadores de Colonias. 
42. v Voltios. 
43. Ve Volumen de Elución. 
44. Vo Volumen Vacio 



ANBXO B. FIGUFAS, 



Figura 1. Análisis del extracto sonicado de N. brasiliensis por 
electroforesis en gel de poliarilamida-SDS en gradiente de 18 a 
8.75%. Carril Izquierdo: antígeno crudo (25 y.g) . Carril derecho: 
Marcadores de peso molecular bajo. Tinción con Nitrato de Plata 



kDa 

I 2 3 

Figura 2. Electroforesis en gel de poliacrilami da-SDS en gradien-
te de 18 a 8.75 % del extracto aonicado de N. brasiliensis. 
Carril no 1: Antígeno crudo (200 ng). Carril no 2: Marcadores 
de peso molecular bajo. Carril no 3: Marcadores de peso molecu— 
lar alto. Tinción con Azul de Coomassie. 



Figura 3. Electrotransferencia del antígeno sonicado de 
N. brasiliepsis revelada con sueros 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. 



Figura 4. Eletrotransf«rancia del antígeno sonicado de 
N. brasiliansis revelada con sueros de sujetos sanos. Tirilla no 
1: Sueros de conejo inmunizado contra el extracto total. Tiri 
lias 2 y 18: Sueros de pacientes con mietoma por N. brasiliensis. 
Tirillas 3 a 17: Sueros de sujetos aparentemente sanos. 



Figura 5. Determinación de loa isotipos de las inmunoglobulinas 
de loa sueros de pacientes con micetoma por N. braailienais que 
reaccionan con el extracto sonicado. A, Br Cf y D son los grupos 
de tirillas revelados con diferentes sueros de pacientes con 
micetoma por N. brasiliensis. Los números 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. 



Figura 6. Klactrotranafarancia dal extracto aonicado da -
N. feraailianaia revelado con 8ueros de pacientes con tuberculosÍ8 
pulmonar activa y Enfermedad da Hanaan. 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. 



Figura 7. Adsorción de los anticuerpos contra las bandas de 49, 
45, 43 y 42 kDa de N. brasilienBia, con células de M.tuberculo-
sis H37Ra. Tirilla no 1: suero de conejo, anti-antígeno crudo de 
N. brasiliensis precipitado con sulfato de amonio al 50% de satu-
ración. Tirilla no 2: tirilla incubada con el suero anterior, -
pero adsorto con células desengrasadas y trituradas de M. tuber-
losia H37Ra. La flecha indica la desaparición de la banda de 49. 
Menos claramente se observa en la fotografía, la desaparición de 
las bandas de 45 y 4 3 kDa. 



Figura 8. Aislamiento de las Proteínas de 61 y 24 kDa de 
N. brasiliensis. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS en -
gradiente de 18-8.75%. Carril izquierdo: fracción P2 de la fil— 
tración en gel del extracto sonicado de N. brasiliensis en Sepha-
dex G-100 (2.3 p.g) . Carril derecho: Precipitado con sulfato de -
amonio al 50% del antigeno crudo (26 p.g) - Las flechas indican la 
posición de las bandas de 61 y 24 kDa en el gel. Tinción con Azul 
de Coomassie. 



Figura 9 .Aislamiento de la proteína de 24 kDa de N. brasiliensis. 
Análisis por Western blot. Carril izquierdo: extracto sonicado -
(25 ng) . Carril derecho: Fracción P2 del extracto sonicado, obte. 
nido en Sephadex G-100 (2.3 ng) . Electrotransferencia revelada -
con sueros de conejo anti-extracto total. 
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Figura 10. Análisis por Western blot de los precipitados del ex-
tracto crudo de N. brasilienaia fraccionado con sulfato de amo— 
nio. Precipitados del antígeno crudo a varios porcientos de satu-
ración de sulfato de amonio. Carril no 1: 20%. Carril no 2: 50%. 
Carril no 3: 70%. Carril no 4: 80%. 



Figura 11. Electrotranaferencia del antígeno crudo de N. braai— 
lienaia y de au precipitado con aulfato de amonio al 50% de aatu-
raeión. Carriles 1, 2 y 3: Antígeno crudo precipitado al 50% con 
sulfato de amonio (130, 260, y 1, 300 ng de proteína respectiva-
mente) . Carril no 4: Antígeno crudo (25 jxg) . 
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Figura 12. Cromatografía do intercambio iónico. Electroforesis en 
gel de poliacrilamida-SDS, lineal al 12%. Carril no 1: muestra — 
del pico de elución de la columna de DEAE-celulosa que contenía -
la banda de 61 kDa. Carril no 2: antígeno crudo de N. brasilien— 
ais. Carril en el extremo derecho: marcadores de peso molecular -
bajo. Tinción con nitrato de plata. 



Figura 13. Electroforeais 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 preteñidos. Fosfori-
lasa B (130/000), Albumina Sérica Bovina (75,000), Ovoalbúmina -
(50,000), Anhidrasa Carbónica (39,000), Inhibidor de Tripsina -
(27,000), y Lisozima (17,000). Tinción con Azul de Coomassie. 



Figura 14. Purificación de la proteína de 61 kDa de N. brasilien-
ais. Carril A: P61 obtenida por electroelución de geles prepara-
rativos con SDS. Carril B: Marcadores de peso molecular alto. Gel 
lineal al 12%. Tinción con Azul de Coomassie. 



Figura 15. Análisis en SDS-PAGE de las proteínas de 26 y 24 kDa 
purificadas por eletroeludón en condiciones desnaturalizantes. 
Carril izquierdo: P26. Carril central: P24. Carril derecho: pre— 
cipitado del antígeno crudo de N. brasiliensis con sulfato de 
amonio al 50%. Tinción con Azul de Coomassie. 



Figura 16. Electrotransferancia del aluido con KSCN 3M del inmu-
noadsorbente anti-61 kDa da N. braailiansia. Tirilla no 1: Suero 
de paciente con micetoma por N. brasiliensis. Tirilla no 2: Anti-
cuerpo monoclonal anti-61 kDa de N. brasiliensis. 



Figura 17. Análisis en SDS-PAGE lineal al 12% de las proteínas 
purificadas de 61 y 24 JcDa. Carril no 1: P24 obtenida por 
electroelución de geles sin SDS. Carril no 2: P61 obtenida por 
electroelución de geles en condiciones desnaturalizantes. Carril 
no 3: estándares de peso molecular. Gel al 12%. Tinción con 
nitrato de plata. 
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Figura 18. Determinación de la movilidad de la banda de 61 JcDa en 
un gal de poliacrilamida al 12% en condiciones no desnaturalizan-
tes. Carril no 1: P61 semipurificada obtenida por cromatografía 
de intercambio iónico. Carril no 2: Antígeno crudo sonicado (25 
|ig) . Tinción con nitrato de plata. La banda marcada con el aste-
risco corresponde a P61 en el extracto crudo. 
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Figura 19. Análisis por electrotransferencia da las proteínas -
purificadas de 61 y 24 kDa, de N. brasiliensis. Carril izquierdo: 
P61 (300 ng). Carril derecho: P24(300ng). Peso molecular en kilo-
daltons. 



B Ö O CO M o ib Ö 9 D ' I o n 

f p 

KD 
V 
H 
9 en 

na « 

a. a» 
M CD 

« <D 
S 
OT <D 
cr 
a <v 
X 
o 

o o 

c 
o H' 
o» D 
a o 
» 
X 
9 O 

<73 O S 
O 9 a a 
a <o 



ANEXO C. SABIAS. 



TABLA No I 
DETERMINACION DE LA MOVILIDAD RELATIVA (Rf) DE 
LOS MARCADORES DE PESO MOLECULAR EN EL PAPEL 

TEÑIDO CON AZUL DE COOMASSIE. 

MARCADOR. MIGRACION <mm). Rf. P.M. 

Albúmina Sérica Bovina. 21.5 0.2945 66,000 
Ovoalbúmina.. 30.0 0.4109 45,000 
Glucosa-6-fosfato 
deshidrogenase. 35.0 0.4794 36,000 
Anhidrasa carbónica. 42.5 0.58219 29,000 
Tripsinógeno. 45.5 0.6232 24,000 
Inhibidor de la Tripsina. 53.5 0.7328 20,100 
Alfa-Lactalbúmina. 65.0 0.8904 14,200 
Azul de Bromofenol. 73.0 

r= -0. 9959 



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). Rf. PESO MOLECULAR 
APROXIMADO. 

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 50 0.6211 26,000 
7 52 0.6459 24,000 



TABLA III. IDENTIFICACION, POR WESTERN BLOT, DEL EX— 
TRACTO SONICADO DE N. brasiliensis POR SUEROS DE PA— 
CIENTES CON MICETOMA Y SUEROS DE SUJETOS SANOS. 

PESO MOLECULAR APROXIMADO (KILODALTONES) 
61 56 55 49 47 45 43 42 28 26 24 

Noeardia 
brasiliensis 13 6 6 9 5 6 10 9 7 

n=16 
14 14 

Noeardia 
asteroides 
n=3 

3 2 2 3 3 0 3 0 2 3 2 

Sujetos 
sanos. 
n=25 

4 0 0 4 0 2 3 6 0 0 0 



TABLA IV. IDENTIFICACION, POR WESTERN BLOT, DEL EXTRAC-
TO SONICADO DE N. brasiliensis POR SUEROS DE PACIENTES 
CON ENFERMEDAD DE HANSEN Y TUBERCULOSIS PULMONAR ACTIVA. 

PESO MOLECULAR APROXIMADO (kda) 
€1 56 55 49 47 45 43 42 28 26 24 

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

TUBERCULOSIS 
PULMONAR 0 6 6 13 0 9 3 13 0 4 4 
ACTIVA 
n=17 
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